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RINGKASAN 

Amelia Yuliana Anggareni. Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Seledri 
(Apium graveolens L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In 
Vitro. Di bawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS. Dan Ir. Heny 
Suprastyani, MS 
  

Perikanan merupakan suatu bidang ilmu yang terus berubah dan 
berkembang tiap tahunnya karena ikan merupakan suatu produk utama dari 
bidang perikanan yang merupakan salah satu penghasil protein hewani yang 
dibutuhkan oleh manusia. Salah satu kendala dalam usaha peningkatan dan 
pengembangan perikanan adalah masalah-masalah penyakit yang sering 
menyerang pada ikan yang dibudidayakan. Diantara penyakit-penyakit tersebut 
adalah penyakit infeksi yang diakibatkan oleh parasit, virus, bakteri dan jamur 
(Nurdiyanto dan Sumartono, 2006). Salah satu jenis bakteri yang sering 
menginfeksi ikan air tawar yaitu Pseudomonas fluorescens, gejala klinis yang 
diakibatkan oleh bakteri ini yaitu berupa munculnya bisul pada bagian rongga 
perut dan sirip kulit. Aktivitas dari bakteri  P. fluorescens ini dapat menyebabkan 
pendarahan pada bagian yang luka atau sering disebut dengan Haemorragic 
septicemia, serta dapat menyebabkan kematian masal terhadap ikan yang 
terserang bakteri ini (Kordi, 2004). Selama ini pencegahan terhadap serangan 
bakteri umumnya dilakukan dengan pemberian antibiotik dan bahan kimia. 
Pemberian antibiotik berkepanjangan dapat menyebabkan organisme menjadi 
resisten. Selain itu, residu dari antibiotik dan bahan kimia dapat mencemari 
lingkungan perairan. Upaya pencegahan lain dapat dilakukan dengan 
menggunakan bahan yang berasal dari alam, contohnya daun seledri (Apium 
graveolens L.). Daun seledri (A. graveolens L.) mengandung flavonoid yang 
bersifat antibakteri. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak 
kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap daya hambat bakteri                   
P. fluorescens secara in vitro. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasit 
dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya 
Malang, pada bulan Januari sampai bulan Maret 2015. Metode penelitian yang 
digunakan adalah metode eksperimen yaitu penelitian yang dilakukan terhadap 
variabel yang data-datanya belum ada sehingga perlu dilakukan proses 
manipulasi melalui pemberian treatment atau perlakuan tertentu terhadap subjek 
penelitian yang kemudian diamati dan diukur dampaknya, teknik pengambilan 
datanya dilakukan secara langsug. Rancangan percobaan yang digunakan 
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL), menggunakan 4 perlakuan dosis 
ekstrak kasar daun seledri yaitu : dosis (A) 950 ppt; (B) 960 ppt; (C) 970 ppt;    
(D) 980 ppt. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Parameter utama 
yaitu diameter daerah hambatan yang diukur dengan menggunakan kertas 
cakram. Parameter penunjangnya adalah lama perendaman kertas cakram pada 
ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan pemberian ekstrak kasar 
daun seledri memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap pertumbuhan 
bakteri P. fluorescens dan bersifat bakteriostatik.  Hubungan antara penambahan 
dosis perlakuan ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap diameter 
daya hambat menunjukkan pola linier dengan persamaan y = 0,291x – 271,65 
dan koefisien R2 = 0,994. Diameter daya hambat yang dihasilkan semakin 
meningkat seiring dengan semakin tingginya dosis perlakuan yang digunakan. 
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1.   PENDAHULUAN 

 

1.1  Latar Belakang  

Indonesia sebagai negara kepulauan, dimana wilayahnya dikelilingi oleh 

lautan yang luas dan sangat potensial untuk mengembangkan kegiatan 

perikanan. Menurut Lasabuda (2013), secara geografis Indonesia membentang 

dari 60 LU sampai 110 LS dan 920 sampai 1420 BT, terdiri dari pulau-pulau  besar  

dan  kecil  yang  jumlahnya kurang lebih 17.504 pulau. Tiga perempat wilayah 

Indonesia adalah laut yaitu sekitar 5,9 juta km2 (terdiri atas 3,2 juta km2 perairan 

teritorial dan 2,7 km2 perairan Zona Ekonomi Eksklusif, luas perairan ini belum 

termasuk landas  kontinen) serta panjang garis pantai yaitu 95.161 km. Luas laut 

yang besar ini menjadikan Indonesia unggul dalam bidang perikanan dan 

kelautan. Landas kontinen merupakan dasar laut yang merupakan kelanjutan 

dari benua, kedalaman landas kontinen tidak lebih dari 150 meter.  

Perikanan merupakan suatu bidang ilmu yang terus berubah dan 

berkembang tiap tahunnya karena ikan merupakan suatu produk utama dari 

bidang perikanan yang merupakan salah satu penghasil protein hewani yang 

dibutuhkan oleh manusia, terutama dalam bentuk lauk pauk yang amat digemari 

oleh masyarakat Indonesia. Salah satu kendala dalam usaha peningkatan dan 

pengembangan perikanan adalah masalah-masalah penyakit yang sering 

menyerang pada ikan yang dibudidayakan. Diantara penyakit-penyakit tersebut 

adalah penyakit infeksi yang diakibatkan oleh parasit, virus, bakteri dan jamur. 

Hal tersebut terjadi karena Indonesia merupakan negara tropis dimana iklim 

tersebut sesuai untuk perkembangan parasit (Nurdiyanto dan Sumartono, 2006). 

Penyakit ikan merupakan segala sesuatu yang dapat menimbulkan 

gangguan pada ikan, baik secara langsung maupun tidak langsung. Penyakit 

pada ikan dalam kondisi alami terjadi karena adanya interaksi yang tidak 
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seimbang antara inang, jasad patogen dan kondisi lingkungan. Suatu kegiatan 

pembudidayaan ikan, pastinya tidak akan terlepas dari adanya permasalahan 

yang dapat mempengaruhi dan mengganggu kondisi fisiologis ikan, sehingga 

ikan jatuh sakit bahkan mati (Prajitno, 2005). Ikan yang sakit karena jasad hidup 

seperti parasit, jamur, virus dan bakteri dapat menularkan penyakit kepada ikan-

ikan lainnya. Faktor-faktor tersebut disebut dengan “Agen” penyakit (Suprastyani, 

2008). 

Salah satu jenis bakteri yang sering menginfeksi ikan air tawar yaitu 

Pseudomonas fluorescens. Bakteri  ini  merupakan  bakteri  gram  negatif  yang 

bersifat  motil  dan  oksidatif.  P. fluorescens sering menyerang ikan kerapu 

macan, misalnya yang terjadi di Pulau Rempang tepatnya  di  daerah  kampung  

ketapang dan menyerang ikan kakap yang terjadi di  Pulau  Galang  Baru. Infeksi  

bakteri  ini  menunjukkan  tanda-tanda  klinis  yaitu pendarahan pada  pangkal  

ekor,  lendir yang berlebihan serta ikan berenang lamban (Anonymous, 2009). 

Bakteri P. fluorescens menyebabkan infeksi eksternal atau sistemik (Suprastyani, 

1989). 

Selama ini pencegahan terhadap serangan bakteri pada umumnya 

dilakukan dengan pemberian antibiotik dan bahan kimia. Antibiotik sudah lama 

digunakan dalam pengobatan penyakit ikan, namun penggunaan antibiotik 

secara berkelanjutan dapat menyebabkan resistensi mikroorganisme patogen 

serta terakumulasi pada ikan dan lingkungannya (Lengka, Manoppo dan 

Kolopita, 2013). Sedangkan penggunaan bahan kimia dapat menyebabkan 

keracunan, kematian hewan piaraan dan biota air, terjadinya resistensi serta 

pencemaran lingkungan hidup (Pangaribuan, Pribadi dan Indriyati, 2012). Upaya 

pencegahan lain dapat dilakukan dengan menggunakan bahan yang berasal dari 

alam. Hal ini dikarenakan bahan yang berasal dari alam lebih mudah di dapat 

dan lebih ekonomis bila dibandingkan dengan bahan kimia (Kris, Ardianor dan 
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Djanang, 2009). Contoh bahan-bahan alami yang dapat digunakan untuk 

pengobatan ikan yaitu kunyit, kulit manggis, bawang putih, lidah buaya, 

mengkudu, bunga rosella, blimbing wuluh dan seledri. 

Seledri dapat digunakan sebagai antibakteri, hal ini sesuai dengan 

pendapat Majidah, Fatmawati dan Gunadi (2014),  Ekstrak  daun  seledri  

memiliki daya  antibakteri  terhadap  pertumbuhan Streptococcus mutans serta 

konsentrasi terendah dari ekstrak daun seledri yang masih memiliki daya 

antibakteri terhadap pertumbuhan S.mutans adalah konsentrasi 12,5 %. Serta 

dalam penelitian lain disebutkan bahwa efektifitas ekstrak seledri (Apium 

graveolens L.) secara  in vitro  dapat menghambat  pertumbuhan Malassezia sp. 

(Nitihapsari, 2010). 

Seledri merupakan tumbuhan dataran tinggi, yang ditemukan pada 

ketinggian di atas 900 m dpl. Di daerah ini seledri yang tumbuh memiliki tangkai 

daun yang menebal. Untuk pertumbuhannya, seledri memerlukan cuaca  yang  

lembap.  Seledri  juga  bisa  ditanam  di  dataran  rendah, hanya  saja  ukuran 

batangnya menjadi lebih kecil (Anonymous, 2006). Bahan aktif yang terkandung 

dalam seledri antara lain yaitu flavonoid, saponin, tanin, apiin, minyak atsiri, 

apigenin, kolin, vitamin A, B, C, zat pahit asparagin. Diantara kandungan yang 

dimiliki seledri, flavonoid, saponin, dan tanin merupakan senyawa yang bersifat 

antibakteri. Flavonoid merupakan senyawa yang mempunyai efek antibakteri 

yang paling banyak terdapat pada daun seledri. Mekanisme  antibakteri  dari  

flavonoid  ada  tiga macam,  yaitu  dengan  cara  menghambat  sintesis  asam 

nukleat,  menghambat  fungsi  membran  sitoplasma,  dan menghambat  

metabolisme  energi (Majidah, Fatmawati dan Gunadi,  2014). 

 
1.2 Perumusan Masalah   

Penggunaan antibiotik dan bahan kimia untuk ikan dapat menyebabkan 
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keracunan, kematian hewan piaraan dan biota air, terjadinya resistensi, serta 

pencemaran lingkungan hidup. Oleh karena itu, diperlukan bahan alami 

yang mampu digunakan sebagai antibakteri. Berdasarkan latar 

belakang di atas, masalah yang dihadapi yaitu belum diketahuinya 

pengaruh penggunaan ekstrak daun seledri terhadap uji daya hambat bakteri 

P. fluorescens. 

Berdasarkan uraian di atas rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 

Apakah pemberian ekstrak kasar daun seledri ( Apium graveolens L.) 

dengan cara pemberian kertas cakram yang direndam di dalam ekstrak kasar 

daun seledri berpengaruh terhadap daya hambat dari bakteri P.  fluorescens. 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

       Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 

ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap daya hambat bakteri       

P. fluorescens secara in vitro.  

 
1.4 Hipotesis 

H0 :  Diduga pemberian ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) dengan 

dosis yang berbeda tidak mempengaruhi daya hambat dari bakteri       

P. fluorescens. 

H1 :  Diduga pemberian ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) dengan 

dosis yang berbeda dapat mempengaruhi daya hambat dari bakteri      

P. fluorescens. 

 
1.5 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 

       Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium  Penyakit dan Kesehatan Ikan, 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang pada 

tanggal 05 Januari 2015 – 03 Maret 2015.  



5 
 

2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Bakteri P. fluorescens 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Klasifikasi Bakteri P. fluorescens seperti pada Gambar 1 menurut Kartika 

(2009) adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gamma Proteobacteria 

Order  : Pseudomonadales  

Family   : Pseudomonadaceae  

Genus   : Pseudomonas  

Spesies  : Pseudomonas fluorescens 

 

Gambar 1. Bakteri P. Fluorescens (Google image, 2015)  

 
 Menurut Suprasyani (1989), P. fluorescens merupakan bakteri gram 

negatif yang berbentuk batang. Bakteri ini hanya diisolasi dari bagian kulit yang 

terkena penyakit tidak dari organ-organ dalam. Sedangkan menurut Kartika 

(2009), Pseudomonas merupakan salah satu genus dari Famili 
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Pseudomonadaceae. Bakteri ini berbentuk batang lurus atau lengkung, ukuran 

tiap sel bakteri 0.5-0.1 1μm x 1.5- 4.0 μm, tidak membentuk spora dan bereaksi 

negatif terhadap pewarnaan Gram, aerob, menggunakan H2 atau karbon sebagai 

energinya, kebanyakan tidak dapat tumbuh dalam kondisi yang asam yaitu pada 

pH 4,5. 

 
2.1.2 Habitat dan Penyebaran  

 Menurut Arwiyanto, Maryudani dan Azizah (2007), semua isolat              

P. fluorescens tumbuh baik pada kisaran pH 6-7 serta suhu antara 200–410C. 

Pada medium yang mengandung NaCl semua bakteri tumbuh sampai pada 

konsentrasi NaCl 2%. 

Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri yang banyak terdapat di 

lingkungan perairan. Bakteri P. fluorescens diketahui terdapat pada beberapa 

macam makanan antara lain yaitu sushi, daging, hamburger, salad, susu 

pasteurisasi, daging, tanah, air tawar dan air laut (Irianto, 2005). 

 
2.1.3  Infeksi dan Tanda Penyerangan 

Bakteri P. fluorescens merupakan salah satu jenis bakteri gram negatif 

yang biasanya ditemukan di lingkungan perairan tawar. Ikan yang terserang 

bakteri P. fluorescens ini menunjukkan gejala klinis diantaranya yaitu berupa 

munculnya bisul pada bagian rongga perut dan sirip kulit. Aktivitas dari bakteri   

P. fluorescens ini dapat menyebabkan pendarahan pada bagian yang luka atau 

sering disebut dengan Haemorragic septicemia, serta dapat menyebabkan 

kematian masal terhadap ikan yang terserang bakteri ini (Kordi, 2004). 

P. fluorescens merupakan jenis patogen yang tidak berbahaya. Bakteri ini 

hanya diisolasi dari kulit yang terkena penyakit, tidak dari organ-organ dalam. 

Penyerangan oleh bakteri P. fluorescens ini tampaknya melemahkan specimen, 
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mengganggu metabolisme tetapi pada beberapa kasus menyebabkan kematian 

(Suprastyani, 1989). 

2.2 Tumbuhan Seledri (Apium graveolens L.) 

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi 

 Menurut Tambunan (2012), Klasifikasi dari Seledri seperti pada Gambar 2 

yaitu sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Divisi   : Spermatophyta 

Sub Divisi : Angiospermae 

Kelas   : Dicotyledonae 

Bangsa : Apiales 

Suku   : Apiaceae 

Marga   : Apium 

Jenis   : Apium graveolens L.  

 

Gambar 2. Morfologi Seledri (Dokumentasi Penelitian, 2015)  

 Tanaman seledri yang disajikan pada Gambar 2 mempunyai tinggi sekitar   

50–60 cm, berbatang persegi, beralur membujur dan berwarna hijau pucat. 

Daunnya berwarna hijau, menjari tak teratur serta berlekuk-lekuk dan majemuk 
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menyirip, tipis dengan anak daun terdiri dari 3 - 7 helai, daunnya berbentuk belah 

ketupat miring, pangkal dan ujung daun runcing serta tepi daun beringgit. 

 
2.2.2 Bahan Aktif Daun Seledri (A. graveolens L.) 

 Seledri  (A. graveolens L.) merupakan tanaman dari famili  Apiaceae, 

bahan aktif yang terkandung dalam seledri (A. graveolens L.)  antara lain yaitu  

flavonoid,  koumarin, furanokumarin,  isokuersetin,  umbilliferon, asparagin, 

selenium dan minyak atsiri (Juheini, 2002). Daun seledri mengandung flavonoid, 

minyak astiri, saponin, tanin, flavoglukosida (apiin), apigenin, kolin, lipase, 

asparagin, alkaloid dan vitamin. Seluruh herba seledri mengandung glikosida 

apiin (glikosida flavon), isoquersetin dan umbelliferon serta mengandung 

mannite, inosite, asparagines, glutamine, choline, linamarose, provitamin A, 

vitamin C dan vitamin B (Sudarsono, Pudjoanto, Gunawan, Wahyuono dan 

Ngatidjan, 1996). 

 Bahan aktif yang terkandung dalam seledri (A. graveolens L.) antara lain 

yaitu flavonoid, saponin, minyak atsiri, tanin, flavo-glukosida (apiin), apigenin, 

kolin, lipase, asparagin, zat pahit dan vitamin A, B dan C.  Akar mengandung zat 

pati, minyak astiri, asparagin, manit, lendir, pentosan, glutamin dan tirosin. 

Sedangkan dalam biji mengandung apiin, minyak menguap, apigenin dan 

alkaloid. Setiap 100 gram herba seledri mengandung air sebesar 93 ml, protein 

sebesar 0,9 gram, lemak sebesar 0,1 gram, karbohidrat sebesar 4 gram, serat  

sebesar 0,9 gram, kalsium sebesar 50 mg, besi sebesar 1 mg, fosfor sebesar 40 

mg, yodium sebesar 150 mg, kalium sebesar 400 mg, magnesium sebesar 85 

mg, vitamin A130IU, vitamin C15 mg, riboflavin sebesar 0,05 mg,  tiamin sebesar 

0,03 mg dan nikotinamid sebesar 0,4 mg (Anonymous, 2006). 
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2.2.3  Aktivitas Antimikroba 

       Antimikroba merupakan suatu zat yang mampu mengganggu 

pertumbuhan dan aktivitas dari metabolisme mikroba. Apabila zat tersebut 

mampu mengganggu pertumbuhan dan metabolisme bakteri disebut dengan 

antibakteri. Mekanisme kerja antimikroba antara lain yaitu dengan jalan merusak 

dinding sel mikroorganisme, merusak membran sitoplasma, mendenaturasi 

protein sel dan menghambat kerja enzim dalam sel (Prajitno, 2007). Zat 

antibakteri dari ekstrak daun seledri (A. graveolens L.) antara lain yaitu flavonoid, 

saponin dan tanin (Majidah et al., 2014). Semua senyawa flavonoid, menurut 

strukturnya merupakan turunan dari senyawa induk flavon dan semuanya 

mempunyai jumlah sifat yang sama flavonoid terutama berupa senyawa yang 

larut dalam air dan senyawa fenol (Harbone, 1987). 

 Menurut Majidah et al (2014), Flavonoid merupakan kumpulan dari 

polifenol yang terdiri dari lima belas karbon dan dua cincin aromatik yang 

dihubungkan oleh tiga rantai karbon. Turunan dari flavonoid yang terkandung 

dalam seledri (A. graveolens L.) adalah flavon, yaitu seperti luteolin, apigenin, 

dan chrysoeriol. Flavonoid memiliki beberapa manfaat selain sebagai agen 

antibakteri yaitu sebagai agen anti jamur dan anti virus. Mekanisme antibakteri 

dari flavonoid ada tiga macam,  yaitu  dengan  cara  menghambat sintesis  asam  

nukleat, menghambat fungsi membran sitoplasma dengan merusak fluiditas 

membran pada regio  hidrofilik dan  hidrofobik sehingga fluiditas lapisan luar dan 

lapisan dalam membran akan  menurun, serta dengan menghambat metabolisme  

energi.  
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2.3  Uji Efektivitas Antibakteri Secara In Vitro 

2.3.1 Uji MIC (Minimum Inhibitory Concertation) 

MIC (Minimum Inhibitory Consentrasion) merupakan metode yang 

digunakan untuk menentukan konsentrasi terkecil dari suatu obat yang dapat 

menghambat pertumbuhan kuman secara kualitatif. Pada prinsipnya uji MIC ini 

adalah penghambatan pertumbuhan kuman dalam media cair oleh suatu obat 

yang dicampurkan dalam media tersebut. Media cair yang dipakai harus 

merupakan media yang dapat membunuh kuman secara optimum dan tidak 

menetralkan obat yang digunakan (Lay, 1994). Konsentrasi yang paling kecil dari 

antibiotik yang menghambat timbulnya kekeruhan dianggap sebagai nilai 

Minimum Inhibitory Consentrasion (MIC). 

Metode pengujian MIC (Minimum Inhibitory Consentrasion) merupakan 

salah satu metode yang bertujuan untuk menguji aktivitas zat antimikroba secara 

in vitro.  Dengan cara menentukan konsentrasi terendah dari suatu zat yang 

dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan dari mikroorganisme yang akan 

diuji. Dalam pengujian MIC terdapat 2 metode yaitu teknik tabung pengenceran 

(tube dilution technique) dan metode difusi agar (agar diffusion method).  Dalam 

teknik tabung pengenceran disiapkan beberapa seri tabung yang berisi medium 

kultur yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme yang akan diujikan dan 

diberi zat antimikroba dengan konsentrasi berbeda-beda. Adanya aktivitas zat 

antimikroba ditentukan dengan kekeruhan yang terlihat pada tabung tersebut.  

MIC dipengaruhi oleh jenis organisme, ukuran, komponen media kultur, inokulan, 

waktu inkubasi dan kondisi inkubasi berupa suhu, pH, atau aerasi.  Metode 

tabung pengenceran ini tidak dapat digunakan untuk menentukan zat tersebut 

bersifat sidal, statis atau litik (Schegel and Schmidt, 1994 dalam Gunawan, 

2007). 
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2.3.2  Uji cakram 

Menurut Lay (1994), Uji cakram pertama kali diperkenalkan oleh William 

Kirby dan Alfred Bauer pada tahun 1966. Kertas cakram berisi zat antimikroba 

diletakkan di atas lempengan agar yang telah disemai dengan mikroorganisme 

penguji. Penghambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh zat antimikroba 

terlihat sebagai wilayah yang jernih atau bening disekitar pertumbuhan 

mikroorganisme. Adapun cara peletakkan cakram yaitu kertas cakram dengan 

petridisc minimal 15mm dan jika jumlah cakram lebih dari satu, maka jarak antar 

cakram minimal  24 mm. 

Metode difusi dilakukan dengan metode Kirby-Bauer yang dikenal dengan 

sebutan metode kertas cakram. Tiap-tiap kertas cakram kosong sebelumnya 

dipanaskan dalam oven pada suhu 700C selama 15 menit, kemudian kertas 

cakram dicelupkan ke dalam larutan uji. Kertas cakram yang telah berisi 

supernatan, kemudian didiamkan selama 15 menit sebelum diletakkan pada 

media uji. Kemudian secara aseptik, setelah kertas cakram menyerap 

supernatan tersebut, masing-masing diletakkan pada permukaan medium yang 

telah berisi mikroba uji dan diinkubasi pada suhu 370C selama 18-24 jam. 

Setelah itu dilakukan pengukuran diameter zona hambat, yaitu zona bening yang 

terbentuk di sekitar kertas cakram dengan menggunakan penggaris millimeter 

(Noverita, Fitria dan Sinaga, 2009).  

 
  



12 
 

3. METODE PENELITIAN 

  

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Alat Penelitian 

       Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1, 

foto alat-alat penelitian disajikan pada Lampiran 1. 

Tabel 1. Alat yang digunakan pada saat penelitian 

Alat Fungsi 

Timbangan analitik 

Sebagai alat untuk menimbang berat ekstrak kasar daun 

seledri, media PSA dan TSB yang dibutuhkan dengan  

ketelitian 10-3 

Timbangan digital 
Sebagai alat untuk menimbang NaCl  dengan  

ketelitian 10-2 

Lemari pendingin Sebagai wadah penyimpanan bahan penelitian 

Autoclaf 
Sebagai alat untuk mensterilisasi alat dan bahan yang 

hendak digunakan 

Inkubator Sebagai wadah peyimpanan bakteri uji 

Toples Kaca 
Sebagai wadah perendaman daun seledri saat proses 

maserasi 

Laminar Air Flow 
Sebagai tempat pengkulturan bakteri dalam keadaan 

steril 

Spektrofotometer 
Sebagai alat untuk mengetahui nilai absorbansi dari 

bakteri pada media TSB 

Rotary vacum 

evaporator 

Sebagai alat untuk mendapatkan ekstrak kasar daun 

seledri 

Oven Sebagai alat untuk memanaskan daun seledri 

Blender Sebagai alat untuk menggiling daun seledri kering 

Hot plate Sebagai alat pemanas media 

Washing bottle Sebagai tmpat menyimpan akuades 

Sprayer Sebagai tempat untuk menyimpan alkohol 70 % 

Mikropipet 
Sebagai alat untuk mengambil larutan dalam skala 

micrometer 

Blue tip 
Sebagai alat untuk tempat larutan yang diambil dengan 

mikropipet 

Mistar Sebagai alat untuk mengukur zona hambat bakteri 

Cawan petri Sebagai wadah pengkulturan bakteri 

Cotton Swab 
Sebagai alat untuk menggoreskan bakteri pada media 

PSA saat hendak uji cakram 

Tabung reaksi Sebagai wadah dari larutan 

Erlenmeyer Sebagai wadah dari media PSA dan TSB 

Rak tabung reaksi Sebagai tempat tabung reaksi 
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Tabel 1 (Lanjutan)  

Gelas ukur Sebagai alat untuk mengukur volume larutan 

Jarum osse 
Sebagai alat untuk mengambil dan mengkultur bakteri 

pada media miring 

Spatula Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan 

Gunting Sebagai alat untuk memotong bahan 

Bola hisap Sebagai alat untuk mengambil larutan  

Pipet volume Sebagai alat untuk mengambil larutan 

Vortex Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan 

Bunsen Sebagai alat sterilisasi 

Korek gas Sebagai alat untuk menyalakan Bunsen 

Corong Sebagai alat untuk membantu memasukkan larutan 

Pinset Sebagai alat untuk mengambil kertas cakram 

 

3.1.2 Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini ini disajikan pada Tabel 2 

sebagai berikut : 

Tabel 2. Bahan yang digunakan saat penelitian 

Bahan Fungsi 

 Daun seledri 

(A.graveolens L.)   

Sebagai bahan yang hendak diuji kemampuan daya 

hambatnya 

Bakteri                 

P. fluorescens 
Sebagai bahan uji daya hambat 

Alkohol 70% Sebagai bahan pengkondisian aseptis pada tangan 

PSA 

(Pseudomonas 

Selective Agar) 

Sebagai bahan tumbuh bakteri dalam bentuk agar 

TSB (Triptycase 

Soy Broth) 
Sebagai bahan tumbuh bakteri dalam bentuk cair 

Etanol 96 % 
Sebagai bahan pelarut daun seledri pada proses 

perendaman 

Akuades 
Sebagai bahan sterilisasi awal dan pelarut dalam 

ekstraksi 

NaCl Sebagai bahan untuk membuat Nafis 

Spirtus Sebagai bahan bakar dari Bunsen 

Kertas cakram  
Sebagai bahan untuk mengetahui besar daya hambat 

ekstrak kasar daun seledri 

Alumunium Foil 
Sebagai bahan untuk menutup ujung tabung reaksi dan 

Erlenmeyer pada saat disterilkan 

Kapas Sebagai bahan untuk menutup tabung reaksi 
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Tabel 2 (Lanjutan)  

Kertas Saring 
Sebagai bahan untuk menyaring ekstrak basah daun 

seledri 

Tali kasur 
Sebagai bahan untuk mengikat kertas bekas pada saat 

proses sterilisasi 

Tissue 
Sebagai bahan untuk membersihkan alat yang telah 

digunakan 

Kertas label Sebagai penanda 

Plastik Sebagai pembungkus media yang sudah steril 

Kertas bekas 
Sebagai bahan untuk membungkus alat yang hendak 

disterilkan 

 

3.2 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimen. Penelitian 

eksperimen merupakan penelitian yang dilakukan terhadap variabel yang data-

datanya belum ada sehingga perlu dilakukan proses manipulasi melalui 

pemberian treatment atau perlakuan tertentu terhadap subjek penelitian yang 

kemudian diamati dan diukur dampaknya (data yang akan datang) (Jaedun, 

2011). 

Teknik pengambilan data dalam penelitian ini dilakukan dengan cara 

observasi langsung. Observasi langsung yaitu dengan melakukan pengamatan 

secara langsung terhadap gejala-gejala obyek yang diteliti baik situasi 

sebenarnya maupun dalam situasi buatan dalam rangka pengujian hipotesis 

(Surachmad, 1986). 

 
3.3 Rancangan Penelitian 

 Menurut Sastrosupadi (2002), Rancangan penelitian yang digunakan 

adalah rancangan acak lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat percobaan 

yang seragam sehingga kondisi lingkungan tempat yang digunakan dalam 

penelitian keadaannya sama. 
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Keterangan : 

µ = nilai rerata harapan ( mean) 

τ = pengaruh faktor perlakuan 

ε = pengaruh galat 

       Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa perlakuan pemberian 

ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) dengan perlakuan yang diberikan 

adalah perbedaan konsentrasi ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.)  

terhadap bakteri P. fluorescens. Dasar penelitian ini adalah penelitian 

pendahuluan untuk mengetahui dosis daya hambat yang tepat dalam 

penggunaan ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.). Hal pertama yang 

dilakukan yaitu menggunakan skala log dengan dosis 0 ppt, 0,01 ppt, 0,1 ppt,     

1 ppt, 10 ppt, 100 ppt, 1000 ppt serta K+ dan K-. Hasil dari skala log disajikan 

pada tabel 3. 

Tabel 3. Hasil Skala Log pada Perlakuan Dosis Ekstrak yang Berbeda - 

beda 

 

 Berdasarkan hasil dari penelitian pendahuluan didapatkan hasil skala log 

yang mendekati K+ yaitu pada dosis 1000 ppt menjadi bening pertama kali. 

Sehingga untuk uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) menggunakan dosis 

750 ppt, 800 ppt, 850 ppt, 900 ppt, 950 ppt, 1000 ppt, 1050 ppt, serta K+ dan K-. 

Dosis Hasil Spektrofotometri Keterangan 

 0 ppt 1.391 Keruh 

0,01 ppt 1,214 Keruh 

0,1 ppt 1,189 Keruh 

1 ppt 1,532 Keruh 

10 ppt 1,252 Keruh 

100 ppt 0,997 Keruh 

1000 ppt 2,280 Bening 

Kontrol + 2,096 Bening 

Kontrol - 1,391 Keruh 

Y = µ + τ + ε 
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 Dalam penelitian ini terdiri dari 4 perlakuan kontrol yang masing-masing 

diulang sebanyak 3 kali dan 2 kontrol yaitu kontrol positif dan kontrol negatif.  

Denah penelitian yang digunakan dapat dilihat pada Gambar 3. 

K+ A1 B1 C1 D1 A2 B2 

C2 D2 A3 B3 C3 D3 K- 

 

Gambar 3. Denah Penelitian 

 

Keterangan : 

A : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media diberi ekstrak kasar daun 

  seledri (A. graveolens L.) dengan dosis 950 ppt. 

B : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media diberi ekstrak kasar daun 

   seledri (A. graveolens L.) dengan dosis 960 ppt. 

C : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media diberi ekstrak kasar daun 

   seledri (A. graveolens L.) dengan dosis 970 ppt. 

D : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media diberi ekstrak kasar daun 

   seledri (A. graveolens L.) dengan dosis 980 ppt. 

K+ : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media diberi ekstrak kasar daun 

   seledri (A. graveolens L.) 100%. 

K- : Bakteri P. fluorescens ditanam pada media tanpa diberi ekstrak kasar 

  daun seledri (A. graveolens L.). 

1,2,3 : Ulangan 

 
3.4  Prosedur Penelitian 

3.4.1 Persiapan Penelitian 

3.4.1.1  Sterilisasi Alat dan Bahan 

 

a) Alat-alat yang akan digunakan dicuci menggunakan sabun cuci, ditunggu 

hingga kering kemudian dibungkus dengan menggunakan kertas bekas dan 
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diikat menggunakan benang (untuk tabung reaksi dan erlenmeyer bagian atas 

diberi kapas). 

b) Air secukupnya dituang ke dalam autoklaf, kemudian alat yang telah 

dibungkus kertas bekas dimasukkan ke dalam keranjang autoklaf dan ditutup 

rapat dengan mengencangkan baut secara diagonal. Klep keluarnya uap 

(safety falve) dipastikan pada posisi berdiri atau tegak. 

c) Tombol ON dinyalakan dan temperature diputar pada posisi maksimal. 

Ditunggu hingga keluar uap air lalu klep ditutup, setelah itu ditunggu mencapai 

suhu 1210C dan tekanan menunjukkan 1 atm. Selanjutnya temperature 

diturunkan sampai lampu pada sterilizing berwarna kuning dan timer diatur 

pada posisi 15 menit. Setelah alarm berbunyi maka tanda sterilisasi berakhir 

dan temperature diturunkan minimal. 

d) Tombol OFF ditekan, ditunggu beberapa saat sampai suhu menunjukkan 

angka 0 (nol), kemudian buka kran uap lalu buka penutup autoclaf dengan 

cara diagonal. 

e) Alat dan bahan yang sudah disterilkan diambil. 

f) Alat yang telah disterilkan disimpan dalam kotak penyimpanan, sedangkan 

bahan yang telah disterilkan disimpan dalam lemari pendingin. 

 
3.4.1.2  Sterilisasi Tempat Perlakuan 

      Selain alat dan bahan, tempat dan laboran harus steril guna menghindari 

kontaminan. Tangan laboran yang bersinggungan, barang dan meja disekitar 

tempat perlakuan harus selalu dalam kondisi yang steril. Sterilisasi tempat dapat  

dilakukan dengan cara kimia menggunakan alkohol 70 % maupun cara fisika 

yaitu dengan pembakaran langsung maupun dengan penyinaran dengan 

menggunakan sinar UV. 
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3.4.1.3  Pembuatan Ekstrak Kasar Seledri 

       Permulaan proses pembuatan ekstrak kasar seledri (A. graveolens L.) 

maka terlebih dahulu disiapkan seledri segar sebanyak 8 kg, lalu dipisahkan 

seledri antara daun dan batangnya. Selanjutnya daun seledri segar sebanyak     

4 kg dicuci bersih dan dipotong kecil-kecil, kemudian dikeringkan dengan cara di 

oven dengan suhu 40–500C. Setelah itu dihaluskan dengan menggunakan 

blender dan ekstrak seledri kering disimpan diruangan yang kedap udara.  

       Ekstrak seledri kering sebanyak 200 gram dimaserasi dengan 

menggunakan etanol 96% sebanyak 2 liter ada toples kaca yang ditutup dengan 

alumunium foil dengan perbandingan 1 :10 b/v selama 24 jam dengan 6 jam 

pertama dilakukan pengadukan sesekali dan 18 jam berikutnya didiamkan. 

Selanjutnya hasil rendaman disaring, filtrat dari rendaman tersebut dilakukan 

proses remaserasi menggunakan pelarut yang sama dengan proses maserasi 

sebelumnya yaitu menggunakan etanol 96%. Semua larutan yang didapat 

diuapkan dengan rotary vacuum evaporator pada sehingga dihasilkan ekstrak 

kental daun seledri sebanyak 24, 53 gram dengan nilai rendemen 12,26%. 

Proses ekstraksi daun seledri (A. graveolens L.) disajikan pada Lampiran 4. 

 
3.4.1.4 Pembuatan Media Agar Miring  

 Media Agar miring digunakan sebagai media untuk peremajaan bakteri.  

Adapun proses pembuatan media Agar miring adalah sebagai berikut:  

a) Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) ditimbang 0,75 gr dengan 

menggunakan timbangan digital.  

b) Media dimasukkan ke dalam erlenmeyer.  

c) Media dilarutkan dengan aquades sebanyak 30 ml dan dihomogenkan.  

d) Media yang sudah homogen dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi sebanyak  

      6 ml disetiap tabung reaksinya. 
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e) Tabung reaksi ditutup kapas dan dibungkus alumunium foil serta diikat oleh 

tali. 

f) Media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit 

dengan tekanan 1 atm. 

g) Tabung reaksi yang berisi media steril dimiringkan dengan kemiringan 30o. 

h) Media ditunggu sampai menjadi padat. 

 
3.4.1.5  Pembuatan Media  PSA (Pseudomonas Selective Agar) untuk Uji 

Cakram 

 

a) PSA dengan dosis 25 gram/l. 

b) Ditimbang 7 gram PSA. 

c) Dimasukkan dalam erlenmeyer berisi 280 ml akuades. PSA diaduk dengan 

menggunakan spatula hingga benar-benar larut secara homogen. 

d) Erlenmeyer ditutup dengan kapas dan alumunium foil serta diikat dengan tali 

kasur, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama 15 

menit. 

e) Media ditunggu hingga hangat kuku kemudian dituang ke dalam cawan petri 

dalam kondisi steril, foto – foto kegiatan penelitian seperti yang disajikan 

pada Lampiran 2. Media selanjutnya ditunggu hingga mengeras dan siap 

untuk digunakan. 

f) Media yang tidak langsung digunakan disimpan dalam lemari pendingin dan 

diberi label. 

 
3.4.1.6 Pembuatan Triptycase Soy Broth (TSB) untuk Bakteri 

a) TSB ditimbang 0,6 gram dilarutkan dalam 20 ml akuades dalam erlenmeyer 

kemudian diaduk hingga larut sempurna dan berwarna kuning. 
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b) Erlenmeyer ditutup kapas dan alumunium foil lalu diikat dengan 

menggunakan tali kasur, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 

1210C selama 15 menit. 

c) Media yang akan digunakan untuk pembiakan bakteri dibiarkan dingin 

karena bakteri akan mati bila diinokulasi pada media yang masih panas 

 
3.4.1.7 Pembuatan Triptycase Soy Broth (TSB) untuk MIC 

a) Media TSB ditimbang sebanyak 2,43 gr menggunakan timbangan digital.  

b) Media dimasukkan ke dalam Erlenmeyer.  

c) Media dilarutkan dengan aquades sebanyak 81 ml.  

d) Media yang sudah homogen dimasukkan ke dalam 9 tabung reaksi sebanyak     

9 ml disetiap tabung reaksinya.  

e) Tabung reaksi ditutup kapas dan dibungkus alumunium foil serta diikat oleh 

tali. 

f) Media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit 

dengan tekanan 1 atm. 

 
3.4.1.8  Peremajaan Bakteri P. fluorescens 

a) Media Agar miring yang sudah dibuat disiapkan terlebih dahulu. 

b) Bakteri diambil dengan menggunakan jarum osse dari stok bakteri. 

c) Bakteri yang terdapat pada jarum ose digoreskan ke dalam media Agar miring  

dengan metode gores. 

d) Jarum osse dipanaskan diatas bunsen sampai berpijar, setelah dingin jarum 

osse disentuhkan ke biakan murni P. fluorescens kemudian dicelupkan ke 

TSB. 

e) Media Agar miring diinkubasi di dalam inkubator  dengan suhu 370C selama  

24 jam. 
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3.4.1.9 Kultur Bakteri P. Fluorescens 

a) Biakan  bakteri  yang  sudah  diremajakan  pada  media Agar miring diambil 

dengan menggunakan jarum ose sebanyak 1 gores. 

b) Osse yang sudah ada bakterinya dicelupkan pada media TSB yang sudah di 

persiapkan. 

c) Media disimpan pada inkubator  dengan suhu 370C selama  24 jam. 

d) Semua kegiatan pengkulturan dilakukan secara steril. 

e) Setelah 24 jam media TSB akan berubah menjadi keruh yang menandakan 

bahwa bakteri telah tumbuh. Bakteri ini kemudian dilihat kepadatannya 

dengan Metode Mc Farland dengan cara mencocokkan kekeruhannya 

berdasarkan kepadatan bakteri pada Mc Farland. 

f) Sebelum bakteri dibiakkan pada media PSA, disiapkan terlebih dahulu 

larutan Na fisiologis untuk mengencerkan bakteri agar didapatkan kepadatan 

sesuai yang diinginkan yaitu 107. 

g) Setelah kepadatan bakteri sudah sesuai yang diinginkan selanjutnya 

menyiapkan petridisk yang sudah berisi media PSA kemudian dibiakkan 

bakteri dengan menyelupkan cotton swab pada bakteri yang sudah 

diencerkan lalu digoreskan ke dalam media PSA secara zig – zag. 

h) Kemudian media PSA diinkubasi di dalam inkubator dengan suhu 37ºC 

selama 24 jam. 

 
3.4.2  Pelaksanaan Penelitian 

3.4.2.1 Uji MIC MIC (Minimum Inhibitory Consentrasion) 

 

       Sebelum MIC (Minimum Inhibitory Consentrasion) dilakukan skala log 

terlebih dahulu dengan dosis 0 ppt, 0,01 ppt, 0,1 ppt, 1 ppt, 10 ppt, 100 ppt,  

1000 ppt serta K+ dan K-. Berdasarkan hasil dari penelitian pendahuluan didapati 

hasil skala log yang mendekati K+ yaitu pada dosis 1000 ppt menjadi bening 
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pertama kali. Sehingga untuk uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

menggunakan dosis 750 ppt, 800 ppt, 850 ppt, 900 ppt, 950 ppt, 1000 ppt,    

1050 ppt, serta K+ dan K-. 

 Uji MIC dillakukan untuk mengetahui dosis minimum yang digunakan 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri dengan menggunakan filtrat simplisa 

seledri (Apium graveolens L.). Pengamatan MIC dilakukan dengan pengamatan 

kualitatif yakni dengan melihat adanya kekeruhan pada media uji yang 

menandakan bahwa bakteri tersebut tumbuh dan bila media uji bening berarti 

menandakan tidak adanya pertumbuhan bakteri. 

 Prosedur pelaksanan Uji MIC (Minimum Inhibitory Consentrasion) adalah 

sebagai berikut : 

a) 9 tabung reaksi yang sudah berisi media TSB steril sebanyak 9 ml disiapkan  

terlebih dahulu. 

b) Ekstrak  kasar  daun  seledri (A. graveolens L.)  diberikan  pada  7  tabung  

reaksi dengan  dosis  yang  berbeda  setiap  tabungnya.  Adapun  dosisnya  

terdiri  dari 750 ppt, 800 ppt, 850 ppt, 900 ppt, 950 ppt, 1000 ppt, 1050 ppt.  

Pada  2  tabung  reaksi  sisa  dijadikan  kontrol  positif  dan  kontrol negatif. 

c) Setiap tabung reaksi diberi isolat bakteri 2 osse. 

d) Media diinkubasi di inkubator dengan suhu 37oC selama 24 jam. 

e) Media  dicek  kekeruhannya  dan  diukur  absorbansinya  menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 550 nm. Skema kerja MIC 

(Minimum Inhibitory Concentration) dapat dilihat pada Lampiran 6. 

 
3.4.2.2  Uji Cakram 

       Uji cakram merupakan pengujian untuk antibakteri dengan mengukur 

diameter daerah hambatan yang terjadi di sekitar kertas cakram yang 

mengandung bahan antibakteri sesuai dengan konsentrasi perlakuan (Pelczar 
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dan Chan, 1986). Metode  ini  dilakukan  dengan meletakkan  cakram  kertas  

yang  telah  direndam  larutan  uji  di  atas  media  padat  yang  telah diinokulasi 

dengan bakteri uji. Pertumbuhan bakteri diamati setelah diinokulasi untuk melihat 

zona bening disekitar cakram (Mulyadi, Wuryanti dan Ria, 2013). 

       Uji cakram digunakan untuk mengetahui pada konsentrasi tertentu yang 

dapat menghambat bakteri yang bersifat bakteriostatik (menghambat bakteri) 

setelah pengamatan 24 jam, maupun bakteriosidal (membunuh bakteri) setelah 

pengamatan 48 jam. Kertas cakram yang telah direndam dengan zat antibakteri 

diletakkan di atas lempengan agar yang telah disemai dengan mikroorganisme 

yang diuji. Penghambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh zat antibakteri 

terlihat sebagai wilayah yang jernih di sekitar pertumbuhan mikroorganisme. 

 Prosedur pelaksanan Uji cakram adalah sebagai berikut : 

a) Disiapkan petridisk yang telah terdapat media PSA. 

b) Disiapkan konsentrasi ekstrak kasar daun seledri untuk uji cakram. 

c) Kertas cakram direndam ke dalam ekstrak daun seledri berdasarkan 

konsentrasi yang telah ditentukan selama 15 menit. 

d) Bakteri pada media TSB dengan kepadatan 108 disiapkan dan diencerkan 

dengan menggunakan Nafis untuk mendapatkan bakteri Pseudomonas 

fluorescens dengan kepadatan 107. Penanaman bakteri pada media PSA 

dilakukan dengan mencelupkan cotton swab pada bakteri yang sudah 

diencerkan ke Nafis, selanjutnya digoreskan pada media PSA dengan 

metode zig-zag. 

e) Kertas cakram yang telah direndam dalam ekstrak kasar daun seledri 

ditiriskan dan diletakkan pada permukaan lempeng agar. 

f) Dibaca hasil setelah diinkubasi pada suhu ruang 370C selama 24 jam 

dengan mengukur diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas 

cakram menggunakan jangka sorong. Zona hambat bakteri ini ditunjukkan 
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dengan adanya area zona bening yang berada di sekitar kertas cakram. 

Skema uji cakram dapat dilihat pada Lampiran 7. 

 
3.5  Parameter Uji 

       Parameter uji terdiri dari parameter utama dan parameter penunjang. 

Parameter utamanya yaitu melakukan pengamatan terhadap daya hambat 

bakteri yang dilakukan dengan cara mengukur diameter zona bening di sekeliling 

kertas cakram dari masing – masing perlakuan. Parameter penunjangnya adalah 

lama perendaman kertas cakram pada ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens 

L.) selama 15 menit.  

 
3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh dilakukan analisis secara statistik dengan 

menggunakan analisis keragaman atau uji f (ANOVA) sesuai dengan rancangan 

yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hal ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap respon parameter 

yang diukur (uji f). Apabila nilai uji f berbeda nyata atau berbeda sangat nyata 

maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk menentenukan 

perbedaan antar dua perlakuan.  
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Identifikasi Bakteri P. fluorescens 

Pada penelitian ini bakteri yang digunakan adalah isolat murni yang 

diperoleh dari Balai Besar Budidaya Air Payau Jepara. Tahapan selanjutnya 

yang dilakukan adalah peremajaan bakteri P. fluorescens melalui dua jenis 

media yaitu media agar PSA (Pseudomonas Selective Agar) dan media cair TSB 

(Triptycase Soy Broth). Media agar PSA untuk pembiakkan bakteri dengan 

metode gores, sedangkan media cair TSB sebagai substrat untuk menumbuhkan 

bakteri, isolasi dan perhitungan jumlah mikroba. Menggunakan media PSA, 

karena PSA merupakan media yang selektif untuk bakteri P. fluorescens. 

Bakteri P. fluorescens  diperoleh dari Balai Besar Penelitian Budidaya Air 

Payau Jepara, dilakukan identifikasi bakteri P. fluorescens dan didapatkan hasil 

sebagai berikut seperti pada Tabel 4 dan Lampiran 3. 

Tabel 4. Uji Biokimia Identifikasi Bakteri P. fluorescens 

 

Uji Biokimia 

Pseudomonas 

fluorescens 

Bentuk Batang 

Gram - 

Swaming - 

Oxidase + 

Indol - 

Metil Red - 

VP - 

Citrat + 

OF medium O 

Growth 37oC + 

Pigmen fluorescens + 

Urea Hyrdolysis - 
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 Bakteri P. fluorescens merupakan salah satu jenis bakteri yang 

menyerang komoditas ikan air tawar. Bakteri ini berbentuk batang, tidak 

membentuk spora dan bereaksi negatif terhadap pewarnaan gram, aerob, 

menggunakan H2 atau karbon sebagai energinya. Bakteri P. fluorescens 

merupakan bakteri yang bercahaya, akan tampak bercahaya apabila dalam 

bentuk koloni dan dilihat pada waktu malam hari. Menurut Azeredo, Meinders, 

Feijo dan Olivera (1997), P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif yang 

berbentuk batang dengan ujung agak lengkung, memiliki ukuran panjang        

1,5–5 µm dan diameter 0,5–1 µm. Bakteri ini tergolong dalam bakteri aerob, 

dapat bergerak dengan cara melompat karena memiliki lebih dari satu flagel 

dibagian ujung. Bakteri P. fluorescens memiliki fili dan tidak membentuk spora 

(Yulstiani, 2008). 

 Dalam penelitian ini digunakan biakan bakteri dengan kepadatan          

107 CFU/ml. Untuk mendapatkan kepadatan bakteri tersebut maka dibandingkan 

kekeruhannya dengan larutan Mc Farland, yaitu dengan melakukan penanaman 

bakteri uji ke dalam media agar PSA, kemudian diambil 1 osse menggunakan 

jarum osse dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi media cair TSB. 

Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam, setelah itu bakteri yang ada di dalam 

media cair TSB dilihat kepadatannya dan dibandingkan kekeruhannya dengan 

kepadatan bakteri pada Mc Farland. Hasil dari Mc Farland yaitu 108 CFU/ml, 

sehingga untuk mendapatkan bakteri dengan kepadatan 107 CFU/ml, maka 

diambil 1 ml bakteri dari media cair TSB dan dimasukkan ke dalam 9 ml Nafis 

dalam tabung reaksi. Dengan demikian, didapatkan bakteri dengan kepadatan 

107 CFU/ml. Larutan Mc Farland merupakan larutan yang digunakan untuk 

mengetahui kepadatan bakteri yang digunakan saat penelitian. Menurut Noverita, 

Fitria dan Sinaga (2009), komposisi dari larutan Mc Farland yaitu 0,5 ml larutan 

BaCl2 1% ditambah dengan 9,5 ml H2SO4 1%. 
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4.2 Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

 Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) dilakukan dengan 

menggunakan berbagai macam dosis dari ekstrak kasar daun seledri                

(A. graveolens L.) yang bertujuan untuk mengetahui dosis terkecil dalam 

menghambat bakteri P. fluorescens. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ibrahim, 

Adiputra, Agus dan Siti (2013), Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

dilakukan untuk mengetahui dosis terendah pada ekstrak untuk menghambat 

bakteri. Hasil uji MIC menunjukkan adanya perbedaan setiap perlakuan setelah 

dilakukan pengamatan dengan menggunakan spektrofotometer seperti yang 

ditunjukkan pada tabel 5 dibawah ini. 

 Tabel 5. Hasil Pengamatan Uji MIC Menggunakan Spektrofotometer  

Keterangan :  
Kontrol - = Perlakuan ditambahkan bakteri saja 
Kontrol + = Perlakuan ditambahkan bakteri dan ektrak murni 100% 

 Berdasarkan hasil spektrofotometer pada tabung nomor lima yaitu pada 

dosis 950 ppt menghasilkan nilai absorbansi sebesar 2,025, nilai absorbansi ini 

mendekati kontrol positif yaitu sebesar 2,096. Hasil Uji MIC dengan cara 

pengamatan perubahan warna bening pertama kali dan pengukuran nilai 

absorbansi dengan spektrofotometer yang mendekati dengan kontrol positif yaitu 

terdapat pada dosis 950 ppt, dosis tersebut dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri P. fluorescens. Untuk hasil uji MIC disajikan pada lampiran 8. 

No Dosis Absorbansi Keterangan 

 1 750 ppt 1,078 Keruh 

2 800 ppt 1,292 Keruh 

3 850 ppt 1,462 Keruh 

4 900 ppt 1,767 Keruh 

5 950 ppt 2,025 Bening 

6 1000 ppt 2,321 Bening 

7 1050 ppt 2,566 Bening 

8 Kontrol - 1,060 Keruh 

9 Kontrol + 2,096 Benimg 
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4.3 Uji Cakram 

 Uji cakram ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan daya hambat 

ekstrak daun seledri (A. graveolens L.) yang ditandai dengan adanya daya 

hambat (zona bening) di daerah kertas cakram.  Daya hambat (zona bening) 

ditunjukkan dengan tidak ditumbuhinya bekteri P. fluorescens di daerah sekitar 

cakram ukuran 6 mm yang telah direndam oleh ekstrak daun seledri                 

(A. graveolens L.) dengan konsentrasi yang berbeda - beda. Untuk hasil uji 

cakram disajikan pada Lampiran 8. 

 Dalam penelitian ini menggunakan dosis antara lain 950 ppt, 960 ppt,  

970 ppt dan 980 ppt. Penentuan dosis ini didasarkan pada hasil uji MIC, yaitu 

pada dosis 950 ppt dapat menghambat bakteri P. fluorescens. Berdasarkan hasil 

pengamatan diameter zona bening pada uji cakram selama penelitian, setiap 

perlakuan didapatkan zona bening. Diameter zona bening hasil penelitian 

dipengaruhi oleh jumlah dosis yang digunakan, semakin tinggi dosis yang 

digunakan maka diameter zona bening yang dihasilkan juga semakin besar. Hal 

ini sesuai dengan pernyatan Katno, Sari dan Agus  (2009),  bahwa 

kecenderungan peningkatan zona bening (daya hambat) seiring dengan 

peningkatan dosis ekstrak yang digunakan karena perbedaan besarnya daerah 

zona bening masing - masing perlakuan dosis diakibatkan perbedaan besarnya 

kandungan senyawa aktif dari masing – masing perlakuan. 

Pernyataan tersebut sesuai dengan pernyataan Ibrahim et al (2013), 

semakin tinggi dosis ekstrak, maka semakin dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri, hal ini berarti semakin tinggi konsentrasi ekstrak semakin tinggi pula 

kandungan bahan antibakteri yang terkandung didalamnya. Atau dengan kata 

lain semakin tinggi dosis ekstrak maka senyawa aktif antimikroba yang 

terkandung semakin banyak sehingga kemampuan untuk menghambat 

pertumbuhan mikroba semakin tinggi pula (Pelczar dan Chan, 1986). 
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 Untuk mengetahui nilai dari kenormalan data maka dilakukan uji 

kenormalan data yang ditunjukkan pada Lampiran 9. Dosis perlakuan ditentukan 

dengan cara perhitungan yang ditunjukkan pada Lampiran 5. Sedangkan hasil 

data rata – rata pengukuran daya hambat ditunjukkan pada Tabel 6 dibawah ini. 

Tabel 6. Data Rata – rata Hasil Pengukuran Diameter Daya Hambat(mm) 

Perlakuan Ulangan Total Rata- rata Total 
Kuadrat 

1 2 3 

A (950 ppt) 3,79 3,85 3,99 11,63 3,88 45,11 

B (960 ppt) 8,76 8,71 8,25 25,72 8,57 220,66 

C (970 ppt) 11,93 11 11,87 34,8 11,6 404,22 

D (980 ppt) 12,7 12,38 12,69 37,77 12,59 475,59 

    109,92  1145,58 

 
Pada Tabel 6 di atas menunjukkan hasil pengukuran diameter daya 

hambat ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap bakteri                

P. fluorescens. Berdasarkan tabel tersebut hasil rata – rata diameter daya 

hambat terbesar yaitu terdapat pada perlakuan D yaitu dengan dosis 980 ppt 

sebesar 12,59 mm, sedangkan hasil rata – rata diameter daya hambat terkecil 

terdapat pada perlakuan A yaitu dengan dosis 950 ppt sebesar  3,88 mm. 

Kemudian dilakukan analisa sidik ragam untuk mengetahui pengaruh dari 

perlakuan, hasil sidik ragam daya hambat yang dihasilkan dari berbagai 

perlakuan ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap bakteri            

P. fluorescens dapat dilihat pada tabel 7, sedangkan pehitungan sidik ragamnya 

disajikan pada Lampiran 9. 
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Tabel 7. Sidik Ragam Diameter Daya Hambat 

Sumber 
Keragaman  db 

Jumlah 
Kuadrat 

Kuadrat 
Tengah F Hitung F 5% F 1% 

Perlakuan 3 137.9289 45.9763 467.28** 4.07 7.59 

Acak 8 0.787133 0.09839       

Total 11 138.716         

Keterangan : ** = Berbeda Sangat Nyata 
  
 Pada perhitungan sidik ragam di atas menunjukkan pengaruh pemberian 

ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap daya hambat bakteri        

P. fluorescens adalah berbeda sangat nyata. Hal ini ditunjukkan pada hasil 

perhitungan F hitung lebih besar dari F tabel 5 % maupun F tabel 1 %, yaitu nilai 

467,28 lebih besar dari 4,07 maupun 7,59. Selanjutnya untuk mengetahui 

perbedaan antar perlakuan maka dilakukan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) yang 

ditunjukkan pada Tabel 8 berikut ini. 

Tabel 8. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 

Rerata 
perlakuan 

A 
(3.877) 

B 
(8.5733) 

C 
(11.6) 

D 
(12.59) Notasi 

A (3.8767) 0.00 
   

A 

B (8.573) 4.696** 0.00 
  

B 

C (11.6) 7.72** 3.0267** 0.00 
 

C 

D (12.59) 8.713** 4.0167** 0.99** 0.00 D 

**) berbeda sangat nyata 
 
 Pada Tabel 8 menunjukkan bahwa perlakuan A tidak memberikan nilai 

yang signifikan antar perlakuan dan diberi notasi a. Perlakuan B terhadap 

perlakuan A memberikan pengaruh berbeda sangat nyata sehingga diberi notasi 

b. Perlakuan C memberi pengaruh berbeda sangat nyata terhadap perlakauan A 

dan perlakuan B sehingga diberi notasi c. Perlakuan D memberikan pengaruh 

berbeda sangat nyata terhadap perlakuan A, perlakuan B dan perlakuan C 

sehingga diberi notasi d. 

 Untuk mengetahui bentuk hubungan (regresi) antara perlakuan dengan 

parameter yang diuji maka dilakukan perhitungan uji polinomial orthogonal pada 



31 
 

Lampiran 9. Kemudian dari hasil penelitian didapat grafik regresi diameter daya 

hambat yang dihasilkan dengan perlakuan yang berbeda seperti pada Gambar 4. 

 

Gambar 4. Grafik Hubungan Antara Konsentrasi Ekstrak Kasar Daun Seledri    
(A. graveolens L.) Terhadap Diameter Daya Hambat Bakteri            
P. fluorescens 

 Berdasarkan hasil uji polinomial orthogonal yang ditunjukkan pada 

Gambar 4 di atas menujukkan bahwa hubungan antara penambahan dosis 

perlakuan ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) terhadap diameter daya 

hambat menunjukkan pola linier dengan persamaan y = 0,291x – 271,65 dan 

koefisien R2 = 0,994. Hubungan antara pemberian ekstrak kasar daun seledri   

(A. graveolens L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens 

dengan rata – rata diameter daya hambat yang dihasilkan menunjukkan respon 

yang meningkat seiring dengan bertambahnya dosis ekstrak kasar daun seledri 

(A. graveolens L.) yaitu dari dosis 950 ppt, 960 ppt, 970 ppt dan 980 ppt. Hasil 

perhitungan uji polinomial orthogonal dapat dilihat pada Lampiran 9. 

 Untuk mengetahui sifat antibakteri dari ekstrak kasar daun seledri          

(A. graveolens L.) maka dilakukan pengamatan setelah inkubasi selama 48 jam. 

Menurut Davis dan Stout (1971) dalam Rokhman (2007), antibakteri dibedakan 

menjadi dua berdasarkan cara kerjanya, yaitu antibakteri bakteriostatik dan 

bakteriosida. Antibakteri bakteriostatik bekerja menghambat pertumbuhan bakteri 

y = 0.291x - 271,65 
R² = 0.994 
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dan tidak membunuh bakteri, sedangkan antibakteri bakteriosida bekerja 

membunuh bakteri. Tetapi dalam konsentrasi yang tinggi antibakteri 

bakteriostatik dapat bertindak sebagai antibakteri bakteriosida. Setelah inkubasi 

selama 48 jam, diketahui bahwa diameter daya hambat ekstrak kasar daun 

seledri (A. graveolens L.) terhadap bakteri P. fluorescens masih bersifat 

bakteriostatik (menghambat pertumbuhan mikroba). 

 Dari hasil Uji MIC (Minimum Inhibiting Concentration) dan uji cakram yang 

telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak daun seledri (A. graveolens L.) 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens, hal tersebut dilihat 

dari adanya daya hambat disekitar kertas cakram. Kemampuan ekstrak daun 

seledri (A. graveolens L.) untuk dapat memberikan diameter daya hambat ini 

diduga disebabkan adanya bahan aktif yang dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri P. fluorescens yaiu flavonoid. Menurut Dewi, Natalia dan Sri (2011), 

flavonoid bersifat antibakteri  dengan mengganggu fungsi dari metabolisme yaitu 

dengan merusak dinding sel serta mendenaturasi protease sel bakteri. 

 Menurut Waji dan Andis (2009), Flavonoid merupakan zat warna merah, 

ungu dan biru serta sebagian zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-

tumbuhan. Senyawa ini mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 

atom karbon, dimana dua cincin benzene (C6) terikat pada suatu rantai propane 

(C3) sehingga membentuk suatu susunan C6-C3-C6. Struktur kimia dari flavonoid 

seperti pada Gambar 5. Flavonoid merupakan suatu kelompok senyawa fenol 

terbesar yang ditemukan di alam. Hal ini sesuai dengan pernyataan Haryani, 

Roffi, Ibnu dan Ayi (2012), Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa 

fenol. Flavonoid dan flavonol disintesis tanaman dalam responnya dalam infeksi 

mikroba. Flavonoid merupakan antimikroba karena senyawa ini memiliki 

kemampuan untuk membentuk senyawa kompleks dengan protein ektraseluler 

terlarut serta dinding sel mikroba. Mekanisme senyawa flavonoid dalam 
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menghambat aktivitas bakteri adalah dengan mendenaturasi protein sel bakteri 

dan merusak membran sel (Brooks et al, 2005 dalam Ibrahim et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Struktur Kimia Flavonoid (Batari, 2007) 

 
Mekanisme kerja dari flavonoid yaitu dengan mendenaturasi protein sel 

bakteri dan merusak membran sitoplasma Retnowati, Nurhayati dan Nona, 

(2011). Menurut Volk dan Wheeler (1988) dalam Prajitno (2007), senyawa 

flavonoid dapat merusak membran sitoplasma yang dapat menyebabkan 

bocornya metabolit penting dan menginaktifkan sistem enzim bakteri. Kerusakan 

ini memungkinkan nukleotida dan asam amino merembes keluar dan mencegah 

masuknya bahan – bahan aktif ke dalam sel, keadaan inilah yang dapat 

menyebabkan kematian bakteri. Pada perusakan membran sitoplasma, ion H+ 

dan turunannya (flavonoid) akan menyerang gugus polar (gugus fosfat) sehingga 

molekul fosfolipid akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat dan asam 

fosfat. Hal inilah yang mengakibatkan fosfolipid tidak mampu mempertahankan 

bentuk membran sel, akibatnya membran sel akan bocor dan bakteri mengalami 

hambatan pertumbuhan bahkan kematian (Gillman, Rall, Nies dan Taylor, (1991) 

dalam Sari dan Shofi, (2009)). 

Menurut Retnowati et al (2011), Rusaknya membran sitoplasma dapat 

mengakibatkan sifat permeabilitas membran sel berkurang sehingga transport 
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zat ke dalam sel dan keluar sel menjadi tidak terkontrol. Zat yang berada di 

dalam sel seperti ion organik enzim, asam amino, dan nutrisi dapat keluar dari 

sel. Apabila enzim-enzim keluar dari sel bersama dengan zat – zat seperti air dan 

nutrisi yang dapat menyebabkan metabolisme terhambat sehingga terjadi 

penurunan ATP yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan sel, 

selanjutnya pertumbuhan sel bakteri menjadi terhambat dan menyebabkan 

kematian sel. 

Parameter penunjang dalam penelitian ini lama waktu perendaman kertas 

cakram pada perlakuan ekstrak kasar daun seledri (A. graveolens L.) dengan 

perlakuan dosis yang berbeda-beda. Dalam penelitian ini kertas cakram 

direndam selama ± 15 menit. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ibrahim et at 

(2013) Pengujian penghambatan dilakukan dengan menggunakan kertas 

cakram. Uji cakram dilakukan untuk melihat diameter daya hambat dari ekstrak 

yang digunakan. Cakram direndam di dalam ekstrak selama ± 15 menit. Lama 

waktu perendaman tersebut dilakukan agar bahan aktif dapat meresap ke dalam 

kertas cakram dan mencegah rusaknya kertas cakram akibat terlalu lama 

dilakukan perendaman. Dari hasil penelitian yang telah dilakukan lama 

perendaman kertas cakram memberikan pengaruh terhadap daya serap bahan 

aktif ke dalam kertas cakram. 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian tentang uji daya hambat ekstrak kasar daun 

seledri (A. graveolens L.) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro 

diperoleh kesimpulan bahwa pemberian ekstrak kasar daun seledri                   

(A. graveolens L.) dengan dosis yang berbeda memberikan pengaruh yang 

berbeda sangat nyata terhadap bakteri P. fluorescens dan bersifat bakteriostatik.  

Hubungan antara penambahan dosis perlakuan ekstrak kasar daun seledri       

(A. graveolens L.) terhadap diameter daya hambat menunjukkan pola linier 

dengan persamaan y = 0,291x – 271,65 dan koefisien R2 = 0,994. Diameter daya 

hambat yang dihasilkan semakin meningkat seiring dengan semakin tingginya 

dosis perlakuan yang digunakan. 

 
5.2 Saran 

 Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat disarankan menggunakan 

daun seledri (A. graveolens L.) untuk menghambat bakteri P. fluorescens yaitu 

pada dosis 950 ppt sudah mampu menghambat bakteri P. fluorescens serta perlu 

dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh pemberian ekstrak kasar daun 

seledri   (A. graveolens L.) secara in vitro dengan menggunakan dosis yang lebih 

tinggi untuk mengetahui dosis yang optimal.  
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Lampiran 1. Foto Alat Penelitian 

   
    Spektrofotometer            Inkubasi 

  

   
Oven           LAF (Laminar Air Flow)  

 

   
      Autoklaf Sterilisasi           Kulkas 
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Lampiran 1. (Lanjutan) 

 

   
   Timbangan Digital    Timbangan Analitik 

 

   
Cawan Petri    Tabung Reaksi 

  

   
Erlenmeyer      Beaker Glass   
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Lampiran 2. Foto Kegiatan Penelitian 

      
 Penimbangan PSA   Penuangan media PSA 

    
 Pengenceran Bakteri  Penumbuhan Bakteri Pada Media Agar 

   
Peletakkan Kertas Cakram   Pengukuran Diameter Daya Hambat  
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Lampiran 3. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. fluorescens dari BBPBAP Jepara 

 

 

 

 

 

 

 

P. fluoresens perbesaran 1.000x (Dokumentasi pribadi, 2015).  
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Lampiran 3. (Lanjutan) 

Proses pengidentifikasian bakteri untuk memastikan bahwa bakteri 

tersebut merupakan P. fluorescens dan untuk mengetahui sifat-sifat biokimianya, 

maka perlu dilakukan beberapa pengujian biokimia yakni antara lain adalah uji 

gram, uji oksidase, uji motilitas (indol) dan uji O/F (Oksidasi/Fermentatif).  

Pada uji gram yaitu dengan membuat preparat lalu difiksasi 

menggunakan Kristal violet, larutan iodine, ethyl alkohol, safranin, setelah itu 

diamati. Setelah pengamatan, apabila preparat memperlihatkan warna merah 

atau merah muda, maka hal ini menunjukkan bahwa bakteri termasuk gram 

negatif dan warna ungu gelap bakteri gram positif (Suprastyani, 1989). 

Pada uji oxidase yaitu dengan meletakkan filter paper (diameter 7 cm) 

pada cawan petri kemudian ditetesi dengan reagent oxidase (Dipheny aniline 

oxalate) sebanyak 2-3 tetes, kemudian bakteri diinokulasi. Lalu diamati dengan 

menggunakan loope platina, apabila ada warna kuning berarti termasuk bakteri 

gram negatif, warna ungu bakteri gram positif  (Suprastyani, 1989). 

Pada uji motility yaitu dengan menyiapkan tabung yang berisi media 

motility sulfide (Difco). Lalu diinokulasikan bakteri pada tabung, tetesi dengan 

erlich A dan B sebanyak 3 tetes dan kocok tabung tersebut kemuduan diinkubasi 

selama 24 jam, lalu diamati apabila ada warna putih – putih di luar atau di atas 

inokulasi maka bakteri motilyti (bergerak) (Suprastyani, 1989). 

Pada uji O/F (Oxidasi Fermentasi) yaitu dengan menyiapkan dua tabung 

reaksi O/F kemudian diinokulasi bakteri ke dalam kedua tabung tersebut. Pada 

salah satu tabung yang telah diinokulasi tetesi dengan paraffin cair yang steril. 

Lalu kedua tabung tersebut  diinkubasi selama 24 jam. Amati, apabila warna 

tabung kuning / kuning maka itu termasuk fermentasi, warna kuning / hijau maka 

itu termasuk oksidasi, warna hijau / hijau maka itu termasuk non oksidasi 

fermentasi (Suprastyani, 1989). 
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Lampiran 4. Proses Ekstraksi Daun Seledri (A. graveolens L.) 

 
    Disiapkan seledri      Dipisahkan daun                Daun dibersihkan 

 

 

 

 

 

 

      Daun dihaluskan          Daun dioven        Daun dipotong kecil-kecil 

 

 

 

 

 

 

      Daun ditimbang      Daun dimaserasi          Hasil maserasi disaring 

 

  

 

 

 

Hasil Dilakukan pemisahan 

pelarut dengan Vaccum 

Rotary Evaporator 
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Lampiran 5. Penentuan Dosis Ekstrak Daun Seledri (A. graveolens L.) 

 Permulaan proses pembuatan ekstrak kasar seledri (A. graveolens L.) 

maka terlebih dahulu disiapkan seledri segar sebanyak 8 kg, lalu dipisahkan 

seledri antara daun dan batangnya. Selanjutnya daun seledri segar sebanyak     

4 kg dicuci bersih dan dipotong kecil-kecil, kemudian dikeringkan dengan cara di 

oven dengan suhu 40–500C. Setelah itu dihaluskan dengan menggunakan 

blender. Ekstrak seledri kering sebanyak 200 gram dimaserasai dengan 

menggunakan etanol 96% sebanyak 2 liter ada toples kaca yang ditutup dengan 

alumunium foil dengan perbandingan 1 :10 b/v selama 24 jam dengan 6 jam 

pertama dilakukan pengadukan sesekali dan 18 jam berikutnya didiamkan. 

Selanjutnya hasil rendaman disaring, filtrat dari rendaman tersebut dilakukan 

proses remaserasi menggunakan pelarut yang sama dengan proses maserasi 

sebelumnya yaitu menggunakan etanol 96%. Semua larutan yang didapat 

diuapkan dengan rotary vacuum evaporator pada sehingga dihasilkan ekstrak 

kental daun seledri sebanyak 24,53 gram dengan nilai rendemen 12,26%. 

Selanjutnya dilakukan pengukuran untuk menentukan konsentrasi yang 

diinginkan dengan menambahkan larutan pengencer aquades. 

 950 ppt 

Ditimbang ekstrak kasar daun seledri sebesar 0,95 gram dan ditambahkan 

pengencer menggunakan aquades sebanyak 1 ml sehingga dihasilkan 

ekstrak kasar daun seledri dengan konsentrasi 950 ppt. 

 960 ppt 

Ditimbang ekstrak kasar daun seledri sebesar 0,96 gram dan ditambahkan 

pengencer menggunakan aquades sebanyak 1 ml sehingga dihasilkan 

ekstrak kasar daun seledri dengan konsentrasi 960 ppt. 
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 970 ppt 

Ditimbang ekstrak kasar daun seledri sebesar 0,97 gram dan ditambahkan 

pengencer menggunakan aquades sebanyak 1 ml sehingga dihasilkan 

ekstrak kasar daun seledri dengan konsentrasi 970 ppt. 

 980 ppt 

Ditimbang ekstrak kasar daun seledri sebesar 0,98 gram dan ditambahkan 

pengencer menggunakan aquades sebanyak 1 ml sehingga dihasilkan 

ekstrak kasar daun seledri dengan konsentrasi 980 ppt. 
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Lampiran 6. Skema Kerja MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

  
Sterilisasi alat dan bahan 

9 Tabung reaksi disiapkan (7 tabung untuk 

perlakuan dan 1 tabung untuk kontrol positif 

dan 1 tabung untuk kontrol negatif) 

Tabung reaksi diisi dengan TSB 

(Triptycase Soy Broth) sebanyak 9 ml 

Tabung reaksi diberi isolat 

bakteri sebanyak 2 ose 

Tabung reaksi 1-7 diberi ekstrak dengan dosis yang 

sudah ditentukan sebanyak 1 ml, 1 tabung reaksi diberi 

ekstrak daun seledri 100% sebagai kontrol positif 

Tabung reaksi divortex untuk 

menghomogenkan 

Diinkubasi selama 24 jam 

Diamati kekeruhannya 

Diukur absorbansinya 

menggunakan Spektrofotometer 

Hasil 
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Lampiran 7. Skema Kerja Uji Cakram 

  
Media PSA (Pseudomonas 

Selective Agar) 

Penandaan cawan petri 

sesuai dengan dosis yang 

sudah ditentukan 

Cotton swab steril 

Pencelupan cotton swab pada 

P.fluorescens yang sudah diencerkan 

Pemutaran cotton swab pada dinding 

tabung agar cairan tidak menetes 

Penyebaran bakteri pada media PSA 

secara merata dengan cotton swab 

Penempelan kertas cakram yang sudah direndam dengan ekstrak daun 

seledri yaitu pada konsentrasi 950 ppt, 960 ppt, 970 ppt dan 980 ppt 

Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam 

Pengukuran diameter zona bening yang terdapat pada 

media PSA menggunakan jangka sorong digital 
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Lampiran 8. Hasil Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) dan Uji 
Cakram 

 
a) Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 

 

b) Uji Cakram 

 Kontrol Negatif dan Kontrol Positif 

  
  Kontrol K-      Kontrol K+ 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 

 Perlakuan A 

   
  Perlakuan A    Perlakuan A1 = 950 ppt 

   
    Perlakuan A2 = 950 ppt                Perlauan A3 = 950 ppt 

 Perlakuan B 

   
 Perlakuan B         Perlakuan B1 = 960 ppt 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 

 

    
       Perlakuan B2 = 960 ppt             Perlakuan B3 = 960 ppt 

 

 Perlakuan C 

 
       Perlakuan C     Perlakuan C1 = 970 ppt 

  
   Perlakuan C2 = 970 ppt                Perlakuan C3 = 970 ppt 
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Lampiran 8. (Lanjutan) 

 Perlakuan D 

  
                   Perlakuan D       Perlakuan D1 = 980 ppt 

  
 Perlakuan D2 = 980 ppt      Perlakuan D3 = 980 ppt 
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Lampiran 9. Analisis Data Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Seledri    
(A.  graveolens L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas 
fluorescens Secara In vitro 

 
 Data Diameter Hambatan (mm) Bakteri P. fuorescens 

Perlakuan R1 R2 R3 Total Rata- 
rata 

R12 R22 R32 ΣR2 

A 3,79 3,85 3,99 11,63 3,88 14,36 14,82 15,92 45,11 

B 8,76 8,71 8,25 25,72 8,57 76,74 75,86 68,06 220,66 

C 11,93 11 11,87 34,8 11,6 142,33 121 140,89 404,22 

D 12,7 12,38 12,69 37,77 12,59 161,29 153,26 161,03 475,59 

    109,92     1145,58 

 

Perhitungan : 

1. Faktor Koreksi (FK) = 
  

 
 

    = 
     

  
 

    = 1006,867 

2. Jumlah Kuadrat (JK Total) = ∑xij
2 – FK 

= ( A12 + A22 + A32 + … + D32 ) – FK 

= (3,792 + 3,852 + … + 12,692) – 1006,867 

=138,716 

3. JK Perlakuan  = 
∑ ∑    

 
 – FK 

= 
                      

 
 – FK 

= 
                                 

 
 - 1006,867 

= 137,929 

4. JK Galat   = JK Total – JK Perlakuan  

= 138,716 – 137,929 

= 0,787 
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Lampiran 9. (Lanjutan) 

5. db Total = (n x r) -1 

 = (4 x 3) – 1 

 = 11 

6. db Perlakuan = n -1  

 = 4-1 

 = 3 

7. db Galat = db Total – db Perlakuan 

 = 11 – 3 

 = 8 

 Analisa Sidik Ragam dengan Uji F tabel dalam Statistik Rancangan 
Percobaan Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Seledri (A.  graveolens 
L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In vitro 
 

Sumber 
Keragaman  db 

Jumlah 
Kuadrat 

Kuadrat 
Tengah F Hitung F 5% F 1% 

Perlakuan 3 137.9289 45.9763 467.2783 4.07 7.59 

Acak 8 0.787133 0.09839       

Total 11 138.716         

 
 Berdasarkan hasil analisa sidik ragam diatas menunjukkan bahwa nilai F 

hitung yaitu 467,2783 lebih besar dari F tabel 5% yaitu 4,07 maupun F tabel 1% 

yaitu 7,59 maka H0 ditolak, hal ini berarti bahwa perbedaan perlakuan 

berpengaruh sangat nyata. Setelah H0 ditolak, selanjutnya apabila ingin 

mengetahui antar perlakuan (rata-rata) mana yang berbeda nyata, maka 

dilakukan uji nilai tengah (rata-rata) antar perlakuan atau disebut dengan uji Beda 

Nyata Terkecil (BNT). 
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Lampiran 9. (Lanjutan) 

 Hasil Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar 

Daun Seledri (A.  graveolens L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas 

fluorescens Secara In vitro 

Rerata 
perlakuan 

A 
(3.877) 

B 
(8.5733) 

C 
(11.6) 

D 
(12.59) Notasi 

A (3.8767) 0.00 
   

a 

B (8.573) 4.696** 0.00 
  

b 

C (11.6) 7.72** 3.0267** 0.00 
 

c 

D (12.59) 8.713** 4.0167** 0.99** 0.00 d 

**) berbeda sangat nyata 
 

SED  = √
           

           
 = √

          

 
 = 0,256 

BNT 5% = t (0,05;dbG)SED = 2,31 x 0,256 = 0,592 

BNT 1%  = t (0,01;dbG)SED = 3,36 x 0,256 = 0,86 

 Tabel Uji Polinomial Orthogonal 

Perlakuan Data (Ti) 

Perbandingan Ci 

Linear Kuadratik Kubik 

A 11.63 -3 1 -1 

B 25.72 -1 -1 3 

C 34.8 1 -1 -3 

D 37.77 3 1 1 

Q=∑Ci*Ti 
 

87.5 -11.12 -1.1 

Kr=(∑Ci^2)*r 
 

60 12 60 

JK=Q^2/Kr 
 

127.604 10.30453 0.0201667 

  
1.45833 -0.926667 

  
Perhitungan sidik ragam Regresi : 

KT Linear  =   
         

         
   

  =  
      

 
 

                      = 127,60 
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Lampiran 9. (Lanjutan) 

F Hitung Linear     = 
         

       
 

                        = 
      

      
 

                    = 1296,90 

KT Kuadratik  =   
            

            
   

  =  
     

 
 

                      = 10,30 

F Hitung Kuadratik = 
            

       
 

                        = 
     

      
 

                    = 104,73 

KT Kubik  =   
        

        
   

  =  
     

 
 

                      = 0,020 

F Hitung Kubik = 
        

       
 

                    = 
     

      
 

                = 0,20 

KT Acak =   
       

       
   

  =  
    

 
 

                      = 0,0987 
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Lampiran 9. (Lanjutan)   

 Tabel Sidik Ragam Regresi Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Seledri 
(A.  graveolens L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara 
In vitro 

Sumber Keragaman Db JK KT F hit F 5% F 1% 

Perlakuan 3 137.93 
  

4.07 7.59 

Linear 1 127.60 127.60 1296.90 
  Kuadratik 1 10.30 10.30 104.73 
  Kubik 1 0.02 0.02 0.20 
  Acak 8 0.79 0.10 

   Total 11 
      

Perhitungan Regresi : 

a =   ̅- b  ̅ 

 

b = 
∑    ∑  ∑ 

 

∑     ∑    

 

 

 

   = 
         – 

            

 
 

                 

 

   = 
                

               
 

 
   = 0,291 
 

a =   ̅- b  ̅ 

   = 9,16 – 0,291 x 965 

   = 9,16 – 280,815 

   = - 271,65 

R2 =             

        

 

  =       

      

 

  = 0,994 
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Lampiran 9. (Lanjutan) 

 Grafik Pengaruh Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Seledri (A.  
graveolens L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In 
vitro 

 

y = 0.291x - 271,65 
R² = 0.994 
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