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AYU WINNA RAMADHANI. Uji Efektivitas Ekstrak Kasar Teripang Pasir
(Holothuria scabra) Dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri Vibrio
parahaemolyticus Secara In Vitro. Dr. Ir. MAFTUCH, M.Si., dan Dr. Ir. M.
FADJAR, M.Sc.

Berdasarkan pada data FAO tahun 2008, udang windu (Penaeus
monodon) merupakan salah satu komoditas budidaya unggulan di Asia. Melihat
besarnya potensi budidaya udang windu, para petambak memaksimalkan
produksinya melalui sistem budidaya intensif. Namun, kendala yang dihadapi
para petani pun semakin kompleks diantaranya masalah serangan penyakit,
pertumbuhan udang yang lambat, dan menurunnya kualitas lingkungan
budidaya (Widanarni et al. 2102). Penyakit udang yang mudah timbul umumnya
disebabkan oleh bakteri Vibrio sp. (Ruangpan dan Kitao, 1991 dalam Kharisma
dan Manan, 2012). V. parahaemolyticus merupakan agen penyebab septicemia
pada udang saat periode larva dan post larva. Menurut Irianto (2005) dalam
Indrarini et al. (2014), menyatakan bahwa septicemia menyebabkan efek toksin
yang dapat menyebar ke seluruh tubuh melalui sistem transportasi dalam tubuh,
sehingga toksin bisa ditemukan jauh dari tempat infeksi. Penanggulangan
penyakit vibriosis yang biasa dilakukan para pembudidaya udang adalah
menggunakan antibiotik. Penggunaan kombinasi antibiotik yang tidak terkontol
umumnya dapat menyebabkan resistensi pada organisme yang dibudidaya
(Pratama et al. 2014). Sehingga diperlukan pengembangan antibiotik yang
berasal dari sumberdaya alam laut yang ramah lingkungan. Teripang (Holothuria
sp.) merupakan salah satu biota laut Indonesia yang berpotensi sebagai sumber
daya alam penyedia bahan baku industri farmasi (Roihanah et al. 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas pemberian ekstrak
kasar Teripang Pasir (H. scabra) dalam menghambat laju pertumbuhan bakteri
Vibrio parahaemolyticus secara in vitro. Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan, FPIK UB bulan April 2015 dengan
metode Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian dilakukan dengan 4
perlakuan dan 3 ulangan yaitu 250 ppt (perlakuan A), 275 ppt (perlakuan B), 300
ppt (perlakuan C), dan 325 (perlakuan D). parameter utama dalam penelitian ini
adalah mengukur diameter zona bening yang dihasilkan pada tiap perlakuan.
Parameter penunjang dalam penelitian ini adalah lama waktu perendaman
kertas cakram.

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini adalah pada perlakuan A, ekstrak
kasar Teripang Pasir (H. scabra) telah dapat menghambat pertumbuhan bakteri
V. parahaemolyticus dengan rata-rata diameter zona bening sebesar 2.93 mm.
Perlakuan B diperoleh rata-rata diameter zona bening sebesar 3.48 mm,
perlakuan C diperoleh rata-rata diameter zona bening sebesar 4.43 mm, dan
perlakuan D diperoleh rata-rata diameter zona bening sebesar 6.35 mm. Hasil
tersebut setelah dilakukan uji statistik berbeda sangat nyata dan semakin tinggi
dosis yang digunakan memberikan pengaruh terhadap diameter zona bening
yang dihasilkan. Grafik yang dihasilkan berupa grafik linier dengan persamaan y
= 4.903 + 0.032x dengan tingkat kepercayaan R?= 0,95. Ekstrak kasar Teripang
Pasir (H. scabra) merupakan antibakteri yang bersifat bakteriostatik karena
hanya bersifat menghambat pertumbuhan tanpa membunuh bakteri. Dosis
ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) sebesar 250 ppt sudah menunjukan
keefektivitasan dalam menghambat bakteri V. parahaemolyticus dengan hasil
rata-rata zona hambat sebesar 2.93 mm.
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1. PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Indonesia memiliki potensi budidaya laut dengan luasan 2 juta Ha, terdiri
dari potensi budidaya ikan (kakap, kerapu, gobia); udang, moluska (kerang-
kerangan, mutiara, teripang); dan rumput laut. Angka produksi budidaya laut di
Indonesia dapat mencapai nilai 46,73 juta ton per tahun (Lasabuda, 2013).
Menurut Hatmanti (2003), kelompok besar biota laut yang banyak dibudidayakan
selain ikan adalah dari kelompok krustasea salah satunya spesies udang windu
yang banyak dibudidayakan masyarakat di daerah pantai.

Berdasarkan pada data FAO tahun 2008, udang windu Penaeus
monodon merupakan salah satu komoditas budidaya unggulan di Asia karena
memiliki keunggulan yang salah satu diantaranya ukuran panen yang lebih
besar. Melihat besarnya potensi budidaya udang windu, para petambak
memaksimalkan produksinya melalui sistem budidaya intensif. Namun seiring
berkembangnya teknologi budidaya intensif, maka kendala yang dihadapi para
petani pun semakin kompleks. Kendala yang dihadapi antara lain masalah
serangan penyakit, pertumbuhan udang yang lambat, dan menurunnya kualitas
lingkungan budidaya (Widanarni et al. 2102).

Menurut Kharisma dan Manan (2012), penyakit yang timbul pada
organisme air umumnya dapat ditimbulkan oleh bakteri, virus, dan jamur namun
apabila terjadi ketidakseimbangan antara inang, agen patogen, dan lingkungan.
Pada budidaya udang, penyakit yang mudah timbul umumnya disebabkan oleh
bakteri Vibrio sp. (Ruangpan dan Kitao, 1991 dalam Kharisma dan Manan,
2012). Jenis bakteri ini mampu berkembang dengan cepat jika bahan organik

dalam air tambak dalam jumlah banyak. Apabila populasi Vibrio sp. lebih banyak
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dibanding dengan populasi bakteri yang lain maka dapat menyebabkan
penurunan tingkat kelulushidupan udang pada masa pembenihan dan
pembesarannya.

Menurut Hatmanti (2003), bakteri Vibrio spp. pada dasarnya bersifat
oportunistik dan akan menjadi patogen apabila media pemeliharaannya terjadi
goncangan secara derastis, misalnya seperti perubahan suhu, pH, salinitas dan
faktor lainnya. Vibrio parahaemolyticus merupakan agen penyebab septicemia
pada udang saat periode larva dan post larva. V. parahaemolyticus juga mampu
menyebabkan lisis pada sel-sel darah tubuh inang. Menurut Irianto (2005) dalam
Indrarini et al. (2014), menyatakan bahwa serangan vibriosis bersifat septicemia
dimana efek toksin bisa menyebar ke seluruh tubuh melalui sistem transportasi
dalam tubuh, sehingga toksin bisa ditemukan jauh dari tempat infeksi.

Penanggulangan penyakit vibriosis yang biasa dilakukan para
pembudidaya udang adalah menggunakan antibiotik. Antibiotik yang diberika
pada umumnya bisa berupa pakan, perendaman atau penyuntikan. Penggunaan
kombinasi antibiotik yang tidak terkontol umumnya dapat menyebabkan
resistensi pada organisme yang dibudidaya (Pratama et al. 2014). Sehingga
diperlukan pengembangan antibiotik yang berasal dari sumberdaya alam laut
yang ramah lingkungan. Teripang (Holothuria sp.) merupakan salah satu biota
laut Indonesia yang berpotensi sebagai sumber daya alam penyedia bahan baku
industri farmasi (Roihanah et al. 2012).

Teripang pasir (Holothuria scabra) merupakan salah satu bahan alam
yang kaya akan metabolit sekunder, diantaranya steroid, sapogenin, saponin,
triterpenoid, glycosaminoglycan, lektin, alkaloid, fenol dan flavonoid (Bordbar et
al., 2011). Menurut Nimah et al. (2012), berdasarkan penelitian sebelumnya

antibakteri yang merupakan hasil metabolit sekunder teripang pasir (H. scabra)
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yang paling berpotensi sebagai antibakteri adalah steroid, saponin, dan
triterpenoid. Menurut Roihanah (2012), secara umum golongan Triterpenoid
mampu merusak membran sel, mengnon-aktifkan enzim dan mendenaturasi
protein sehingga dinding sel mengalami kerusakan akibat penurunan
permeabilitas. Perubahan permeabilitas membran sitoplasma memungkinkan
ion-ion organik yang penting masuk ke dalam sel sehingga berakibat
terhambatnya pertumbuhan bahkan hingga mematikan sel. Selain itu Saponin
juga berperan dalam mengubah tegangan muka dan mengikat lipid pada sel
bakteri yang menyebabkan lipid terekskresi dari dinding sel sehingga
permeabilitas membran bakteri terganggu (Wardhani dan Sulistyani, 2012). Oleh
karena itu, berdasarkan pemaparan penelitian yang telah ada sebelumnya maka
penelitian mengenai efektivitas ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) dalam
menghambat pertumbuhan V. parahaemolyticus secara in vitro perlu dilakukan

sebagai peninjauan lebih lanjut.

1.2 Rumusan Masalah

Bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri yang dapat menginfeksi
udang saat periode larva dan post larva, sehingga dapat menyebabkan
septicemia dan mampu menyebabkan lisis pada sel-sel darah inang. Selain itu
apabila udang yang telah terinfeksi bakteri V. parahaemolyticus tersebut
dikonsumsi maka konsumen akan terjangkit penyakit gastroenteritis (Hatmanti,
2003). Melihat kondisi tersebut tentunya para petani budidaya mengupayakan
untuk menanggulangi penyakit yang menyerang, salah satunya adalah dengan
menggunakan antibiotik dan bahan kimia. Namun penggunaan antibiotik dan

bahan kimia dalam jangka waktu lama dapat menimbulkan dampak negatif
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terhadap lingkungan perairan dan menimbulkan resistensi patogen (Melki et al.
2011).

Berdasarakan penelitian terdahulu mengemukakan bahwa penggunaan
ekstrak teripang pasing (H. scabra) merupakan salah satu alternative yang dapat
digunakan untuk mengatasi serangan penyakit. Teripang pasir pada umumnya
menghasilkan metabolit sekunder berupa bahan bioaktif yang sangat berpotensi
sebagai antibakteri. Bahan bioaktif yang berpotensi sebagai antibakteri
diantaranya steroid, saponin, dan triterpenoid (Nimah et al. 2012). Berikut
rumusan masalah yang dapat dipaparkan berdasarkan uraian diatas:

o Apakah pemberian ekstrak kasar Teripang Pasir (H. scabra) berpengaruh
dalam menghambat bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro?
o Berapa dosis ekstrak kasar Teripang Pasir (H. scabra) yang efektif dalam

menghambat bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian
Berikut tujuan penelitian yang dapat dipaparkan untuk menjawab
rumusan masalah yang ada :
o Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kasar Teripang Pasir (H.
scabra) dalam mengahambat bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro.
o Mengetahui dosis ekstrak kasar Teripang Pasir (H. scabra) yang efektif

dalam menghambat bakteri V. parahaemolyticus secara in vitro.

14 Hipotesa
Ho : Diduga penggunaan ekstrak kasar Teripang Pasir (H. scabra)

sebagai antibakteri tidak berpengaruh dalam menghambat bakteri

V. parahaemolyticus.
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5)
H; : Diduga penggunaan ekstrak kasar Teripang Pasir (H. scabra)
sebagai antibakteri memberikan pengaruh dalam menghambat

bakteri V. parahaemolyticus.

Kegunaan Penelitian

Diharapkan hasil dari penelitian ini dapat memberikan informasi

mengenai pemanfaatan sumber daya alam laut yaitu Teripang Pasir (H. scabra)

sebagai antibakteri ramah lingkungan yang dapat menghabat pertumbuhan

bakteri V. parahaemolyticus pada ikan maupun udang budidaya yang terinfeksi.

Sehingga nantinya dapat di aplikasikan oleh para pembudidaya.

1.6

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan,

Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang pada

Tanggal 5 April hingga 3 Mei Tahun 2015.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri V. parahaemolyticus

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Berikut klasifisikasi pada bakteri V. parahaemolyticus menurut Shimura et

al. (2013) :
Domain : Bacteria
Phylum : Proteobacteria
Class : Gammaproteobacteria
Order : Vibrionales
Family : Vibrionaceae
Genus : Vibrio
Species : Vibrio parahaemolyticus

Bakteri V. parahaemolyticus merupakan bakteri halofilik gram negative
(De Paola et al. 1998 dalam Felix et al. 2011), memiliki diameter 3-5 mm, warna
koloni biru kehijauan, pusat koloni berwarna hijau tua, memiliki banyak flagella
(Richie, 2005 dalam Felix et al. 2011). Berdasarkan Subkomite Internasional
Taksonomi bakteri Vibrio termasuk kedalam family Vibrionaceae (Lesmana,

2006).

Gambar 1. Morfologi V. parahaemolyticus (Fox, 2004)



2.1.2 Karakteristik

Bakteri V. parahemolyticus merupakan organisme yang memiliki sifat
halofilik yaitu hanya dapat tumbuh pada lingkungan yang berkadar garam antara
3% - 6,5%, selain itu bakteri V. parahaemolitycus juga bersifat aerob dan
fakultatif anaerob (Lesmana, 2006). Ciri koloni V. parahaemolyticus pada
umumnya berwarna biru sampai kehijauan (Felix, et al. 2011). Menurut Halim
dan Zubaidah (2013), pada umumnya bakteri Gram negatif mempunyai
ketahanan yang lebih baik terhadap senyawa antimikroba karena memiliki
struktur dinding sel yang lebih kompleks, yaitu lapisan Iluar berupa
lipopolisakarida dan lapisan dalam berupa peptidoglikan.

Menurut Molitoris et al. (1985), dari hasil isolasi di lingkungan daerah
beriklim sedang telah terbukti adanya bakteri V. parahaemolyticus hal ini tersebut
dengan suhu air. Sedangkan hasil isolasi di perairan tropis juga membuktikan
adanya V. parahaemolyticus yang tampaknya berkaitan dengan musin (hujan
atau kemarau), dan salinitas. Pada umumnya penyebaran bakteri V.
parahaemolyticus berada di kawasan muara.

2.1.3 Habitat dan Penyebaran

Spesies Vibrio patogenik tidak terkecuai V. parahaemolyticus banyak
sekali ditemukan hidup bersamaan dengan mollusca dan crustacean, dan juga
terdapat didalam air maupun di sedimen permukaan (Lesmana, 2006).
Penyebaran bakteri V. parahaemolyticus berada di perairan pantai tropis
diseluruh dunia (Felix, et al. 2011), sedangkan untuk wilayah perainnya yang
memiliki suhu berada dibawah 20°C maka kepadatan V. parahaemolyticus akan
sangat berkurang (Lesamana, 2006).

Halofilik V. parahaemolyticus merupakan bakteri yang hidup di laut dan

dengan kondisi perairan berkadar garam tinggi. Menurut Kaneko and Colwell
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(1975) dalam Qadri et al. (2005), V. parahaemolyticus telah menunjukkan bahwa
memiliki efisiensi tertinggi untuk mengadsorpsi kitin dibandingkan dengan strain
bakteri lainnya yang telah teruji, dan efek adsorpsi adalah salah satu faktor
utama yang menentukan distribusi spesies ini dalam ekosistem estuari.
2.1.4 Fase Pertumbuhan

Menurut Dias (2003), pada beberapa bakteri pertumbuhan meliputi
peningkatan ribosom, duplikasi kromosom bakteri, sintesa dinding sel baru dan
membran plasma, pemisahan dua kromosom bakteri, pembentukan septa dan
bagian-bagian sel. Interval waktu yang dibutuhkan sel bakteri atau populasi sel
untuk membelah atau menggandakan diri disebut waktu generasi. Waktu
generasi dapat dihitung pada saat fase eksponensial dengan rumus sebagai

berikut (Pelczar dan Chan, 1986).

Kecepatan pertumbuhan eksponensial (V) = 22108 Yo
log 2 (t—tp)
Ket :
N = jumlah bakteri pada waktu tertentu
No = jumlah bakteri pada waktu awal
t = waktu pada saat bakteri mencapai jumlah tertentu
to = waktu awal

Sehingga, dapat diketahui waktu generasi (G) =%

Menurut Handayani et al. (2006), fase pertumbuhan pada bakteri terdiri
atas fase lag, eksponensial, stationer, dan kematian. Fase adaptasi (lag)
merupakan masa penyesuaian bagi bakteri dan tidak terjadi pertambahan jumlah
sel. Fase eksponensial (log) merupakan fase pertumbuhan yang memiliki laju
pertumbuhan spesifik yaitu laju pembelahan sel yang tetap. Fase stationer
adalah saat jumlah sel mencapai maksimal, laju pembiakan berkurang dan

beberapa sel mati yang ditunjukan oleh menyusutnya nutrient dalam media.



2.1.5 |Infeksi dan Tanda Penyerangan

V. parahaemolyticus merupakan salah satu spesies bakteri yang
seringkali menginfeksi udang yang sebelumnya telah mengalami defisiensi
vitamin C, toxin, luka dan setres berat sehingga menyebabkan septicemia.
Septicemia merupakan infeksi sekunder yang dapat menyerang udang pada
masa larva dan post larva (Prihatman, 2000).

Pada beberapa Negara V. parahaemolyticus telah menyerang udang
windu (P. monodon) yang menyebabkan timbulnya penyakit merah atau sering
disebut penyakit kaki merah. Tanda-tanda awal udang terserang penyakit merah
ini adalah semakin mengecilnya ukuran hepatopankreas, sering menepi dibagian
tambak, badan udang terasa lebih llunak, jaringan otot terlihat putih kusam

(Kordi, 2007)

Teripang Pasir (H. scabra)

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi

Berdasrakan pada penelitian terdahulu spesies teripang pasir (H. scabra)
ini tergolong dalam filum Echinodermata (Sendih dan Gunawan, 2006). Berikut
klasifikasi teripang pasir :

Filum : Echinodermata (Sendih dan Gunawan, 2006)

Kelas : Holothuroidea

Ordo : Holothuroidea dan Stichopodidae (Yusron, 2004)

Genus : Holothuria (Rustam, 2006)

Spesies : Holothuria scabra

Teripang merupakan anggota sea cucumbers atau mentimun laut (Sendih
dan Gunawan, 2006). Morfologi dari teripang pada umumnya adalah bentuk
badan memanjang seperti silinder atau memanjang agak memipih dengan mulut

dan anus terletak pada ujung yang berlawanan. Kulit luar teripang pasir terdiri
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atas lapisan yang melekat kuat dan kasar dengan rangka berbentuk jarum atau
keping-keping kecil yang berkapur dan menyebar dalam jaringan dinding tubuh
(Sudrajat, 2002).

Teripang tergolong hewan invertebrate (tidak bertulang belakang), namun
tidak semua jenis teripang memiliki duri lunak pada kulit tubuhnya. Duri pada
teripang merupakan rangka yang mengandung zat kapur. Panjang dan berat
teripang pasir (H. scabra) adalah 25-35 cm dengan berat 0,25-0,35 kg (Sendih

dan Gunawan, 2006).

Gambar 2. Teripang Pasir H. scabra (Aras, 2013).
2.2.2 Bahan Aktif Teripang Pasir (H. scabra)

Teripang memiliki kandungan senyawa bioaktif yang potensial
diantaranya terkandung senyawa steroid (Raini et al. 2010), Terpenoid
(Roihanah et al. 2012), senyawa fenil propanoid dari golongan eskulin sebagai
pengaturan tumbuh dan pertahanan terhadap penyakit (Suhermanto et al. 2013).
Melalui identifikasi kandungan metabolit sekunder dapat dikehatui kandungan
senyawa bioaktif baru dari bahan alam. Metabolit sekunder adalah senyawa
metabolit yang tidak esensial bagi pertumbuhan organisme dan ditemukan dalam
bentuk yang unik atau berbeda-beda antara spesies yang satu dan lainnya
(Rasyid, 2012).

Metabolit sekunder yang diperoleh dari menggunakan ekstrak polar H.

scabra adalah glikosida triterpen sulfat, scabraside A dan B dan mereka memiliki
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sitotoksisitas. Glikosida triterpen adalah metabolit sekunder yang dominan pada
teripang (holothurians) dan bertanggung jawab atas toksisitas. Glikosida ini telah
dilaporkan memiliki spektrum yang luas dari efek biologis, termasuk sitotoksik,
antijamur, hemolitik, dan aktivitas imunomodulator. Lebih dari 100 dari glikosida
tersebut telah dijelaskan, dan mayoritas adalah lanosterol tipe triterpen dengan
18 lakton dan rantai gula terkait dengan C-3 dari aglikon (Dhinakaran dan Lipton,
2014).
2.2.3 Aktivitas Antimikroba

Menurut Pranoto et al. (2012), H. scabra yang diekstrak dengan berbagai
pelarut akan menghasilkan senyawa sesuai dengan tingkat kepolarannya. Pada
pelarut metanol akan mengambil senyawa yang bersifat polar, etil asetat akan
mengambil senyawa yang bersifat semi polar dan heksan akan mengambil
senyawa yang bersifat non polar dari sampel. Senyawa yang terkandung dan
diduga berperan sebagai antijamur dalam H. scabra adalah alkaloid, saponin dan
triterpen seperti yang ada pada ekstrak metanol. Ekstrak etil asetat hanya
mengandung saponin dan triterpen sehingga aktivitas antijamurnya lebih kecil
dari pada ekstrak metanol. Menurut Halim dan Zubaidah (2013), sifat antimikroba
merupakan suatu kemampuan antagonistik suatu senyawa Kkimia untuk
menghambat pertumbuhan mikroba yang tidak diinginkan. Aktivitas antimikroba
terhadap bakteri dapat dikelompokkan menjadi dua yaitu bakteriostatik dan
bakteriosidal.  Bakteriostatik merupakan aktivitas antibakterial dalam
menghambat pertumbuhan bakteri. Sedangkan bakteriosidal merupakan aktivitas
antibakteri dalam membunuh bakteri (Pelczar dan Chan, 1986).

Menurut Rohaniah et al. (2013), secara umum golongan Triterpenoid
mampu merusak membran sel, menginaktifkan enzim dan mendenaturasi protein

sehingga dinding sel mengalami kerusakan karena penurunan permeabilitas .
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Perubahan permeabilitas membran sitoplasma memungkinkan ion-ion organik
yang penting masuk ke dalam sel sehingga berakibat terhambatnya
pertumbuhan bahkan hingga mematikan sel. Menurut Nuria et al. (2009),
mekanisme kerja saponin sebagai antibaktei adalah menurunkan tegangan
permukaan sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel
dan mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar. Efek utama saponin
terhadap mikroba adalah adanya pelepasan protein dan enzim dari dalam sel
(Hardiningtyas, 2009). Menurut Gholib (2009) dalam Sari et al.(2014), alkaloid
merupakan senyawa yang bersifat antimikroba, yaitu dapat menghambat DNA
serta RNA polymerase, menghambat respirasi sel, selain itu alkaloid merupakan

activator kuat bagi sel imun yang menghancurkan bakteri, virus, dan sel kanker.

2.3 Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah pemisahan satu atau beberapa bahan dari suatu
padatan atau cairan dengan menggunakan bantuan pelarut. Proses pemisahan
berdasarkan kemampuan larut yang berbeda dari komponen — komponen yang
ada dalam campuran. Suatu proses ekstraksi biasanya melibatkan tahap-tahap
berikut (Novia et al. 2009) :

a. Pencampuran bahan ekstraksi dengan pelarut dan membiarkannya saling
kontak. Dalam hal ini terjadi perpindahan massa secara difusi pada
bidang antar muka bahan ekstraksi dengan pelarutnya. Dengan demikian
terjadi pelarutan ekstrak.

b. Memisahkan larutan ekstrak dari rafinat (residu ekstraksi) yaitu bahan
ekstraksi setelah diambil ekstraknya

c. Mengisolasi ekstrak dari larutan ekstrak dan mendapatkan kembali

pelarut, umumnya dilakukan dengan menguapkan pelarut. Dalam hal-hal
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tertentu larutan ekstrak dapat langsung diolah lebih lanjut atau diolah

setelah dipekatkan.

Proses ekstraksi terdiri dari penghancuran bahan, penimbangan,
perendaman dengan pelarut, penyaringan, dan tahap pemisahan. Menurut Putra
et al. (2014), maserasi adalah proses perendaman sampel untuk menarik
komponen yang diinginkan dengan kondisi dingin diskontinyu. Keuntungannya
yakni lebih praktis, pelarut yang digunakan lebih sedikit, dan tidak memerlukan
pemanasan, tetapi waktu yang dibutuhkan relatif lama.

Pada proses ekstraksi pelarut memegang peranan penting karena
mempengaruh keberhasilan atau tidaknya suatu proses ekstraksi. Jenis pelarut
yang biasa digunakan meliputi etanol, metanol, etil asetat, heksana dan air.
Penentuan jenis pelarut bergantung pada polaritas dan gugus polar dari sifat
kandungan senyawa yang akan di isolasi (Septiana dan Asnani, 2012). Pada
umumnya pelarut memilki dua sifat yaitu polar, semi polar, dan non polar. Berikut
daftar jenis pelarut dan sifatnya sebagai pengikat senyawa bioaktif:

Tabel 1. Pelarut dan sifatnya sebagai pengikat senyawa bioaktif

Pelarut Sifat Bioakiif
Metanol, etanol Polar Fleltvonmd,_sapqnm,.
triterpenoid, glikosida
Etil asetat, aseton Semi polar Alkaloid, glikon, aglikon
Heksana, petroleum eter Nonpolar Tannin, steroid, karotenoid

Sumber : Septiana dan Asnani, (2012).

2.4 Uji Efektivitas Antibakteri Secara In Vitro
2.4.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Menurut Forbes et al. (2002) dalam Purnamasari et al. (2010), Minimum
Inhibitor Concentration (MIC) adalah konsentrasi (presentase kandungan bahan
dalam satu larutan) terendah dari sebuah antibakteri yang menghambat

pertumbuhan dan sebuah mikroorganisme setelah diinkubasi. Metode pengujian
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Minimum Inhibitory Concentration (MIC) berdasarkan penelitian sebelumnya oleh
Ibrahim et al. (2013), dilakukan dengan menggunakan metode serial tube dilution
yaitu dengan membuat ekstrak berkonsentrasi pada media cair MHB (Muller Hilton
Broth). Tabung reaksi yang digunakan sebagai wadah di isi MHB sebanyak 4,5 ml
lalu ditambahkan 0,5 ml ekstrak secara berseri dengan konsentrasi yang berdeda-
beda pada masing-masing tabung lalu diinokulasi bakteri dengan kepadatan 10’
cfu/ml, kemudian di inkubasi selama 24 jam. Tahap pengamatan meliputi penentuan
ekstrak yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri, pengukuran zona hambat
dan konsentrasi terendah yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Nilai MIC
ditunjukkan oleh konsentrasi terendah yang menunjukkan tidak ada pertumbuhan
bakteri (jernih) (Sumino et al. 2013).

Uji Minimum inhibitory concentration (MIC) didapatkan dengan pengujian
metode micro broth dilution juga ditinjau oleh Nursidika et al. (2014), yaitu
menggunakan microplate dan media brain heart infussion (BHI) broth (OXOID
CM1135). Pada kolom pertama yaitu sebanyak 100 uL BHI broth dimasukkan ke
dalam pelat mikro sebagai kontrol negatif. Suspensi mikrob sebanyak 5 pL
ditambahkan ke dalam 10 mL BHI broth kemudian diaduk dengan alat vorteks.
Sebanyak 100 pL campuran tersebut dimasukkan ke dalam pelat mikro pada kolom
kedua sampai kedua belas. Pada kolom ke-12, ditambahkan 100 pL larutan ekstrak
kemudian dihomogenkan, diambil sebanyak 100 pL kemudian dipindahkan ke
kolom ke-11. Pengenceran terus dilakukan sampai pada kolom ketiga yang akan
memiliki konsentrasi terkecil. Pelat diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam
kemudian diamati bagian yang jernih (tidak ada pertumbuhan mikrob). Konsentrasi
terkecil tidak terlihat pertumbuhan mikrob ditetapkan sebagai MIC. Sebanyak 5 uL
alikuot dari setiap bagian yang jernih dipindahkan dalam nutrien agar dan diinkubasi

pada suhu 37 °C selama 24 jam kemudian diamati. Konsentrasi terendah tidak
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terlihat pada pertumbuhan mikrob ditetapkan sebagai minimum killing concentration
(MKC).

2.4.2 Uji Cakram

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram pada
umumnya bertujuan untuk mengontakkan senyawa aktif dengan media dan mikroba
uji (Marliana dan Saleh, 2011). Tahapan pada metode Kirby-Bauer atau yang lebih
dikenal dengan sebutan metode kertas cakram adalah setiap kertas cakram kosong
dipanaskan terlebih dahulu dalam oven pada suhu 70°C selama 15 menit. Ukuran
diameter kertas cakram yang biasa digunakan adalah 0,5 cm (Mulyadi et al. 2013).
Setelah kertas cakram dioven kertas cakram dicelupkan ke dalam larutan uji hingga
seluruh permukaan basah. 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. Jumlah kertas
cakram yang diletakkan dalam satu cawan petri berisi £6-7 buah, dan masing-
masing jarak antara cakram diatur supaya tidak terlalu dekat (Noverita et al. 2009).

Hasil uji aktivitas antibakteri pada kertas cakram dapat dilihat setelah masa
inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C (Marliana dan Saleh, 2011). Besar
kecilnya pengaruh antibakteri ditunjukan pada luas diameter zona bening yang
berada disekitar kertas cakram yang memiliki konsentrasi tertentu. Konsentrasi
terkecil dari sampel yang mampu menghambat bakteri yang diinokulasikan dengan
terbentuknya zona bening merupakan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
dari sampel tersebut (Mulyadi et al. 2013). Menurut Suryawiria, (2005), klasifikasi
respon hambat pertumbuhan bakteri dapat di kelompokkan menjadi empat respon,

yaitu sebagai berikut (Tabel 2).
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Respon Hambatan
Pertumbuhan
Lemah
Sedang
Kuat
Sangat Kuat

Diameter Zona Bening
(mm)
<5
5-10
10-19

ANm<

Tabel 2. Respon hambat pertumbuhan bakteri
No.

Sumber : Suryawiria, (2005).
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3.1

3. MATERI DAN METODE PENELITIAN

Materi Penelitian

3.1.1 Alat-alat Penelitian

Berikut daftar alat beserta fungsinya yang digunakan dalam penelitian ini

tercantum pada Tabel 3, sedangkan gambar alat penelitian disajikan pada

Lampiran 1.

Tabel 3. Alat Penelitian

No. Alat Fungsi

1. Pisau atau Gunting Sebagai pemotong teripang pasir

2. Baskom Sebagai tempat teripang pasir

3.  Timbangan Digital Sebagai penimbang berat media TSB
dan TCSBA yang dibutuhkan

4, Erlenmeyer Sebagai wadah pembuatan media
TSB, dan TCBSA

5. Gelas Ukur Sebagai pengukur volume larutan

6. Cawan Petri Sebagai wadah pengkulturan bakteri

7. Spatula Sebagai alat penghomogen larutan

8. Tabung Reaksi Sebagai tempat reinokulasi dan uji MIC

9. Autoclave Sebagai tempat sterilisasi alat dan
media yang akan digunakan

10. Rotary vacum evaporator Sebagai alat untuk mendapatkan
ekstrak kasar teripang pasir

11. Cotton Swab Sebagai penggores bakteri pada media
TCBS saat hendak uji cakram

12. Toples Kaca Sebagai wadah perendaman atau
maserasi teripang pasir

13. Hotplate Sebagai pemanas media TSB, dan
TCBSA hingga homogen

14. Lemari Pendingin Sebagai tempat penyimpanan bahan-
bahan penelitian

15. Vortex Sebagai alat penghomogen larutan

16. Mikro Pipet Sebagai alat pengambil larutan dalam
skala kecil

17. Magnetic Stirer Sebagai alat bantu menghomogenkan
larutan

18. Pipet tetes Mengambil larutan dalam skala kecil

19. Jangka Sorong Mengukur diameter zona bening pada
uji cakram

20. Pinset Mengambil dan meletakkan kertas
cakram pada proses uji cakram

21. Inkubator Tempat penyimpanan bakteri pada
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suhu optimal untuk pertumbuhan

3.1.2 Bahan-bahan Penelitian

Berikut daftar bahan beserta fungsinya yang digunakan dalam penelitian

ini tercantum pada Tabel 4.

Table 4. Bahan Penelitian

No. Bahan Fungsi
1 Teri , Sebagai bahan dasar pembuatan
' eripang Pasir : .
ekstrak teripang pasir
. Sebagai bahan yang akan diuji
2. Egzg:ak M kemampuan daya hambatnya
terhadap pertumbuhan bakteri
3 Bakteri V. Sebagai bahan uji daya hambat

Etanol 96%

Alkohol 90%
TSB (Triptycase

Soy Broth)
7. Tali kasur
8. Tissue
9. DMSO, 10%
10. Kapas
11. Kertas Saring
12. Akuades
13. Alumunium Foil
14. Spiritus
15. Kertas Koran
16. Kertas Cakram
17. Kertas Label
18. Sarung Tangan
19. TCBSA

parahaemolyticus

pertumbuhan

Sebagai pelarut teripang pasir
saat proses perendaman
Sebagai pengkondisian aseptis
Sebagai media tumbuh bakteri
dalam bentuk cair

Sebagai pengikat alat saat
proses sterilisasi

Sebagai pembersih alat yang
akan dan telah digunakan
Sebagai larutan  pengencer
ekstrak teripang pasir

Sebagai penutup mulut tabung
reaksi dan erlenmeyer

Sebagai penyaring etanol saat
proses maserasi teripang pasir
Sebagai pelarut dalam
pengenceran bakteri

Sebagai penutup mulut tabung
reaksi dan erlenmeyer

Sebagai bahan bakar pada
bunsen

Sebagai pembungkus alat yang
akan disterilisasi

Sebagai bahan untuk
mengetahui besar daya hambat
ekstrak teripang pasir

Sebagai penanda alat yang
digunakan

Sebagai penutup tangan

Sebagai media hidup bakteri saat
akan dilakukan pengujian daya
hambat ekstrak teripang pasir.
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3.2 Metodologi Penelitian
3.2.1 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
ekperimen. Penelitian eksperimen merupakan suatu percobaan yang selalu
dilakukan dalam kondisi dimana satu atau beberapa variabelnya dapat dikontrol
(variable tetap dan bebas) (Nasution, 2012). Tujuan dari eksperimen adalah
untuk menemukan faktor-faktor penyebab dan akibat yang tibul dari interaksi
variable-variabel. Pengambilan data interaksi variable dilakukan melalui
observasi langsung, yaitu pengamatan secara langsung gejala-gejala objek
penelitian dalam situasi sebenarnya maupun situasi buatan dalam rangka
pengujian hipotesis (Surachmad, 1978).
3.2.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
rancangan acak lengkap (RAL). Pada RAL bahan percobaan yang digunakan
harus bersifat homogen, baik dari segi makhluk hidup (hewan dan tumbuhan)
yang digunakan sebagai bahan percobaan maupun tempat melakukan
percobaan (Tanujaya, 2013).

Berikut model RAL yang digunakan :

[ Y=pu+1+¢ }

Keterangan :

M = nilai rerata harapan (mean)
T = pengaruh faktor perlakuan
€ = pengaruh galat
Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa pemberian ekstrak

kasar teripang pasir (H. scabra) dengan perlakuan dosis yang berbeda-beda
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pada bakteri V. parahaemolyticus. Dasar penelitian ini adalah penelitian

pendahuluan untuk mengetahui dosis daya hambat yang tepat dalam

penggunaan ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra). Pada penelitian ini terdapat

4 perlakuan dengan 3 ulangan. Berikut denah penelitian disajikan pada Gambar

3.

Keterangan :
Perlakuan A :

Perlakuan B :

Perlakuan C :

Perlakuan D :

1,2, dan 3

Kontrol positif :

Kontrol negatif :

Gambar 3. Denah Rancangan Penelitian

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media dan
diletakkan kertas cakram mengandung ekstrak kasar teripang
pasir H. scabra berkonsentrasi 250 ppt.

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media dan diletakkan
kertas cakram mengandung ekstrak kasar teripang pasir H.
scabra berkonsentrasi 275 ppt.

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media dan diletakkan
kertas cakram mengandung ekstrak kasar teripang pasir H.
scabra berkonsentrasi 300 ppt.

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media dan diletakkan
kertas cakram mengandung ekstrak kasar teripang pasir H.
scabra berkonsentrasi 325 ppt.

Sebagai ulangan

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media dengan
diberikan ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) murni.

Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media tanpa diberikan
ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra).
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Tahapan Penelitian

3.3.1 Persiapan Penelitian

a.

Sterilisasi Alat dan Media

Sterilisasi pada alat dan media dimaksudkan untuk menghindari

kontaminasi dari mikroorganisme yang tidak diinginkan atau suatu bentuk

pemusnahan terhadap mikroorganisme yang tidak diinginkan. Berikut alat

dan media yang akan disterilisasi menggunakan autoclave diantaranya

adalah cawan petri, tabung reaksi, Erlenmeyer, TCBSA, dan TSB.

Sedangkan alat-alat yang disterilisasikan hanya menggunakan pijaran api

pada busen adalah jarum ose dan spatula.

Berikut tahapan sterilisasi alat dan media menggunakan autoclave :
Alat-alat seperti cawan petri, tabung rekasi dan erlenmeyer dicuci terlebih
dahulu menggunakan sabun antibakteri. Kemudian alat-alat tersebut
dikeringkan, setelah kering dilakukan pembungkusan alat menggunakan
kertas koran dan diikat menggunakan tali kasur. Sebelum dilakukan
pembungkusan menggunakan koran, alat seperti tabung reaksi dan
erlenmeyer pada ujungnya ditutup terlebih dahulu menggunakan kapas.
Sedangkan media seperti TCBSA, dan TSB sebelumnya telah diletakkan
pada erlenmeyer yang telah disterilisasi dan ujung erlenmeyer telah
tertutup rapat dengan kapas dan aluminium foil.

Memastikan ketersediaan akuades pada autoclave. Apabila jumlah
akuades tidak sampai menutup konduktor maka harus ditambahkan
akuades agar proses sterilisasi dapat belangsung cepat. Setelah jumlah
akuades cukup untuk menutupi konduktor, tempat berbahan stainless
steel diletakkan tepat diatas konduktor untuk meletakkan alat-alat dan

media yang akan disterilisasi.



22

e Alat dan media dimasukkan kedalam autoclave, setelah itu autoclave
ditutup dengan cara mengunci baut yang berada pada disekeliling
autoclave secara diagonal. Penutupan secara diagonal dimaksudkan
agar dapat terkunci dengan benar dan rapat.
e Autoclave disambungkan pada aliran listrik, setelah itu dapat ditunggu
hingga suhu 121°C dan tekanan antara 15-17,5 psi (pound per square
inci) atau 1 atm selama 1 jam.
e Autoclave dapat dimatikan. Ditunggu hingga uap pada klep keluar dan
tekanan pada autoclave menurun. Apabila tekanan pada autoclave telah
menurun yaitu pada tekanan O psi, maka autoclave dapat dibuka secara
diagonal.
e Alat dan media yang telah disterilkan dapat diambil. Untuk alat berupa
erlenmeyer, tabung raksi dan cawan petri yang nantinya akan digunakan
dapat disimpan terlebih dahulu pada lemari penyimpanan yang telah
diaseptiskan menggunakan alkohol 90%. Sedangkan media berupa
TCBSA, dan TSB dapat disimpan pada lemari pendingin atau kulkas.
Sedangkan prosedur untuk sterilisasi alat berupa jarum ose dan
spatula menggunakan pijaran api pada bunsen adalah sebagai berikut :

o Bunsen yang telah terisi spiritus disiapkan. Pastikan spiritus menutupi
sumbu agar api dapat bertahan lama.

¢ Pada ujung sumbu, api dinyalakan.

e Jarum ose dan spatula pada bagian ujung yang akan digunakan
dibakar di atas api bunsen hingga berpijar. Sebelumnya jarum ose
dan spatula telah dicuci menggunakan sabun antibakteri terlebih

dahulu.
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b. Pembuatan Ekstrak Teripang Pasir (H. scabra)

Teripang pasir (H. scabra) merupakan kekayaan sumberdaya laut
yang dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri, dimana kandungan bioaktif
yang terkandung diantara berupa senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
steroid, dan triterpen. Oleh karena itu diperlukannya proses ekstraksi yang
dapat memisahkan senyawa bioaktif yang dihasilkan dalam tubuh sehingga
dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri. Proses ekstraksi teripang pasir (H.
scabra) dapat dilihat pada Lampiran 2.

Tahapan proses ekstraksi teripang pasir (H. scabra) diantaranya
meliputi penyedian teripang pasir yang masih dalam kondisi segar sebanyak
10 kg, pembersihan teripang pasir dari pasir yang terdapat di bagian dalam
tubuh teripang, dan mengeringkan teripang pasir H. scabra dibawah paparan
sinar matahari langsung. Setelah teripang pasir mengering, maka tahapan
selanjutnya adalah proses maserasi atau perendaman.

Pada proses maserasi atau perendaman teripang pasir (H. scabra)
menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak 1.12 liter untuk 560 gram berat
teripang pasir kering. Proses maserasi berlangsung selama 2x24 jam
dengan 1 kali penggantian pelarut etanol 96% yang dilakukan tiap 24 jam.
Penggantian etanol 96% setelah 24 jam dilakukan dengan cara menuangkan
ke sebuah wadah yang diberi kertas saring. Kemudian ekstrak etanol 96%
tersebut diuapkan menggunakan rotary evaporator vacum untuk
menghilangkan kadar etanol sehingga didapatkan ekstrak kasar teripang
pasir 23,58 gram. Apabila ekstrak belum mencapai kepekatan maka langkah

selanjutnya adalah proses penguapan pada waterbath.
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C. Pembuatan Media Hidup Bakteri V. parahaemolyticus
o Media Tryptone Soya Broth (TSB)

Pembuatan media TSB dimaksudkan sebagai media hidup bakteri
atau media reinokulasi bakteri V. parahaemolyticus yang sebelumnya ada
pada media TCBSA miring. Bahan-bahan yang diperlukan diantaranya 0,3
gram media TSB, 0,0075 gram KCI, 0,069 gram MgSO,, dan 0,18 gram
NaCl, serta akuades sebanyak 10 ml. Setelah bahan-bahan yang dibutuhkan
telah siap, maka langkah selanjutnya adalah menyiapkan erlenmeyer steril
sebagai tempat penghomogen media dengan akuades. Proses
penghomogenan dilakukan diatas hot plate dan bibantu dengan magnetic
stirrer untuk mengaduk larutan media TSB selama +15 menit. Sebelum
dipanaskan diatas hot plate, erlenmeyer telah ditutup rapat dengan kapas
dan aluminium foil. Setelah homogen larutan media TSB dapat disterilisasi
dalam autoclave dengan suhu 121°C selama 15-20 menit, hal ini
dimaksudkan untuk mencegah terjadinya kontaminasi.

Kemudian media TSB yang telah steril dapat dituangkan ke dalam
tabung reaksi. Media TSB yang telah siap dapat langsung digunakan untuk
mengreinokulasi bakteri V. parahaemolyticus sebanyak satu atau dua ose
dari agar miring.

o Media Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar (TCBSA)

Pembuatan media TCBSA dalam 280 ml akuades dibutuhkan bubuk
TCBSA sebanyak 24,64 gram, KCI 0,21 gram, MgSO,4 1,94 gram, dan NaCl
5,15 gram. Semua bahan yang telah siap dapat dituangkan ke dalam
erlenmeyer steril untuk dilarutkan kedalam akuades. Setelah itu dilakukan
proses penghomogenan diatas hotplate. Waktu yang dibutuhkan untuk

proses penghomogenan 15 menit. Setelah homogen, TCBSA dituangkan ke
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dalam 14 cawan petri, setiap cawan petri berisikan 20 ml media TCBSA.
Media TCBSA vyang telah siap dapat langsung digunakan untuk
mengreinokulasi bakteri V. parahaemolyticus dan melakukan uji ekfektifitas
antibakteri atau uji cakram.

d. Reinokulasi Bakteri V. parahaemolyticus

Menginokulasi ulang bakteri V. parahaemolyticus dengan media
TCBSA miring bertujuan untuk memperbarui kebutuhan nutrient yang
dibutuhkan bakteri untuk tumbuh atau regenerasi. Inokulan murni bakteri V.
parahaemolyticus yang sebelumnya didapatkan dari Balai Karantina lkan
Semarang diambil secara aseptis menggunakan jarum ose sebanyak satu
ose dari TCBSA miring. Kemudian dipindahkan kedalam media TCBSA
miring yang baru dengan metode zig zag. Setelah itu tabung reaksi ditutup
hingga rapat agar tidak terjadi kontaminasi dengan bakteri lain.

Peremajaan bakteri pada media TCBSA miring dilakukan dalam
incubator selama 24 jam dengan suhu 37°C. Pertumbuhan bakteri pada
media TCBSA miring akan terlihat keruh pada permukaan media setelah 24
jam. Setelah tumbuh, bakteri dalam media dapat disimpan pada lemari
pendingin. Hasil identifikasi bakteri V. parahaemolyticus dapat dilihat pada
Lampiran 3.

e. Kultur Bakteri V. parahaemolyticus

Kultur bakteri pada media Tryptone Soya Broth (TSB) bertujuan untuk
menumbuhkan sel bakteri yang muda (regenerasi) sehingga mampu
beradaptasi pada media baru. Inokulan bakteri V. parahaemolyticus yang
ada pada media Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose Agar (TCBSA) miring
diambil menggunakan jarum ose sebanyak satu ose. Satu ose bakteri V.

parahaemolyticus dimasukkan kedalam 10 ml media TSB pada tabung
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reaksi secara aseptis. Kemudian dilakukan pengocokkan tabung reaksi
berisikan TSB dan bakteri V. parahaemolyticus menggunakan vortex agar
bakteri tidak membentuk koloni.

Setelah V. parahaemolyticus tercampur merata pada TSB, langkah
selanjutnya adalah mengikubasi selama 24 jam dengan temperature 37°C.
Tujuan dilakukan inkunbasi adalah untuk mengkondisikan lingkungan pada
suhu optimum pertumbuhan bakteri sehingga bakteri dapat tumbuh dengan
baik. Pertumbuhan bakteri dalam TSB dapat terlihat apabila menjunjukan
kekeruhan pada media TSB.

f. Menentukan Kepadatan Bakteri V. parahaemolyticus (Metode
Pengenceran)

Pada pengenceran bakteri dibutuhkan larutan NacCl fisiologis 0,9%.
Pembuatan NaCl fisiologis 0,9% menggunakan rumus 0,9 x Zkebutuhan
aquades (10 ml/tabung reaksi). Kemudian dilakukan sterilisasi pada NaCl
fisiologis 0,9%. Setelah NaCl fisiologis 0,9% telah siap langkah selanjutnya
adalah 1 ml media TSB yang berisikan koloni bakteri uji di ambil
menggunakan pipet tetes, kemudian diinokulasikan dalam larutan NacCl
fisiologis 0,9% sebanyak 9 ml. Setelah itu kekeruhannya diseragamkan
dengan menggunakan standar McFarland 0,5 (kepadatan bakteri 1,5 x 10’
cfu/ml) pada latar belakang hitam dan cahaya terang. Dengan demikian
didapatkan kepadatan bakteri V. parahaemolyticus yang diinginkan untuk
melakukan uji aktivitas antibakteri. Apabila kepadatan bakteri belum
mencapai kepadatan yang diinginkan maka dapat dilakukan pengenceran
bertingkat yaitu dengan cara menginokulasikan bakteri yang sebelumnya
ada pada tabung reaksi pertama ke dalam tabung reaksi berikutnya yang
berisikan NaCl fisiologis 0,9%. Pengulangan pengenceran kepadatan bakteri

dapat dilakukan hingga memperoleh kepadatan yang diinginkan.
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g. Menghitung Dosis Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H. scabra)
Perhitungan dosis dapat dilakukan setelah penentuan stok ekstrak
kasar teripang pasir (H. scabra). Stok ekstrak didapatkan dari penimbangan
ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) yang kemudian dilarutkan dengan
DMSO,. Jumlah stok ekstrak ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) harus
melebihi dosis yang dibutuhkan. Berikut rumus perhitungan dosis yang

diinginkan :

Vi XNy =V, XN,

Keterangan :

V, = volume larutan yang di inginkan

N, = konsentrasi yang di inginkan

V, = volume larutan yang di cari

N, = konsentrasi stok ekstrak kasar

Perhitungan dosis ekstrak teripang pasir (H. scabra) dapat dilihat
pada Lampiran 4.
3.3.2 Uji Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

Uji MIC dillakukan untuk mengetahui konsentrasi hambat minum suatu
agen antimikroba yang terkandung dalam ekstak teripang pasir (H. scabra)
sebagai penghambat pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus. Pada uji MIC
terdapat 8 tabung reaksi yang dipersiapkan dengan berisikan media TSB steril
sebanyak 4 ml. Kemudian tiap tabung tersebut diberi isolat bakteri sebanyak 1
ose. Setelah itu dilakukan pemberian ekstrak kasar sebanyak 1 ml dengan dosis
yang berbeda-beda, diantaranya adalah 50 ppt; 100ppt; 150 ppt; 200ppt; 250ppt;
300 ppt; serta tabung kontrol negatif dan positif yang berisikan ekstrak kasar
murni. Semua tabung reaksi yang telah siap uji disimpan dalam inkubator selama

24 jam. Pengamatan MIC dilakukan dengan pengamatan kualitatif yakni dengan
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melihat kekeruhan pada media uji. Selain itu di cari nilai absorbansinya
menggunakan spektrofotometer pada tiap tabung uji.

3.3.3 Uji Cakram

Metode uji cakram dimaksudkan untuk mengetahui daya hambat
antibakteri terhadap bakteri yang diujikan. Tahapan melakukan uji cakram adalah
mempersiapkan media TCBSA sebagai media hidup bakteri uji, bakteri uji V.
parahaemolyticus berkepadatan 10°, dan mempersiapkan ekstrak kasar teripang
pasir (H. scabra).

Berikut tahapan pelaksanaan uji cakram untuk mengetahui efektivitas

antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji :

e Cawan petri yang telah berisikan media TCBSA disiapkan.

e Pengolesan V. parahaemolyticus berkepadatan 10" pada media
TCBSA menggunakan cotton swab dengan metode zig zag.
Pengolesan dilakukan sebanyak 3 kali untuk mendapatkan
pertumbuhan yang merata.

o Kertas cakram diletakkan diatas media TCBSA. Kertas cakram
sebelumnya telah direndam dalam ekstrak kasar teripang pasir
dengan masing-masing dosis 250 ppt, 275 ppt, 300 ppt, 325 ppt
selama 10-15 menit.

o Pengolesan isolat bakteri V. parahaemolyticus dan peletakan kertas
cakram baik pada media maupun ekstrak harus dalam keadaan steril
atau aseptis untuk menghindari terjadinya kontaminasi.

e Disimpan dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 35°C.

o Daya hambat pertumbuhan bakteri dapat dilihat adanya zona bening
disekitar kertas cakram. Pengukuran diameter zona bening dapat

dilakukan menggunakan jangka sorong.
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3.4 Parameter Uji
3.4.1 Parameter Utama

Parameter utama dalam penelitian ini merupakan hasil dari daya hambat
ekstrak teripang pasir terhadap laju pertumbuhan hidup bakteri V.
parahaemolyticus yang ditandai dengan diameter zona bening disekitar kertas
cakram yang telah ditumbuhi bakteri V. parahaemolyticus.
3.4.2 Parameter Penunjang

Parameter penunjang pada penelitian ini adalah lamanya waktu

perendaman kertas cakram dalam ekstrak teripang pasir (H. scabra).

3.5 Analisis Data

Analisis data hasil penelitian dilakukan dengan pengujian statistik
menggunakan analisis keragaman atau uji F (ANOVA) sesuai dengan rancangan
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Apabila data sidik ragam
memperlihatkan pengaruh berbeda nyata maka untuk membandingkan nilai antar
perlakuan dilakukan uji beda nyata terkecil (BNT). Kemudian dilanjutkan
perhitungan polynomial orthogonal untuk mengetahui hubungan (regresi) antara

perlakuan dengan nilai yang dihasilkan.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji MIC (Minimum Inhibitor Concentration)

Uji Minimum Inhibitor Concentration (MIC) pada ekstrak kasar
teripang pasir (H. scabra) sebagai antibakterial dalam berbagai
konsentrasi (ppt) bertujuan untuk mengetahui konsentrasi minimum daya
hambat pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus. Menurut Forbes et al.
(2002) dalam Purnamasari et al. (2010), Minimum Inhibitor Concentration
(MIC) adalah konsentrasi (presentase kandungan bahan dalam satu
larutan) terendah dari sebuah antibakteri yang menghambat pertumbuhan
mikroorganisme setelah di inkubasi. Berdasarkan hasil pengamatan
setelah 24 jam di inkubasi dapat terlihat perubahan warna bening pertama

kali pada Gambar 4.

Gambar 4. Hasil Pengamatan Uji MIC Secara Visual Setelah Masa
Inkubasi 24Jam (A. Kontrol positif, B. Kontrol Negatif, C. 50ppt, D. 100ppt,
E. 150ppt, F. 200ppt, G. 250ppt, H. 300ppt)

Hasil uji MIC dengan cara pengamatan perubahan warna pertama

kali menunjukkan bahwa dosis 250 ppt sudah terlihat bening, sehingga
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dapat disimpulkan dosis tersebut mulai dapat menghambat pertumbuhan bakteri
V. parahaemolyticus. Namun, keakuratan uji MIC juga dilihat dari tingkat
absorbansinya menggunakan sprektrofotometer. Menurut Blanc dan Michel
(2001), tingkat kekeruhan dari hasil pengamatan uji MIC secara visual sangatlah
sulit untuk dibedakan sehingga diperlukan pengamatan lain menggunakan
spektrofotometer. Berikut hasil dari uji MIC menggunakan sprektofotometer
tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Uji MIC (Minimum Inhibitor Concentration) dengan Perlakuan
Dosis Ekstrak Kasar Teripang Pasir yang Berbeda-beda.

No. Konsentrasi (ppt) Absorbansi Warna
1. 300 1.533 Bening
2. 250 2.318 Bening
3. 200 2.328 Keruh
4. 150 2.429 Keruh
5. 100 2.439 Keruh
6. 50 2.471 Keruh
7. Kontrol (-) 2.555 Keruh
8. Kontrol (+) 1.347 Bening

Keterangan :

Perlakuan no. 1-6 . Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media TSB

dengan diberikan ekstrak kasar teripang (H. scabra) pasir
sesuai dosis perlakuan.

Konsentrasi 250 ppt : Konsentrasi 250 ppt mampu menghambat pertumbuhan
bakteri V. parahaemolyticus.

Kontrol (-) : Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media TSB
tanpa diberikan ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra).

Kontrol (+) : Bakteri V. parahaemolyticus ditanam pada media TSB
dengan diberikan ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra)
murni.

Hasil uji MIC menggunakan spektrofotometer UV dengan panjang
gelombang 517 nm menunjukan bahwa nilai absorbansi pada konsentrasi 300
ppt mendekati nilai kontrol positif hal tersebut dapat dipastikan bahwa dosis
tersebut efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus.
Serta tidak menutup kemungkinan pada konsentrasi 250 ppt juga efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri dikarenakan pada saat pengamatan visual

pertama kali setelah di inkubasi 24 jam media tampak bening. Menurut Tanjung
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et al. (2008), semakin jernih larutan maka nilai OD juga semakin rendah hal ini
disebabkan karena nilai OD yang terbaca spektrofotometer merupakan nilai

banyaknya partikel ekstrak dan bakteri yang terserap oleh spektrofotometer.

4.2 Uji Cakram

Pada uji cakram diberikan perlakuan dosis terendah 250 ppt dan
perlakuan dosis diatas 300 ppt berdasarkan dari hasil uji MIC maka didapatkan
dosis sebagai berikut 250 ppt, 275 ppt, 300 ppt, dan 325 ppt. Berdasarkan hasil
pengamatan diameter zona bening selama penelitian berlangsung, pada setiap
cawan dengan dosis berbeda-beda memiliki diameter zona bening yang
berbeda-beda pula. Hal ini disebabkan karena pemberian dosis yang berbeda-
beda, apabila dosis yang diberikan semakin tinggi maka semakin tinggi aktivitas
senyawa antibakteri sehingga diperoleh diameter zona bening yang semakin
besar. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Pelczar dan Chan (1986), bahwa
semakin tinggi konsentrasi suatu bahan antibakteri maka akivitas antibakterinya
semakin kuat. Hal ini dapat dikatakan bahwa diameter zona hambat berbanding
lurus dengan tingkat konsentrasinya. Berikut data hasil pengamatan diameter
zona bening pada uji cakram dari ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra)
dengan perlakuan dosis 250 ppt, 275 ppt, 300 ppt, dan 325 ppt yang terpapar
dalam Tabel 6 :

Tabel 6. Hasil Rata-rata Pengamatan Zona Bening Setelah Pemberian
Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H.scabra) pada Bakteri V.

parahaemolyticus
Zona Bening (mm) Total h
Perlakuan 1 5 3 (mm) Rata-rata (mm)
A (250 ppt) 3.1 3.1 2.6 8.8 2.93
B (275 ppt) 4 3.15 3.3 10.45 3.48
C (300 ppt) 4.5 4.3 4.5 13.3 4.43

D(325ppt)  6.15 6.1 6.8 19.05 6.35
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Berdasarkan hasil yang ditunjukkan pada Tabel 6 mengenai respon
hambat suatu antibakteri melalui metode uji cakram dapat diketahui bahwa
respon hambat ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) terhadap pertumbuhan
bakteri V. parahaemolyticus pada dosis 250 ppt, 275 ppt, dan 300 ppt bersifat
lemah karena rata-rata dari ukuran diameter zona bening adalah kurang dari 5
mm. Sedangkan respon hambat ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) dalam
menghambat pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus memiliki nilai rata-rata
zona bening 6.35 mm yang berarti tergolong dalam kategori respon sedang. Hal
ini telah diperjelas oleh Suryawiria (2005), menyatakan bahwa respon hambat
suatu bahan aktif dapat dikelompokkan menjadi empat respon yang diantaranya
tertera pada Tabel 7.

Tabel 7. Klasifikasi Respon Hambat

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

2. 5-10 Sedang

3. 10-19 Kuat

4 > 20 Sangat Kuat

Sumber : Suryawiria (2005).
Berikut gambar pengamatan zona bening pada tiap-tiap perlakuan dosis

ekstrak kasar teripang pasir yang berbeda tersaji pada Gambar 5.

300 ppt 325 ppt

Gambar 5. Hasil Pengamatan Uji Cakram
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Adapula gambar hasil uji cakram tiap dosis perlakuan beserta ulangannya

tertera pada Lampiran 5. Setelah mengetahui rata-rata diameter zona bening

atau daya hambat suatu antibakteri, langkah selanjutnya adalah mengetahui

pengaruh dari perlakuan pemberian dosis yang berbeda dengan menghitung

sidik ragam. Berikut hasil perhitungan sidik ragam zona bening yang dihasilkan
dari pemberian ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) tertera pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil Perhitungan Sidik Ragam Diameter Daya Hambat Bakteri V.

parahaemolyticus
Sugbey db JK KT F.Hit. F5% F1%
Keragaman
Perlakuan 3 20.27 6.60722 59.3846° 4.07 7.59
Acak 8 091 0.11375
Total 11 21.175

Keterangan **) Berbeda sangat nyata

Pada hasil perhitungan sidik ragam menunjukan bahwa pemberian
konsentrasi ekstrak kasar teripang pasir (H.scabra) dalam menghambat
pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus memberikan pengaruh berbeda sangat
nyata. Hal tersebut dikarenakan nilai dari F hitung (39,06) lebih besar dari F tabel
5% (4.07) dan F tabel 1% (7.59).

Selain mengetahui nilai sidik ragam untuk mengetahui pengaruh dari
pemberian ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra), diperlukan juga nilai dari
hasil Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui perbedaan pengaruh
antara perlakuan. Berikut nilai uji Beda Nyata Terkecil (BNT) tertera pada Tabel
&),

Tabel 9. Hasil Uji Beda Nyata (BNT) Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H. scabra)
terhadap Diameter Daya Hambat Bakteri V. parahaemolyticus

Rata-rata A B C D Notasi
Perlakuan 2.93 3.48 4.43 6.35

A 2.93 - a

B. 3.48 0.55" - a

C 4.43 1.50** 0.95** - b

D. 6.35 3.42*%  2.87* 1.92* - c

Keterangan : ") tidak berbeda nyata ; **) sangat berbeda nyata
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Terlihat pada Tabel 9 bahwa perlakuan A tidak memberikan nilai yang
signifikan antara perlakuan sehingga diberi notasi a. Perlakuan B terhadap
perlakuan A memberikan nilai yang tidak berbeda nyata sehingga diberi notasi a.
Perlakuan C terhadap perlakuan A dan perlakuan B memberikan nilai yang
sangat berbeda nyata sehingga diberi notasi b. Sedangkan perlakuan D juga
memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap perlakuan A, perlakuan B,
dan perlakuan C sehingga diberi notasi c.
Selain itu diperlukannya mengetahui hubungan (regresi) antar perlakuan
dengan daya hambat melalui perhitungan polynomial orthogonal (lampiran 6).
Berikut grafik regresi diameter daya hambat yang dihasilkan dengan masing-

masing perlakuan tertera pada Gambar 6.

7
E 6 y=4.903 +0.032x
é 5 RZ=0.95
e —o—Poly.(Y-Values)

3 ==
E 2 —— Linear (Poly.(Y-Values))
g1
8 0 T T 1

250 275 300 325
Konsentrasi Ekstrak Kasar Teripang Pasir H. scabra (ppt)

Gambar 6. Hubungan Pemberian Dosis Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H.
scabra) dengan Diamater Daya Hambat yang Dihasilkan
Berdasarkan Gambar 6 terlihat hubungan antara perlakuan peningkatan
dosis ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) dengan daya hambat yang
dihasilkan menunjukan pola linier dengan persaman y = 4.903 + 0.032x dan
koefisien R? = 0.95. Hubungan antara pemberian ekstrak kasar teripang pasir (H.
scabra) dengan nilai dosis yang semakin meningkat dalam menghambat
pertumbuhan V. parahaemolyticus memberikan respon daya hambat yang

meningkat. Hal ini disebabkan pemberian dosis yang semakin tinggi maka
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semakin tinggi aktivitas senyawa antibakteri sehingga diperoleh diameter zona
bening yang semakin besar. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Pelczar dan
Chan (1986), bahwa semakin tinggi konsentrasi suatu bahan antibakteri maka
akivitas antibakterinya semakin kuat. Hasil perhitungan uji statistik dapat dilihat
pada Lampiran 6. Menurut Nimah et al. (2012), kandungan metabolit sekunder
dari ekstrak H. scabra baik etil asetat (semi polar) maupun methanol (polar) yang
dominan adalah saponin, steroid, dan triterpenoid. Golongan senyawa tersebut
memiliki polisakarida sehingga dapat menembus membran sel bakteri hingga sel
tersebut rusak. Sehingga semakin meningkatnya dosis yang diberikan maka
daya hambat yang dihasilkan juga akan semakin tinggi. Perlu diketahui pula
bahwa dinding sel bakteri gram negatif memiliki struktur yang lebih tipis
dibandingkan dengan bakteri gram positif (Nendissa, 2012).

Pada hasil penelitian uji daya hambat antibakteri ekstrak kasar teripang
pasir (H. scabra) terhadap bakteri V. parahaemolyticus menunjukkan bahwa
antibakteri yang terkandung pada ekstrak teripang pasir adalah bersifat
bakteriostatik. Hal tersebut sesuai dengan hasil tiap perlakuan dosis ekstrak
kasar teripang pasir terhadap bakteri uji V. parahaemolyticus dalam masa
inkubasi 48 jam yang menunjukkan bahwa diameter zona bening yang dihasilkan
semakin kecil. Menurut Halim dan Zubaidah (2013), aktivitas antimikroba
terhadap bakteri dapat dikelompokkan menjadi dua yaitu bakteriostatik dan
bakteriosidal.  Bakteriostatik merupakan aktivitas antibacterial dalam
menghambat pertumbuhan bakteri. Sedangkan bakteriosidal merupakan aktivitas
antibakteri dalam membunuh bakteri (Pelczar dan Chan, 1986). Pada umumnya
bakteri Vibrio memiliki sifat patogen yang sangat ganas. Menurut limiah et al
(2012), beberapa spesies bakteri seperti V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.

anguilarum, dan V. marimus merupakan bakteri patogen yang bersifat sangat
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ganas karena dapat bertindak sebagai patogen primer dan sekunder. Kandungan
bahan aktif yang mendominasi dalam menghambat pertumbuhan bakteri V.
parahaemolyticus adalah triterpen glikosida / saponin. Menurut Zhang et al.
(2006) dalam Albuntana et al. (2011), senyawa metabolit dominan yang
dihasilkan teripang berupa saponin. Saponin merupakan senyawa glikosida
kompleks yang kerangka dasarnya berhubungan dengan struktur gugus glukosa
dan triterpenoid. Menurut Nuria et al. (2009), mekanisme kerja saponin sebagai
antibakteri adalah menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan
naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa
intraseluler akan keluar. Pernyataan tersebut diperkuat oleh penyataan Roihanah
(2012), secara umum golongan Triterpenoid mampu merusak membran sel,
mengnon-aktitkan enzim dan mendenaturasi protein sehingga dinding sel
mengalami kerusakan akibat penurunan permeabilitas. Perubahan permeabilitas
membran sitoplasma memungkinkan ion-ion organik yang penting masuk ke
dalam sel sehingga berakibat terhambatnya pertumbuhan bahkan hingga
mematikan sel. Selain itu terkandung pula senyawa steroid yang juga memiliki
potensi sebagai senyawa antibakteri. Senyawa steroid menghambat
pertumbuhan bakteri dengan mekanisme penghambatan terhadap sintesis
protein karena terakumulasi dan menyebabkan perubahan komponen-komponen
penyusun sel bakteri itu sendiri (Siregar et al. 2012).

Parameter penunjang dari penelitian ini adalah lama waktu perendaman
kertas cakram pada ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) dengan dosis yang
berbeda. Perendaman kertas cakram yang dilakukan selama 10-15 menit. Lama
waktu perendaman tersebut dilakukan agar bahan aktif dapat meresap ke dalam
kertas cakram dan mencegah adanya kerusakan pada kertas cakram akibat

perendaman yang terlalu lama. Berdasarkan hasil penelitian yang sudah
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dilakukan, lama perendaman kertas cakram memberikan pengaruh terhadap
resapan bahan aktif ke dalam kertas cakram karena semakin lama perendaman
maka semakin banyak pula bahan aktif yang meresap pada kertas cakram. Hal
tersebut sesuai dengan pernyataan Wiyanto (2010), menyatakan bahwa
perendaman kertas cakram dilakukan selama 15 menit agar bahan aktif ekstrak
yang digunakan dapat meresap ke dalam kertas cakram yang digunakan

sehingga mampu menghambat bakteri pada saat perlakuan di dalam penelitian.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik
kesimpulan sebagai berikut :
o Ekstrak kasar teripang pasir H. scabra mampu menghambat Ilaju
pertumbuhan bakteri V. parahaemolyticus secara bakteriostatik.
e Pada dosis 250 ppt ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) sudah
mampu menghambat bakteri V. parahaemolyticus dengan hasil rata-rata
zona hambat sebesar 2.93 mm, sedangkan pada dosis tertinggi yaitu 325
ppt mampu menghambat bakteri V. parahaemolyticus dengan rata-rata
diameter zona hambat sebesar 6.35 mm. Semakin tinggi dosis yang

diberikan, maka semakin tinggi pula daya hambat yang dihasilkan.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan memanfaatkan ekstrak
kasar teripang pasir (H. scabra) untuk menghambat bakteri V. parahaemolyticus,
namun masih perlu di lakukan penelitian lanjutan untuk mendapatkan dosis

optimal ekstrak kasar teripang pasir (H. scabra) tersebut.
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Lampiran 1. Alat Penelitian
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Lampiran 1. (Lanjutan)

Jangka Sorong Erlenmeyer Tabung Reaksi
Pinset Spatula Jarum Ose
—
o

b

Gelas Ukur Vortex Mixer Spektrofotometer

Mikropipet 100-1000



Lampiran 2. Pembuatan Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H. scabra)

47

Eksirak KasarH. scabra
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Lampiran 3. Identifikasi Bakteri V. parahaemolyticus

KEMENTERIAN KELAUTAN DAN PERIKANAN
BADAN KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN

O ) BALAI KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU
\ DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN KELAS 11 SEMARANG
‘4 J1 Ampena No. 4 Tanjung Emas TelpFax. (024) 3541769 Semarang 50129, email - semarang@bkipm ikp go i

SURAT KETERANGAN

Yang bertandatangan dibawah ini :

Nama : Titis Candra Dewi, S.Pi. M.Si

NIP : 19760411 200502 2 001

Jabatan : Deputi Manajer Teknis

Nama Instansi : Balai KIPM Kelas I Semarang

Alamat : JIl. Ampenan No 4 Pelabuhan Tanjung Emas Semarang

Dengan ini menyatakan bahwa isolat dengan data-data sebagai berikut :

Nama Barang : Isolat Vibrio parahaemolyticus
Jumlah Barang : 1 Buah
No Isolat/Kode Isolat : parahemolyticus 12/3

Adalah benar milik Laboratorium Penguji Mikrobiologi Balai KIPM Kelas Il Semarang. isolate
tersebut adalah turunan ke 5 dari ATCC no 17802 dan telah dilakukan verifikasi ulang terhadap
kebenaran isi dari isolate tersebut sesuai dengan lampiran yang ada.

Demikian surat keterangan ini kami buat dengan sebenar-benamya dan dapat
dipertanggungjawabkan

Catatan : komplain diterima sampai | minggu setelah barang diterima



Lampiran 3. (Lanjutan)

HASIL UJI BIOKIMIA
Nama isolat : Vibrio parahemolyticus 12/3
Tan Pengujian : 10-03-2015 s/d 12-03-2015
No Parameter Pengujian SNI 01-2332.5-2006 Hasil Uji
1 | Morologi Gram negative bentuk batang Gram negative bentuk
atau batang melengkung batang pendek
2 | Tsia Agar miring alkalin agar tegak | Agar miring alkalin agar
asam tegak asam, Gas -, H2S-
3 |OF Fermentatif Fermentatif
4 | Oksidase Positif Positif
5 | Arginin Negatif Negatif
6 |LIA Positif Positif
7 [VvpP Negatif Negatif
8 | Pertumbuhan suhu 42°C Positif Positif
9 | Halophilik Tidak dilakukan
10 | Fermentasi sucrosa Negatif Negatif
11 | ONPG Negatif Negatif
12 | Fermentasi arabinosa Negatif Negatif
s Resisten (R) terhadap 10p Sensitif (S) terhadap
13 | Sensitivitas 0/129 Sensitif (S) terhadap 15%2 150pg
No Parameter Pengujian Austin, D.A and B. Austin Hasil Uji
14 | Katalase Positif Positif
15 | Indol Negatif Negatif
16 | Omithin Positif Positif
17 | Esculin Negatif _Negatif
18 | Urea Positif Positif
19 |MR Negatif Negatif
20 | Motility (semi solid) Motil Motil
21 | TSA 0% Negatif Negatif
22 | TCBS Green Green
23 | Glukosa Positif Positif
24 | Sukrosa Negatif Negatif
25 | Laktosa _ Negatif Negatif
HASIL IDENTIFIKASI Positif (+) Vibrio
parahaemolyticus
Analis Penguji

o~

Nurul Hidayati
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Lampiran 4. Pembuatan Dosis Ekstrak Kasar Teripang Pasir (H. scabra) Pada

Uji MIC dan Uji Cakram.

a. UiMIC

Fadls.uii MIC dasis vang akendiaunsken adsleh 50 opt 100 gt 15005t
200 ppt, 250 ppt. 930 300 pet. Tehanan swsl pads nembuatan 495t
asalah pembuaian siok skstisk kaser ternang pasi (H. sesbi).

T grom

+  Sinkskstek kasar= 1000 gpt
1000 =————

Dyt it dosis. sebagsi berkut

E ]~ ioumeeE |

X = 1000 x 0.008 |

x = & gram

maka, & gram ekstrak kasar tenpang pazirdiantkan ke dabm 8 mi

DSy 10%.

* Dosis 50 gpt
LE ® M = Mz Mz
1 X 50 =% X 1000
50 =..1009x
0.05 mi =
DMS0s 10% =1-0.05ml
=0.95 ml
» Dosis 100 ppt
Vs X M. =Mz x Mz
1 X 100 =x =x 1000
100 =..1009x
0.1 mi =
DMS0s 10% =1-0.1ml
= 0.9 mi
» Dosis 150 ppt
Vs X M. =Mz x Mz
1 X 150 = x = 1000
150 = 1000
0.15 mi =
DMS0s 10% =1-0.15ml
=0.85 ml
» Dosis 200 ppt
e X M. =Mz x Mz
1 X 200 = x =x 1000
200 = 1908
0.2 mi =

DMS04 10%

0.2 ml

[
|
=1
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Lameiran, 4. (Laniuian)
- !;Eﬁﬁm
: x EEII‘-.I- = x -
1 25 = x j L]
] =
0.25 ml =
DME0, 1070 =1 -0.25ml

- !;Eﬁﬁﬁzﬂ
' x EEIH- = ¥ x M
1 x I = x 1000
300 = oo
0.3 ml =
DMS0, 10% =1-0.3ml

5. i Gakoam
Pata i Gakeam.dasis yang akan digunalan adslah 250 pgt, 275 pgt, X0
pet, dan 325 ppt. Tahapan awal oada pembustan dosis adalsh
Bembwatan sioh Shsirak kasAr terana asl (4 353bm)

" Sk ik konar = 1000 agy

xpram

X —3533 % 0008 1
= ram
wgmﬁ shairak kasarie0eang pasl dlarikan kadslam S ml

Dilaniuth bi dosis. sebagai herikut
’ ;%Hésﬁ,l;ﬁﬂm” =M x Mz

EMEED:ix 100D

0.5 ml =
DRS00, 105 =72 -0.5ml
=1.5ml
215
5?”” . swx
x 2]’5 = x 1000
L] =
0.53 ml = X
DKIS0, 105 =2 - 0.5 ml
=1 ml

« Deosis 200 '
Eﬂﬂaﬁ X EEIH- =z X
Z X I =x =x 1000
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o
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-
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o
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-
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Kasa Tenmana Bt . so3hre)

2rlzkus £ona Bening (mm) Total  Ratz-ratz
£ ]
A (250 pgt) 21 31 76 ]
B (275 ppt) 4 3.15 33 1045 34833
C (300 ppt) 45 4.3 45 122 44233
D(325ppf)  6.15 6.1 62 1905 635
516
¥ = ]
FK = d_“l = 22188
JETotd =414 AR+ AF 4 e $DF) - FE = 21175
JK Periskyan = === = 20.265
JKfeak  =JKTotal= JK Perlakuan = (.31
¥ &Eﬂ-!i-ﬂﬂ-!ﬁ [R'-"IE'!I]E'E
[ . -
UMb Db JK KT H FEL Fi%
Kgrzaaman i

erlakys 3 205 615 H.0e 407 159
Agak ; 081 0.11375
Total 1" 21.175

« LjiBNT
SED % = (). 275378627
BNT5% =1t 1abel 5% x SED = 0.636124358
BNT 1% =t tabel 1% x SED = 0.525271852

» TabelLljiBNT

Ratarata A B » U Notasi
Perlskyan 253 348 443 6.5
A 253 - E]
B. 148 0.55™ - 3
C. 443 1.50 .95 - b
0. 6.35 142 ZET & - C

1]
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Lampiran.§. (Lanyan
= Llji Polipomial Orthogonal

D TEIREngInaEn il
Prilabuan {_-.=|:|1}-1 Lin=ar i

Ramk KR
) L S ; 3
B 1045 - y 3
c 133 -1 3
D 1905 3 1 :
=TT X T
Hasl Kundat 0 4 20
Kr=(ECP2)r &0 12 60
JK=0"2/Kr 18.816 140083  0.0482
JKRegrssi  20.265
SRS gp UK KT Fhit FE% s
TV ITE R S 0T TES
Linear 1 1882 1882 165.42
Kusdiatke 140 140 1232
Kubik : 005 005 042
Bosk g 081 0.1
Total 1t

H* Limer =.JK Linser I {JK Lier + JK Acak) =0.20

R2 Kuadratik = JK Kyadratik/ (JK Kyadratis+ JK Agak)=0.61

W gk = K i/ LR ik + R Bgak) =U.09

L lELTERrEs L IS o, De s AL AL TS ISarSs L A UaE
raf i rafik lin
Poly.[Y-Values)
7
E
E g RS- aEguancras _H",_F'
_— 3 - —
g = —
E . —'l'—='-:l'r.-:'-'-'-.-zuul
ETE
E ; —— Linmar [Pty e
Wakues]|
a T T 1
i T3 200 ¥
Kons=ntrasi Eicctral Kasar Teripang Pasir B soohra | ppt]

55



