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RINGKASAN

RELEASE AURORA MONICA PRASETYO. Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar
Daun Mahoni (Swietenia macrophylla) terhadap Bakteri Aeromonas hydrophila
secara In Vitro. Di bawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajithno, MS dan
Dr. Ir. M. Fadjar, M.Sc.

Budidaya perikanan merupakan salah satu aktivitas penting untuk
memenuhi kebutuhan manusia berupa produk-produk perikanan. Potensi yang
besar dan prospek pengembangan yang begitu terbuka, bukanlah jaminan
bahwa budidaya ikan akan berjalan mulus tanpa permasalahan Salah satu
kendala dalam budidaya adalah penyakit pada organisme budidaya. Timbulnya
penyakit dapat disebabkan karena kondisi perairan yang kurang baik. Salah satu
spesies bakteri yang paling banyak menyebabkan penyakit pada organisme
budidaya adalah Aeromonas hydrophila. Penyakit MAS (Motile Aeromonas
Septicaemia) biasanya ditanggulangi menggunakan senyawa kimia seperti
antibiotik. Penggunaan antibiotik dalam waktu lama akan menimbulkan
penimbunan residu obat-obatan di dalam tubuh ikan dan lingkungan perairan.
Oleh karena itu, dibutuhkan senyawa — senyawa antibakteri alternatif dari bahan
alam yang tidak mengandung efek samping. Salah satu bahan alami yang
memiliki sifat antibakteri adalah daun Mahoni (Swietenia macrophylla)

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari hingga bulan Maret 2016 di
Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan,
Universitas Brawijaya, Malang. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)
terhadap daya hambat dari bakteri A. hydrophila secara in vitro.

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimen. Metode
eksperimen adalah melakukan percobaan untuk melihat suatu hasil dan
rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan menggunakan 5 perlakuan konsentrasi ekstrak kasar daun Mahoni yaitu :
A (5%), B (10%), C (15%), D (20%) dan E (25%). Masing — masing perlakuan
dlakukan pengulangan sebanyak 3 kali ulangan. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak kasar daun Mahoni memberikan pengaruh berbeda
sangat nyata terhadap daya hambat pertumbuhan A. hydrophila dan bersifat
bakteriostatis. Konsentrasi maksimal diperoleh pada perlakuan E (25%) dengan
rata — rata diameter zona hambat 10,58 mm. Hubungan antara konsentrasi
ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan diameter hambatan yang
terbentuk adalah linear, dimana persamaannya didapatkan y = 2,240 + 0,342x
dengan nilai koefisien determinasi (R?) sebesar 0,973.

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan bakteri
A. hydrophila dimana zona hambat terbaik diperoleh pada perlakuan dengan
konsentrasi 20%.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Produksi perikanan di dunia didominasi oleh perikanan laut. Tercatat
pada tahun 2003, produksi perikanan darat dunia sebesar 34,2 juta ton,
sedangkan produksi perikanan laut dunia mencapai 98 juta ton. Pada tahun yang
sama, produksi terbesar perikanan laut dunia berasal dari perikanan tangkap,
yaitu 81,3 juta ton, sedangkan perikanan budidaya sekitar 16,7 juta ton
(Zulkarnain, Purwanti dan Indrayani, 2013).

Budidaya perikanan merupakan salah satu aktivitas penting untuk
memenuhi kebutuhan manusia berupa produk-produk perikanan. Pada saat ini
budidaya perikanan telah memberikan konstribusi sebesar 37% dari total
produksi ikan sedunia. Maka dari itu, budidaya perikanan merupakan usaha
alternatif untuk pemenuhan kebutuhan produk perikanan yang masih didominasi
oleh perikanan air tawar (Riffiani, 2010).

Potensi yang besar dan prospek pengembangan yang begitu terbuka,
bukanlah jaminan bahwa budidaya ikan akan berjalan mulus tanpa
permasalahan. Permasalahan yang dihadapi oleh sektor budidaya ikan
merupakan hal yang dianggap sering menjadi penghambat terbesar pada
budidaya ikan yakni munculnya serangan penyakit (Kordi, 2004).

Penyakit ikan didefinisikan sebagai sesuatu yang dapat mengganggu
proses kehidupan ikan, sehingga pertumbuhannya menjadi tidak normal. Definisi
tersebut juga berlaku untuk organisme hidup lainnya yang terserang penyakit.
Organisme yang dapat menyebabkan penyakit antara lain parasit, jamur, bakteri
dan virus (Supriyadi, 2002).

Salah satu jenis dari penyakit ikan adalah bakteri, yang merupakan

mikroorganisme bersel satu dengan dinding sel yang kaku. Diameter bakteri



sejati (Eubacteria) biasanya tidak lebih dari 2-3 um, hanya dapat dilihat dengan
mikroskop. Bakteri bersifat motil bila berflagella, prokariotik dan umumnya
berkembangbiak dengan membelah diri (Prajitno, 2005).

Aeromonas hydrophila merupakan bakteri bersifat gram negatif,
berbentuk batang dan motil, yang merupakan agensia penyebab hemoragik
septikemia (Bacterial Hemorrhagic Septicemia, BHS) atau MAS (Motile
Aeromonas Septicaemia) pada beragam spesies ikan air tawar (Irianto, 2005).
Penyakit tersebut seringkali terjadi saat musim pancaroba atau perubahan
musim dari musim kemarau ke musim penghujan. Terjadinya perbedaan suhu
antara siang dan malam yang tinggi juga berperan sebagai pencetus penyakit
tersebut. Faktor pemicu lainnya yakni melemahnya daya tahan tubuh ikan akibat
stres karena kualitas air yang menurun, kekurangan pakan atau penanganan
yang kurang baik (Mahyuddin, 2010).

Penyakit MAS pada ikan dapat menimbulkan kematian pada ikan
budidaya, sehingga harus dilakukan upaya penanggulangan. Upaya
penganggulangan terhadap penyakit dapat dilakukan melalui tindakan
pencegahan maupun pengobatan. Upaya pencegahan dapat dilakukan dengan
cara mengontrol kualitas air dan pemberian pakan sedangkan pengobatan
dilakukan dengan menggunakan antibiotik. Namun beberapa bahan kimia
bersifat presistensi, artinya bahan kimia tersebut tidak mudah terurai secara
alami sehingga dikategorikan tidak ramah lingkungan (Rosidah dan Afizia, 2012).

Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Lukistyowati (2012), bahwa
umumnya pembudidaya melakukan pemberian berbagai macam antibiotik seperti
ampicillin, chloramphenicol, tetracycline dan disinfektan pada ikan. Penggunaan
antibiotik secara terus menerus akan menyebabkan bakteri patogen menjadi

resisten. Terjadi penimbunan residu obat-obatan di dalam tubuh ikan dan



lingkungan perairan, akhirnya dapat membahayakan manusia yang
mengonsumsinya.

Sehubungan dengan permasalahan tersebut, maka diperlukan bahan
alternatif yang aman dan dapat digunakan untuk pengendalian penyakit. Salah
satu alternatif yang dapat digunakan untuk mengatasi serangan penyakit
bakterial adalah dengan menggunakan antibiotik alami yang berasal dari
tumbuhan. Antibiotik alami memiliki keunggulan mudah didapat dan ramah
lingkungan (Muharrama, Syawal dan Lukistyowati, 2015).

Salah satu tumbuhan yang memiliki potensi sebagai antibiotik alami
adalah Mahoni (Swietenia macrophylla). S. macrophylla merupakan tumbuhan
yang mudah ditemukan karena terdistribusi di lebih dari 40 negara termasuk di
Brazil, Bolivia, Meksiko, Guatemala, Peru dan negara-negara Amerika Tengah.
Tumbuhan ini memiliki tinggi lebih dari 30 meter dengan batang lurus berbentuk
silindris, dan berwarna coklat kemerahan (Eid, Elmarzugi dan EI-Enshasy, 2013).

Tanaman Mahoni memiliki khasiat sebagai tanaman obat, terutama pada
bagian daun karena pada bagian tersebut mengandung senyawa antimikroba
seperti MeOH, diklorometana, n-heksan, fenol, tanin dan juga terdapat flavonoid
(Tan, Osman, Wong, Boey dan Ibrahim, 2009). Selain itu daun Mahoni juga
memiliki aktivitas antimikroba, anti-infeksi, antivirus dan aktivitas fitoremediasi
pada logam berat (Moghadamtousi, Goh, Chan, Shabab dan Kadir, 2013).

Berdasarkan permasalahan tersebut maka perlu dilakukan penelitian
terhadap pengaruh pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)
terhadap daya hambat bakteri A. hydrophila yang dapat berperan sebagai

alternatif penggunaan antibiotik yang lebih aman bagi lingkungan perairan.



1.2 Perumusan Masalah

Penyakit bakterial yang sering menginfeksi ikan pada kegiatan budidaya
adalah penyakit MAS (Motile Aeromonas Septicemia) yang disebabkan oleh
bakteri A. hydrophila. Upaya pengendalian penyakit MAS sampai saat ini masih
menggunakan antibiotik. Namun, pemakaian antibiotik untuk jangka panjang
akan menimbulkan munculnya strain bakteri-bakteri resisten terhadap antibiotik
(Sukenda, Jamal, Wahjuningrum dan Hasan, 2008).

Berdasarkan kerugian yang disebabkan oleh penggunaan antibiotik,
maka diperlukan bahan alternatif yang aman bagi biota dan lingkungannya, salah
satunya dengan penggunaan ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) yang
memiliki kandungan senyawa antibakteri. Menurut Meety (2015), Mahoni memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif maupun negatif. Senyawa
antibakteri yang dimiliki antara lain golongan alkaloid, terpenoid, antrakuinon,
glikosida, saponin dan minyak atsiri. Dari uraian yang telah dipaparkan, maka
didapat permasalahan yang dirumuskan sebagai berikut:

e Bagaimana pengaruh daya hambat ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) dengan konsentrasi yang berbeda terhadap bakteri

A. hydrophila secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh daya
hambat ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan konsentrasi yang

berbeda terhadap bakteri A. hydrophila secara in vitro.

1.4 Kegunaan Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi yang

bermanfaat bagi masyarakat mengenai potensi ekstrak kasar daun Mahoni



(S. macrophylla) dalam menghambat pertumbuhan bakteri yang menginfeksi

ikan, khususnya bakteri A. hydrophila.

1.5 Hipotesis

Ho : Diduga pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan
konsentrasi yang berbeda tidak berpengaruh terhadap daya hambat
pertumbuhan bakteri A. hydrophila.

H, : Diduga pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan
konsentrasi yang berbeda berpengaruh terhadap daya hambat

pertumbuhan bakteri A. hydrophila.

1.6 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Parasit dan Penyakit lkan,
Fakultas Perikanan dan Iimu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang pada

bulan Januari - Maret 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Aeromonas hydrophila
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Menurut Kabata (1985), klasifikasi dan morfologi A. hydrophila adalah

sebagai berikut:

Divisi : Protophyta

Kelas : Schyzomycetes
Ordo : Pseudomonasdales
Famili . Vibrionaceae
Genus : Aeromonas
Spesies . A. hydrophila

Bakteri A. hydrophila merupakan bakteri yang dapat menyebabkan
penyakit haermorrhagic septicemia yaitu penyakit yang merusak jaringan dan
organ pembuat sel darah. Bakteri ini berbentuk batang dengan ukuran 0,7-0,8
um x 1,0-1,5 um, bersifat anaerob fakultatif. Meragikan glukosa, fruktosa,
maltose dan trehalosa menjadi asam atau asam dengan gas. Bakteri ini dapat
juga mereduksi nitrat menjadi nitrit (Prajitno, 2007).

Aeromonas memiliki motil yang bergerak aktif dengan menggunakan
flagella polar tunggal, dan memproduksi gas, asam dan karbohidrat. Aeromonas
merupakan gram negatif yang berbentuk basilus atau cocco-bacillus berukuran
0,5 u x 1,0-1,5 u. Bakteri tersebut bersifat aerob dan fakultatif anaerob serta
mampu menghasilkan 3-butanediol (Inglis, Roberts dan Bromage, 1993).

Penyakit bercak merah pada ikan disebabkan oleh bakteri Aeromonas
yang memiliki ukuran tubuh 1-4 x 0,4-1 mikron. Aeromonas bersifat gram negatif,
fakultatif aerob (dapat hidup dengan atau tanpa oksigen), tidak memiliki spora,

bersifat motil (bergerak aktif) karena mempunyai satu flagel (monotrichous



flagella) yang keluar dari salah satu kutubnya. Bakteri ini senang hidup di
lingkungan yang bersuhu 15-30 °C dan pH antara 5,5 — 9 (Kordi, 2004). Adapun

bentuk bakteri A. hydrophila disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Bakteri A. hydrophila (Castro, Vera, Munoz, Blazques, Gonzales,
Sand dan Ballester, 2014)

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

A. hydrophila merupakan organisme yang hidup bebas di lingkungan
perairan, dikenal sebagai patogen umum poikilotherms (terutama pada ikan),
sebagai patogen oportunistik pada mamalia, dan sebagai penyebab utama
infeksi intestin pada manusia. Kemampuannya untuk bertahan hidup di
berbagai macam lingkungan menunjukkan bahwa A. hydrophila memiliki dua
atau lebih gen fenotip adaptif, yang disesuaikan dengan habitat atau inang
tertentu (Ho, Mietzner, Smith dan Schoolnik, 1990).

A. hydrophila ditemukan di berbagai lingkungan perairan, termasuk
danau, sungai, mata air, air hujan, kolam renang, dan air laut, serta
ditemukan pula pada air keran dan tanah. Spesies ini telah diteliti sebagai
patogen ikan, reptil, dan amfibi. A. hydrophila dapat menginfeksi melalui luka

yang diakibatkan oleh paparan air atau tanah yang terkontaminasi. Infeksi



tersebut terjadi secara sporadik dan lebih sering terjadi pada lingkungan yang

beriklim hangat (Vally, White, Cameron, Dowse dan Watson, 2004).

2.1.3 Pertumbuhan A. hydrophila

Pertumbuhan jasad renik diikuti secara teratur dengan selang waktu
tertentu, dan hasil perhitungannya kemudian diplot sebagai grafik dan akan
diperoleh pola pertumbuhan yang spesifik. Grafik pertumbuhan bakteri
disajikan pada Gambar 2. Menurut Yuwono (2010), fase pertumbuhan bakteri
adalah sebagai berikut:

e Fase lag, merupakan fase pertumbuhan. Pada fase ini, bakteri akan
beradaptasi terlebih dahulu dengan media pertumbuhannya sehingga
memiliki grafik yang relatif lebih datar. Panjang fase lag tergantung pada
macam bakteri dan kondisi pertumbuhannya, misalnya komposisi media,
faktor lingkungan dan sebagainya.

e Fase logaritmik, merupakan fase dimana bakteri sudah beradaptasi secara
lebih baik dengan lingkungan pertumbuhannya sehingga mempunyai
waktu penggandaan (doubling time) yang lebih singkat. Waktu
penggandaan adalah waktu yang diperlukan bakteri untuk tumbuh menjadi
dua kali lipat jumlahnya.

e Fase stationer, merupakan fase dimana konsentrasi nutrien pada media
pertumbuhan bakteri akan semakin berkurang karena digunakan secara
terus menerus. Hal tersebut akan mengakibatkan pertumbuhan bakteri
menjadi melambat. Dalam fase ini jumlah sel yang hidup seimbang dengan

jumlah sel yang mati.



e Fase kematian, merupakan lanjutan dari fase stationer, dimana jumlah sel
yang mati lama kelamaan akan menjadi lebih besar dibandingkan jumlah

sel yang hidup.

Log jumlah sel
[ 35
T ——

Waktu

Gambar 2. Grafik Pertumbuhan Bakteri.
Pertumbuhan bakteri menunjukkan beberapa fase pertumbuhan, yaitu:
(1) fase lag, (2) fase eksponensial, (3) fase stationer
(Yuwono, 2010)

Suhu untuk pertumbuhan optimum merupakan suhu yang menunjang
rendemen sel terbesar pada awal fase stationer. Suhu optimum untuk
pertumbuhan spesies Aeromonas adalah berkisar antara 20-37 °C. Pada
A. hydrophila, spesies tersebut memiliki suhu optimal antara 15-20 °C,

bahkan 30 °C, sehingga A. hydrophila dikategorikan sebagai bakteri psikrofilik

(Rouf dan Rigney, 1971).

2.1.4 Patogenitas

A. hydrophila menghasilkan enzim eksoprotease yang merupakan
penyebab virulensi. Protease yang bersifat proteolitik mampu mengambil
persediaan nutrien dan melawan pertahanan tubuh inang sehingga berfungsi
untuk berkembangnya penyakit pada inang. Enzim protease pada suatu bakteri
berperan memecah ikatan peptida protein sehingga dihasilkan komponen asam

amino dalam bentuk bebas yang merupakan sumber nutrien bagi bakteri.
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Protease mampu menghidrolisis kasein dan elastin (Cascon, Yugueros,
Temprano, Sanchez, Hernanz, Luengo dan Naharro 2000).

Enzim eksoprotease ini juga dapat merusak atau mendegradasi jaringan
konektif atau jaringan otot seperti kolagen, gelatin, dan sebagainya sehingga
dapat merusak jaringan tubuh inang. Enzim eksoprotease merupakan faktor
virulensi utama bakteri patogen, berperan dalam perusakan jaringan inang yang

akan menimbulkan infeksi pada jaringan inang (Secades dan Guijarro, 1999).

2.1.5 Infeksi dan Tanda Penyerangan

Dalam menginfeksi inang, Aeromonas menghasilkan berbagai faktor
virulensi, dan patogenesis dari infeksi Aeromonas sangat kompleks dan
multifaktorial. Tingkah laku bakteri dan enzim ekstraseluler lainnya yang
dihasilkan oleh Aeromonas juga merupakan faktor virulensi penting yang terlibat
dalam patogenesis infeksi Aeromonas. Faktor virulensi Aeromonas meliputi
hemolisin, sitotoksin, enterotoksin, protease, lipase atau fosfolipasi, leukosidin,
endotoksin, fimbriae atau adhesins, dan kemampuan untuk membentuk S-layer
(Chopra, Xu, Ribardo, Gonzales, Kuhi, Peterson dan Houston, 2000).

Proses invasi bakteri patogen ke dalam tubuh inang diawali dengan
melekatnya bakteri pada permukaan kulit, dengan memanfaatkan pili, flagella
dan kait untuk bergerak, dan melekat kuat pada lapisan terluar tubuh ikan yakni
sisik yang dilindungi zat kitin. Selama proses invasi tersebut A. hydrophila akan
memproduksi enzim kitinase (Mangunwardoyo, 2010).

Gejala klinis ikan yang diinfeksi A. hydrophila adalah adanya bercak
kemerahan di sekitar tubuh ikan, pendarahan pada sirip ekor dan punggung dan
terjadinya luka pada daerah bekas suntikan. Selain itu, pergerakan tingkah laku

ikan tidak normal, hal ini terlihat dengan pergerakan renang yang lamban, warna
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tubuh menjadi lebih gelap, lendir yang berlebihan dan respon terhadap makanan
menurun (Rahmaningsih, 2012).
2.2 Biologi Mahoni (S. macrophylla)
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi Mahoni (S. macrophylla) menurut Sunanto (2009) adalah

sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Rosidae

Ordo . Sapindales
Famili : Meliaceae
Genus . Swietenia
Spesies : S. macrophylla

Mahoni termasuk pohon besar dengan tinggi pohon mencapai 30-45 meter
dan diameter mencapai 125 cm. Batang lurus berbentuk silindris dan tidak
berbanir. Kulit luar berwarna cokelat kehitaman, beralur dangkal seperti sisik,
sedangkan kulit batang berwarna abu-abu dan halus ketika masih muda. Ada
beberapa jenis Mahoni yaitu Mahoni berdaun kecil (S. mahagony) dan Mahoni
berdaun lebar (S. macrophylla). S. macrophylla memiliki kelebihan yakni lebih
cepat tumbuh besar dan lurus (Hadi dan Napitupulu, 2011). Adapun gambar dari

S. microphylla disajikan pada Gambar 3.

Gambar 3. S. macrophylla (Schmidt dan Joker, 2000)
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S. macrophylla merupakan pohon yang berukuran sangat besar, memiliki
tinggi pohon mencapai 30-40 meter dengan diameter sebesar 3-4 meter. Jika
dalam kondisi yang baik, S. macrophylla dapat tumbuh hinggga 60 meter dengan
diameter sebesar 9 meter. Bentuk batang silindris dan berkulit kasar. Daun
berbentuk paripinnate berukuran 60 cm. Pada saat muda, daun berwarna merah
tua, sedangkan daun yang sudah menua akan berwarna hijau muda atau hijau

tua (Schmidt dan Joker, 2000).

2.2.2 Habitat dan Penyebaran

Mahoni hidup di lahan yang berketinggian maksimum 1.500 mdpl (meter di
atas permukaan laut), curah hujan 1.524 - 5.085 mm/tahun, dan suhu udara 11-
36 °C. Tanaman ini dapat tumbuh di lahan yang gersang dengan sedikit air,
bahkan di daerah payau. Lokasi yang baik untuk menanam Mahoni adalah lahan
dengan sinar matahari langsung (Mulyana dan Asmarahman, 2010).

S. macrophylla tumbuh secara alami di Belize, Bolivia, Brazil, Colombia,
Costa Rica, Ekuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, Meksiko, Nikaragua,
Panama, Peru dan Venezuela. Mahoni juga banyak ditanam di Asia Selatan dan
Pasifik termasuk India, Indonesia, Filipina dan Sri Lanka. Namun pada beberapa
negara yakni Ekuador, Kolombia, Panama dan Costa Rica, Mahoni dinyatakan
hampir punah, dan bahkan hampir tidak ditemukan sama sekali di Guatemala,

Peru, Nikaragua dan Honduras (Krisnawati, Kallio dan Kanninen, 2011).

2.2.3 Manfaat Daun Mahoni

S. macrophylla telah banyak digunakan di Asia dan negara lainnya untuk
mengobati berbagai macam penyakit. Hampir semua bagian tanaman dapat
digunakan dalam pengobatan tradisonal. S. macrophylla dapat digunakan dalam
produk perawatan kesehatan, seperti untuk perbaikan sirkulasi darah, kecantikan

kulit, mengobati hhipertensi, diabetes dan mengurangi rasa sakit. Di Indonesia,
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S. macrophylla seringkali digunakan untuk pengobatan diabetes, hipertensi dan
malaria (Moghadamtousi, Goh, Chan, Shabab dan Kadir, 2013).

Ekstrak dari Mahoni dapat bersifat sebagai antibakteri karena mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis dan Pseudomonas aeruginosa. Semua bakteri tersebut dapat
menyebabkan penyakit pada manusia maupun pada ikan. Pengujian aktivitas
antibakteri dari ekstrak juga telah dibandingkan dengan antibiotik yang telahh
dikomersialkan yaitu Streptomisin (10 pg/disc), hasilnya menunjukkan bahwa
memiliki kemampuan yang sama dalam menghambat pertumbuhan bakteri

P. aeruginosa (Hartati, Salleh, Azis dan Yunos, 2013).

2.2.4 Bahan Aktif Daun Mahoni

Mahoni mengandung alkaloid, terpenoid, antraquinones, saponin, fenol,
flavonoid, minyak atsiri, fosfolipid dan rantai panjang asam tak jenuh. Pada
analisis fitokimia, menunjukkan bahwa daun Mahoni mengindikasikan adanya
kandungan alkaloid, flavonoid, terpenoid, tanin, glikosida, kadar gula rendah dan
antrakuinon. Selain itu, telah diteliti pula bahwa flavonoid, terpenoid dan tanin
memiliki  antivitas antibakteri = terhadap  berbagai  bakteri patogen
(Ayyappadhas, Jestin, Kenneth, Dayana dan Dhanalekshmi, 2012).

Ekstrak daun Mahoni (S. macrophylla) dapat dilakukan dengan
menggunakan metanol, diklorometana dan n-heksana. Ekstrasi dengan
menggunakan ketiga bahan kimia tersebut menunjukkan aktivitas inhibisi dan
antibakteri. Beberapa kandungan kimia dari daun Mahoni dianalisis dan
ditemukan komponen minyak atsiri dalam bentuk asam lemak dan terpenoid
seperti y-himachalene, germacrene D, germacrene A, cadina-1,4-dene, asam

heksakanoat dan etil heksadekanoat (Eid, Elmarzugi dan EI-Enshasy, 2013).
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2.2.5 Aktivitas Antimikroba

Antimikroba merupakan suatu zat yang mampu mengganggu pertumbuhan
dan metabolisme mikroba. Apabila zat tersebut mampu mengganggu
pertumbuhan dan metabolism bakteri disebut antibakteri. Mekanisme Kkerja
antimikroba antara lain dengan jalan merusak dinding sel, merusak membran
sitoplasma, mendenaturasi protein sel dan menghambat kerja enzim dalam sel
(Prajitno, 2007).

Senyawa antimikroba akan merusak dinding mikroba karena terjadi proses
perakitan dinding sel mikroba yang diawali dengan pembentukan rantai peptida
dengan membentuk jembatan silang peptida. Jembatan tersebut akan
menggabungkan rantai glikan dari peptidoglikan pada rantai yang lain. Keadaan
ini menyebabkan sel mudah mengalami lisis, baik fisik maupun osmotik dan
menyebabkan kematian sel mikroba (Retnowati, Bialangi dan Posangi, 2011).

Aktivitas antimikroba terbentuk ketika nutrien yang diterima oleh bakteri
berkurang, yakni pada fase pertumbuhan stasioner yang diikuti dengan
mekanisme quorum sensing. Quorum sensing merupakan sistem komunikasi
antar sel untuk merespon perubahan lingkungan. Komunikas antar sel bakteri
tersebut berperan penting dalam proses adaptasi terhadap kondisi lingkungan
sekitar (Nofiani, Nurbetty dan Sapar, 2009).

2.3 Uji Efektivitas Antibakteri secara In Vitro
2.3.1 Uji Cakram

Metode uji antibakteri yang sering digunakan dalam penelitian adalah
metode uji cakram. Parameter yang digunakan untuk mengetahui adanya daya
antibakteri adalah dengan cara mengukur luas zona hambat yang terjadi di
sekeliling kertas cakram. Pengujian aktivitas antibakteri dinyatakan positif apabila

di sekitar kertas cakram terdapat zona bening yang bebas dari pertumbuhan
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bakteri (Wijaya dan Nopriansyah, 2012). Adapun bentuk uji cakram pada cawan

petri disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Uji Cakram (Boyle, Fancher dan Ross, 1973).

Uji yang dapat digunakan dalam mengetahui efektivitas bakteri terhadap
aktivitas mikroba adalah uji cakram. Dalam prosedur uji cakram, kertas cakram
(berdiameter +6 mm) yang mengandung senyawa uji ditempatkan pada
permukaan agar yang sebelumnya diinokulasi dengan mikroorganisme uiji.
Senyawa uji berdifusi ke medium agar menyebabkan penghambatan
pertumbuhan mikroorganisme. Cawan petri diletakkan pada suhu kamar sebelum

inkubasi, kemudian zona hambat diukur (Choma dan Grzelak, 2010).



3.1

Materi Penelitian

3.1.1 Alat Penelitian

3. METODE PENELITIAN

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1,

beberapa foto alat penelitian yang digunakan disajikan pada Lampiran 1.

Tabel 1. Alat yang digunakan saat penelitian

No. Alat Fungsi

1. Timbangan Analitik Sebagai alat untuk menimbang dengan
ketelitian 10

2.  Autoclave Sebagai alat untuk mensterilisasi alat dan
bahan yang hendak digunakan

3.  Lemari pendingin Sebagai wadah penyimpanan  bahan
penelitian

4. Hotplate Sebagai alat untuk memanaskan media

5. Cawan petri Sebagai wadah pengkulturan bakteri

6. Laminar Air Flow Sebagai tempat pengkulturan bakteri dalam
keadaan steril

7.  Inkubator Sebagai wadah peyimpanan bakteri uji

8. Toples Kaca Sebagai wadah perendaman saat proses
maserasi

9. Tabung reaksi Sebagai wadah dari larutan

10. Rak Tabung Reaksi Sebagai tempat meletakkan tabung reaksi

11. Erlenmeyer Sebagai wadah dari media TSA dan TSB

12. Gelas ukur Sebagai alat untuk mengukur volume larutan

13. Jarum osse Sebagai alat untuk mengambil dan
mengkultur bakteri

14. Spatula Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan

15. Mikropipet Sebagai alat untuk mengambil larutan dalam
skala micrometer

16. Timbangan digital Sebagai alat untuk menimbang dengan
ketelitian 107

17. Pinset Sebagai alat untuk mengambil kertas cakram

18. Beaker glass Sebagai tempat tabung reaksi saat proses
sterilisasi

19. Blender Sebagai alat menghaluskan bahan kering
menjadi serbuk

20. Oven Sebagai alat untuk mengeringkan cawan petri
setelah proses sterilisasi

21. Bunsen Sebagai alat untuk pembakaran dan
pengkondisian steril

22. Sprayer Sebagai tempat alkohol

23. Vortex Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan



24.

25.

26.

27.
28.
29.
30.
31.
32.

Rotary vacum evaporator

Blue tip
Nampan

Gunting
Botol film

Jangka sorong digital

Corong
Triangle
Destruksi
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Sebagai alat untuk memisahkan cairan dan
padatan pada proses pembuatan ekstrak
Sebagai alat untuk menuang campuran
bakteri dalam media TSB

Sebagai alat untuk meletakkan alat dan
bahan

Sebagai alat untuk memotong benang
Sebagai tempat untuk mengencerkan ekstrak
Sebagai alat untuk menghitung zona hambat
Untuk membantu memindahkan larutan
Untuk meratakan bakteri

Sebagai alat untuk melarutkan sampel
sebelum dibuang dan dibersihkan

3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 2,

beberapa foto bahan penelitian yang digunakan disajikan pada Lampiran 2.

Tabel 2. Bahan yang digunakan saat penelitian

No. Bahan Fungsi
1. Daun Mahoni Sebagai bahan yang hendak  diuji
(S. macrophylla) kemampuan daya hambatnya

2. Bakteri A. hydrophila Sebagai bahan uji daya hambat

3. Alkohol 70% Sebagai bahan pengkondisian aseptis

4. TSA (Tryptic Soy Agar) Sebagai bahan tumbuh bakteri dalam bentuk
agar

5. TSB (Triptyc Soy Broth) Sebagai bahan tumbuh bakteri dalam bentuk
cair

6. Tali kasur Sebagai bahan untuk mengikat kertas koran
pada saat proses sterilisasi

7. Tissue Sebagai bahan untuk membersihkan alat
yang telah digunakan

8. Kapas Sebagai bahan untuk menutup tabung reaksi
dan erlenmeyer yang hendak disterilkan

9. Etanol 96% Sebagai bahan pelarut pada proses
perendaman

10. Kertas Saring Sebagai bahan untuk menyaring ekstrak

11. Akuades Sebagai bahan pelarut dalam pengenceran
bakteri

12.  Alumunium Foll Sebagai bahan untuk menutup ujung tabung
reaksi dan Erlenmeyer pada saat disterilkan

13. Spiritus Sebagai bahan bakar dari bunsen

14. Kertas cakram 6mm Sebagai bahan untuk mengetahui besar daya
hambat

15. DMSO 10% Sebagai pelarut ekstrak

16. Kertas label Sebagai pemberi tanda pada setiap

perlakuan
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17. Kertas berkas atau koran Sebagai bahan pembungkus alat saat proses
sterilisasi

18. Plastik bening Sebagai pembungkus alat yang akan
didestruksi

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen.
Menurut Wasis (2008), metode eksperimen merupakan metode penelitian yang
menguji hipotesis berbentuk hubungan sebab-akibat melalui pemanipulasian
variabel independen dan menguji perubahan yang diakibatkan oleh
pemanipulasian. Selama pemanipulasian perlakuan, peneliti melakukan kontrol
terhadap variabel luar agar perubahan yang terjadi benar-benar akibat
pemanipulasian, bukan disebabkan variabel lainnya.

Metode eksperimen merupakan langkah-langkah lengkap yang diambil
sebelum eksperimen dilakukan agar data yang diperlukan dapat diperoleh
sehingga analisis menjadi objektif. Variabel bebas dijadikan sebagai variabel
eksperimen, variabel penyebab atau variabel perlakuan yang karakteristiknya
diyakini dapat menghasilkan perbedaan sedangkan variabel terikat atau variabel
akibat merupakan hasil dari suatu penelitian. Dikatakan terikat karena tergantung

variabel bebas. Eksperimen biasanya dilakukan di laboratorium (Umar, 2005).

3.3 Pengambilan Data

Pada penelitian ini dilakukan pengambilan data dengan cara observasi
secara langsung. Observasi merupakan teknik pengumpulan data secara
langsung dari lapangan. Proses observasi dimulai dengan mengidentifikasi
tempat yang hendak diteliti. Setelah tempat penelitian diidentifikasi, dilanjutkan
dengan membuat pemetaan, sehingga diperoleh gambaran umum tentang
sasaran penelitian. Kemudian peneliti mengidentifikasi siapa yang akan

diobservasi, kapan, berapa lama dan bagaimana proses observasi (Raco, 2010).
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Observasi merupakan metode pengumpulan data melalui pengamatan
visual dengan menggunakan panca indra. Kemampuan melakukan observasi
merupakan keterampilan tingkat tinggi yang memelukan banyak latihan. Unsur
terpenting dalam observasi adalah mempertahanan objektivitas penelitian.
Mencatat hasil observasi secara khusus tentang apa yang dilihat, dirasa,
didengar, dicium dan dikecap akan lebih akurat dibandingkan mencatat

interpretasi seseorang akan hal tersebut (Asmadi, 2008).

3.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan acak lengkap
(RAL). RAL digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat
percobaan yang seragam sehingga kondisi lingkungan tempat penelitian dalam

keadaan sama (Sastrosupadi, 2002).

Y=p+1+¢

Keterangan :

M : nilai rerata harapan (mean)

T : pengaruh faktor perlakuan

€ : pengaruh galat

Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa perlakuan pemberian

ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan perlakuan yang diberikan
adalah perbedaan konsentrasi ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)
terhadap bakteri A. hydrophila. Dasar penelitian ini adalah menggunakan
penelitian pendahuluan untuk mengetahui konsentrasi daya hambat yang tepat
dalam penggunaan ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla). Dalam
penelitian ini, dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali, sedangkan perlakuan
tersebut diperoleh total sampel sebanyak 5 perlakuan dan 2 kontrol, kontrol

positif dan kontrol negatif. Sehingga tiap perlakuan disajikan pada Gambar 5

sebagai berikut ini:
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Gambar 5. Denah Penelitian Uji Cakram

Keterangan :

A : Perlakuan konsentrasi 5 %

B : Perlakuan konsentrasi 10 %

C : Perlakuan konsentrasi 15 %

D : Perlakuan konsentrasi 20 %

E : Perlakuan konsentrasi 25 %

K+ : Perlakuan konsentrasi 100% (kontrol positif)

K- : Perlakuan konsentrasi tanpa diberi ekstrak 0% (kontrol negatif)

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Persiapan Penelitian
3.5.1.1 Uji Pendahuluan Penentuan Konsentrasi Daya Hambat

Uji pendahuluan pada kegiatan awal penelitian dilakukan dengan
melakukan uji kertas cakram difusi pada media TSA yang sudah ditanam bakteri
A. hydrophila dengan menggunakan ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)

sebagai antibakteri. Dalam uji pendahuluan ini konsentrasi ekstrak kasar daun

Mahoni adalah dalam bentuk persentase (%).

3.5.1.2 Sterilisasi Alat dan Bahan
Sebelum alat dan bahan yang akan digunakan saat penelitian maka perlu
dilakukan proses sterilisasi. Proses sterilisasi tersebut adalah sebagai berikut ini :
o Alat-alat yang akan digunakan dicuci terlebih dahulu menggunakan sabun
cuci, dikeringkan kemudian dibungkus dengan menggunakan kertas

koran dan diikat menggunakan benang.
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e Aquades secukupnya dituang ke dalam autoclave, kemudian alat yang
telah dibungkus kertas koran dimasukkan ke dalam autoclave dan ditutup
rapat dengan mengencangkan baut secara simetris.

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

e Tombol OFF ditekan, ditunggu beberapa saat hingga suhu menunjukkan
angka 0 (nol), kemudian buka klep uap lalu buka penutup autoclave
secara simetris.

e Alat dan bahan diambil dari autoclave, kemudian alat yang telah
disterilkan disimpan dalam kotak penyimpanan, sedangkan bahan yang

telah disterilkan disimpan dalam lemari pendingin.

3.5.1.3 Sterilisasi Tempat Perlakuan

Selain alat dan bahan, tempat dan laboran harus steril guna menghindari
kontaminan. Tangan laboran yang bersinggungan, meja dan barang di sekitar
tempat perlakuan harus selalu dalam kondisi aseptis. Sterilisasi tempat dapat
dilakukan dengan cara kimia menggunakan alkohol 70% maupun cara fisika
dengan pembakaran langsung maupun dengan penyinaran dengan sinar UV.
Pada penelitian ini sterilisasi tempat dilakukan dengan menggunakan sinar UV

yang terdapat pada laminar air flow.

3.5.1.4 Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Mahoni (S. macrophylla)
Sebelum ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) digunakan saat

penelitian maka perlu dilakukan proses pembuatan ekstrak. Proses pembuatan
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ekstrak kasar daun Mahoni menurut Hidayati, Yuliani dan Kuswanti (2013)

adalah sebagai berikut ini:

Daun Mahoni segar disiapkan seberat 5 kg.

Daun Mahoni dikeringkan dengan cara diangin-anginkan agar kandungan
fitokimia pada daun tersebut tidak hilang.

Daun Mahoni yang telah kering ditimbang ulang dan mengalami
penyusutan sehingga beratnya menjadi sebesar 500 gr.

Daun Mahoni didiamkan selama 24 jam, tujuannya agar didapatkan hasil
pengeringan yang sempurna.

Daun Mahoni yang telah didiamkan selama 24 jam, dilakukan proses
penggilingan dengan menggunakan blender hingga didapatkan ukuran
daun Mahoni yang lebih halus.

Daun Mahoni yang sudah berbentuk serbuk, disiapkan untuk proses
perendaman (maserasi).

Serbuk daun Mahoni seberat 200 gram dimaserasi sebanyak 3 kali dalam
etanol 96% selama 3x24 jam dalam suhu kamar.

Pada hari pertama, serbuk daun Mahoni direndam dalam etanol 96%
sebanyak 600 ml. Maserasi pertama ini digunakan untuk membasahi
serbuk yang kering (pembasahan).

Pada hari kedua dan ketiga maserasi, serbuk ditambahkan etanol 96%
masing-masing sebanyak 400 ml.

Larutan dari proses maserasi selanjutnya disaring menggunakan kertas
saring, dan dilakukan tahap pengentalan ekstrak (evaporasi) dengan
menggunakan rotary vacuum evaporator.

Ekstrak daun Mahoni hasil dari evaporasi ditimbang dan didapatkan

ekstrak seberat 27,34 gram.
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3.5.1.5 Pembuatan Media
a. Tryptic Soy Agar (TSA)

TSA merk OXOID dengan dosis 40 gram/liter.

TSA ditimbang seberat 20 gram dan dimasukkan dalam erlenmeyer berisi
500 ml akuades.

Larutan TSA diaduk pada kondisi hangat di atas hotplate hingga tercampur
dengan rata.

Erlenmeyer ditutup dengan kapas dan alumunium foil kemudian disterilkan
dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

Media yang akan dipakai dibiarkan dingin hingga mencapai suhu + 33°C
karena bakteri akan mati apabila diinokulasi pada media yang masih
panas.

Media TSA yang digunakan untuk peremajaan bakteri dituangkan ke dalam
tabung reaksi. Selanjutnya tabung reaksi dimiringkan dan ditunggu hingga
padat

Sedangkan media TSA yang digunakan untuk penelitian, dituang pada
cawan petri tunggu hingga dingin dan siap digunakan.

Media yang tidak langsung digunakan dapat disimpan dalam lemari

pendingin.

b. Tryptic Soy Broth (TSB)

TSB ditimbang 0,6 gram dilarutkan dalam 20 ml akuades dalam erlenmeyer
kemudian diaduk hingga larut sempurna dan berwarna kuning.

Erlenmeyer ditutup kapas dan alumunium foil lalu dibungkus dan diikat
kemudian disterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Media yang akan digunakan untuk pembiakan bakteri dibiarkan dingin

karena bakteri akan mati bila diinokulasi pada media yang masih panas.
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3.5.1.6 Pembiakkan Bakteri A. hydrophila
a. Media TSA (Tryptic Soy Agar)

e Jarum osse dipanaskan diatas bunsen sampai berpijar
e Jarum ose didinginkan kemudian disentuhkan ke biakan murni
A. hydrophila
e Jarum ose digoreskan secara zig-zag pada media TSA (Tryptic Soy Agar)
miring dan dibiarkan 12 - 24 jam dalam inkubator dengan suhu 33°C.
b. Media TSB (Tryptic Soy Broth)
e Media TSB (Tryptic Soy Broth) disiapkan sebanyak 20 ml dalam
erlenmeyer
e Jarum osse dipanaskan diatas bunsen sampai berpijar, setelah dingin
diambil satu osse ke biakan A. hydrophila kemudian dicelupkan pada
media TSB (Tryptic Soy Broth) dan dibiarkan 12 - 24 jam dalam inkubator
dengan suhu 33°C.
3.5.2 Pelaksanaan Penelitian
3.5.2.1 Prosedur Pelaksanaan 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
dan Chan, 1986). Prosedur pelaksanaan uji cakram adalah sebagai berikut:
e Cawan petri yang telah terdapat media TSA disiapkan.
e Konsentrasi ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) yang akan diuji
untuk mengetahui kemampuan daya hambatnya disiapkan.
o Bakteri disiapkan pada media TSB
e Suspensi cairan diambil sebanyak 0,1 ml menggunakan mikropipet dan

diteteskan di atas permukaan agar yang telah memadat.
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e Suspensi cairan bakteri disebarkan dengan ditempelkan pada permukaan
agar supaya tetesan suspensi merata. Penyebaran suspensi dilakukan
dengan cara memutar cawan petri.

e Penanaman bakteri dilakukan secara steril dalam laminar air flow agar
tidak terjadi kontaminasi.

o Kertas cakram steril ukuran 6 mm direndam ke dalam ekstrak daun Mahoni
(S. macrophylla) selama 15 menit berdasarkan konsentrasi yang telah
ditentukan.

o Kertas cakram yang telah direndam, dalam ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) ditiriskan dan diletakkan pada permukaan media agar.

e Hasilnya dibaca setelah diinkubasi pada suhu ruang 33°C selama 24 jam
dengan mengukur diameter zona bening yang terbentuk pada sekitar

kertas cakram menggunakan jangka sorong.

3.5.2.2 Parameter Uji

Parameter uji terdiri dari parameter utama dan parameter penunjang.
Parameter utama vyaitu mengukur diameter daerah hambatan dengan
menggunakan kertas cakram yang dinyatakan dengan mm ditambah daerah
bening yang ada di sekeliling kertas cakram. Sedangkan parameter penunjang

adalah lama perendaman kertas cakram dan suhu inkubasi.

3.6 Analisis Data

Berdasarkan hasil uji daya hambat (zona bening) ekstrak kasar daun
Mahoni (S. macrophylla) terhadap bakteri A. hydrophila maka dilakukan analisa
data secara statistik dengan menggunakan analisa keragaman atau uji F
(ANOVA) sesuai dengan rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak

Lengkap (RAL). Uji ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh perlakuan (variabel
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bebas) terhadap respon zona hambat (zona bening) yang diukur atau uji F 1%
dan F 5%. Apabila nilai uji F berbeda nyata atau berbeda sangat nyata maka
dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) yaitu untuk menngetahui
perbedaan antar perlakuan. Kemudian untuk mengetahui hubungan antar
perlakuan dengan diameter zona hambat (zona bening) digunakan uji polinomial
orthogonal yang memberikan keterangan mengenai pengaruh keterangan

terbaik.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Daya Antibakteri Ekstrak Daun Mahoni (S. macrophylla) dengan Uiji
Cakram

Uji cakram dilakukan untuk mengetahui kemampuan daya hambat dari
ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) yang ditandai dengan adanya zona
bening di area kertas cakram sesuai konsentrasi pada masing-masing perlakuan.

Hasil dari uji cakram disajikan pada Gambar 6 dan Lampiran 3.

Perlakuan E dengan konsentrasi 25%

Gambar 6. Hasil Uji Daya Hambat Bakteri A. hydrophila setelah Pemberian
Ekstrak Kasar Daun Mahoni (S. macrophylla)
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Pada Gambar 6 dapat diketahui bahwa hasil uji daya hambat bakteri
A. hydrophila menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri di sekitar kertas
cakram yang telah direndam pada ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)
sesuai dengan perlakuan konsentrasi yang berbeda yang ditunjukkan dengan
adanya zona bening. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan dari Sukandar,
Radiastuti, Jayanegara dan Hudaya (2010), bahwa semakin rendah konsentrasi
yang diberikan, maka semakin kecil diameter zona hambat yang terbentuk oleh
bakteri uji, karena semakin kecil zat aktif yang terlarut pada ekstrak. Sedangkan
semakin tinggi konsentrasi yang diberikan, maka semakin luas pula diameter
zona hambat yang terbentuk oleh bakteri uji.

Menurut Tan, Osman, Wong, Boey, dan lbrahim (2009), aktivitas
antibakteri pada ekstrak daun Mahoni (S. macrophylla) ditunjukkan dengan
adanya kandungan methanol, diklorometana dan n-heksan. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan atas aktivitas antibakteri, disimpulkan bahwa
kandungan metanol menjadi kandungan yang paling berperan aktif dalam
ekstrak. Aktivitas antibakteri yang tinggi pada ekstrak daun ini dapat dikaitkan
dengan kandungan bioaktif yang cukup tinggi. Selain itu, aktivitas antibakteri juga
ditunjukkan dengan adanya fenol seperti tannin dan flavonoid di dalamnya.

Senyawa fenol merupakan senyawa yang berfungsi sebagai antimikroba,
dengan merusak dinding sel sehingga mengakibatkan lisis, mengubah
permeabilitas membran sitoplasma yang menyebabkan kebocoran nutrient,
mendenaturasi protein sel, dan merusak sistem metabolisme di dalam sel
dengan cara menghambat kerja enzim intraseluler (Peoloengan, Chairul,
Komala, Salmah dan Susan, 2006). Hasil rata-rata daya hambat dari ekstrak
daun Mahoni (S. macrophylla) secara in vitro diperoleh data yang disajikan pada

Tabel 3.
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Tabel 3. Data Hasil Perhitungan Rata-Rata Zona Hambat Bakteri A. hydrophila

PERLAKUAN 3 ULAZNGAN 3 RATA-RATA
A (5%) 4,84 3,37 3,49 3,90 + 0,82
B (10%) 5,29 5,94 5,70 5,64 + 0,33
C (15%) 6,92 7,95 6,83 7,23 0,62
D (20%) 9,56 9,24 9,34 9,38 + 0,16
E (25%) 10,41 10,78 10,56 10,58 + 0,19

Berdasarkan pada Tabel 3 di atas, menunjukkan bahwa nilai rata-rata
dari konsentrasi ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) menghasilkan
diameter zona hambat terkecil pada konsentrasi 5% yakni sebesar 3,90 mm
sedangkan untuk nilai rata-rata diameter zona hambat terbesar pada konsentrasi
25% yakni sebesar 10,58 mm. Kemudian dilanjutkan dengan perhitungan sidik
ragam untuk mengetahui pengaruh perlakuan. Hasil dari sidik ragam pada
pengaruh pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) dengan
konsentrasi yang berbeda terhadap daya hambat bakteri A. hydrophila disajikan

pada Tabel 4, dan untuk perhitungan secara lengkap disajikan pada Lampiran 4.

Tabel 4. Sidik Ragam Zona Bening Bakteri A. hydrophila

Sumber F

db JK KT A F 5% F 1%
Keragaman Hitung
Perlakuan 4 88,21 22,05 95,86** 3,48 5,99
Acak 10 2,38 0,23
Total 14

Keterangan: ** = Berbeda Sangat Nyata

Pada Tabel 4 yaitu tabel sidik ragam zona bening bakteri A. hydrophila
didapatkan hasil bahwa pengaruh pemberian ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) terhadap daya hambat bakteri A. hydropila adalah berbeda
sangat nyata. Hal tersebut dikarenakan hasil dari F hitung lebih besar dari F tabel
5% dan F tabel 1% atau nilai 95,86 lebih besar daripada 3,48 dan 5,99, sehingga
Ho ditolak karena hasil dari perlakuan tersebut adalah berbeda sangat nyata.

Kemudian, untuk mengetahui beda antar perlakuan maka dilakukan uji BNT
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(Beda Nyata Terkecil) yang disajikan pada Tabel 5, dan untuk perhitungan

secara lengkap disajikan pada Lampiran 4.

Tabel 5. Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar
Daun Mahoni (S. macrophylla) terhadap Daya Hambat A. hydrophila

A B C D E

Perlakuan Rata-rata 3.90 5 64 723 938 10,58 Notasi
A 3,90 - - - - - a
B 5,64 1,74** - - - - b
C 7,23 3,33** 1,59** - - - c
D 9,38 5,48** 3,74* 2,15** - - d
E 10,58 6,68** 4,94* 335%* 1 20™ - d

Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
* = perbeda nyata
** = perbeda sangat nyata
Pada uji BNT (Tabel 5) menunjukkan perbedaan notasi yang diberikan
pada masing-masing perlakuan. Pada perlakuan A memiliki notasi a dikarenakan
hasil dari perlakuan A tidak berbeda nyata. Pada perlakuan B memiliki notasi b
dikarenakan nilai rata-rata perlakuan B berbeda sangat nyata dengan perlakuan
A. Pada perlakuan C memiliki notasi ¢ dikarenakan nilai rata-rata perlakuan C
berbeda sangat nyata dengan perlakuan A dan B. Sedangkan pada perlakuan D
dan E memiliki notasi d dikarenakan nilai rata-rata perlakuan D dan E berbeda
sangat nyata dengan perlakuan A, B dan C. Perbedaan pemberian notasi pada
setiap perlakuan dikarenakan pada setiap perlakuan dengan konsentrasi yang
berbeda memiliki hasil rata-rata zona hambat dari bakteri A. hydrophila yang
berbeda pula.
Untuk mengetahui hubungan (regresi) antara perlakuan dengan
parameter uji, maka dilakukan uji polynomial orthogonal yang disajikan pada

Gambar 7, dan untuk perhitungan secara lengkap disajikan pada Lampiran 4.
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Gambar 7. Grafik Hubungan Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Mahoni
(S. macrophylla) terhadap Diameter Zona Hambat Bakteri
A. hydrophila

Berdasarkan gambar di atas (Gambar 7), grafik zona hambat antar
perlakuan esktrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) terhadap bakteri
A. hydrophila menunjukkan perpotongan garis secara linear dengan
menggunakan persamaan y = 2,240 + 0,342x dengan koefisian nilai determinasi
(R? sebesar 0,973. Pada grafik menunjukkan bahwa pemberian esktrak kasar
daun Mahoni (S. macrophylla) berpengaruh terhadap bakteri A. hydrophila
dengan nilai rata-rata diameter zona hambat berkisar antara 3,90 mm sampai
dengan 10,56 mm. Diameter zona hambat bakteri A. hydrophila terendah
diperoleh pada perlakuan A dengan konsentrasi 5% yaitu sebesar 3,90 mm dan
diameter zona hambat tertinggi diperoleh pada perlakuan E dengan konsentrasi
25% vyaitu sebesar 10,58 mm. Hal tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kasar
daun Mahoni (S. macrophylla) memiliki aktivitas antibakteri kuat.

Pengukuran kekuatan antibiotik-antibakteri apabila diameter zona bening

< 5 mm menunjukkan aktivitas antibakteri lemah, diameter 5-10 mm
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menunjukkan aktivitas antibakteri sedang, diameter 10-20 mm menunjukkan
aktivitas antibakteri kuat dan diameter > 20 mm menunjukkan aktivitas antibakteri
sangat kuat (Jannata, Gunadi dan Ermawati, 2014).

Hasil analisa sidik ragam menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak kasar
daun Mahoni (S. macrophylla) memberikan pengaruh yang sangat nyata dalam
menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila. Hal tersebut dikarenakan pada
daun Mahoni (S. macrophylla) terdapat bahan aktif flavonoid, tannin, methanol,
diklorometana dan n-heksan. Hasil ekstraksi yang mengandung bahan-bahan
kimia tersebut menunjukkan aktivitas inhibisi, karena bahan-bahan tesebut
merupakan komponen dalam aktivitas antibakteri (Eid, Elmarzugi dan El-
Enshasy, 2013).

Untuk mengetahui sifat antibakteri yakni bateriostatik atau bakterisidal
maka inkubasi dilanjutkan hingga 24 jam (ditandai adanya zona bening di area
sekitar kertas cakram). Menurut Pelczar dan Chan (2005), berdasarkan cara
kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakteriostatik dan bakterisidal.
Bakteriostatik bekerja dengan cara menghambat pertumbuhan bakteri,
sedangkan bakterisidal bekerja dengan cara mematikan bakteri secara langsung.
Berdasarkan hasil dari inkubasi tersebut, diketahui bahwa ekstrak kasar daun
Mahoni (S. macrophylla) bersifat bakteriostatik yakni menghambat pertumbuhan
bakteri.

Berdasarkan hasil dari penelitian, diameter zona hambat bakteri
A. hydrophila tertinggi diperoleh pada perlakuan E dengan konsentrasi 25% yaitu
sebesar 10,58 mm, sedangkan diameter zona hambat bakteri A. hydrophila
terendah diperoleh pada perlakuan A dengan konsentrasi 5% yaitu sebesar 3,90
mm. Dari hasil pengukuran tersebut diketahui bahwa ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) mempunyai efek yang cukup baik dalam menghambat

pertumbuhan bakteri A. hydrophila secara in vitro. Selain itu, tingkat konsentrasi
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juga mempengaruhi keefektivan dalam menghambat bakteri A. hydrophila. Hal
tersebut telah disajikan pada Gambar 7 dimana pada gambar tersebut
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka zona bening yang
dihasilkan akan semakin besar, sedangkan apabila semakin rendah konsentrasi
maka diameter zona bening yang dihasilkan akan semakin kecil. Hal tersebut
dikarenakan efek penghambatan ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla)
diduga berkaitan dengan flavonoid sebagai senyawa antibakteri yang
dikandungnya.

Flavonoid merupakan suatu kelompok senyawa fenol yang terbesar yang
ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu,
dan biru, dan sebagian zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-
tumbuhan. Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15
atom karbon, dimana dua cincin benzene (C6) terikat pada suatu rantai propan
(C3) sehingga membentuk suatu susunan C6-C3-C6. Susunan ini dapat
menghasilkan tiga jenis struktur yakni 1,3-diarilpropan atau neoflavonoid (Gafur,
Isa dan Bialangi, 2014). Klasifikasi flavonoid sangat beragam diantaranya ada
yang mengklasifikasikan flavonoid menjadi flavon, flavonon isoflavon, flavanol,
flavanon, antosianin dan kalkon. Kebanyakan flavonoid berbentuk monomer,
tetapi terdapat pula bentuk dimer (biflavonoid), trimer, tetramer, dan polimer
(Setyawan dan Darusman, 2008).

Flavonoid umumnya terdapat pada tanaman sebagai derivatif glikosilasi,
dan berkontribusi pada nuansa biru, merah, dan oranye, terdapat pada daun,
bunga dan buah-buahan. Selain terdapat pada sayuran dan buah-buahan,
flavonoid juga ditemukan dalam biji, kacang-kacangan, rempah-rempah dan

tanaman obat (Pietta, 2000). Struktur dasar flavonoid disajikan pada Gambar 8.
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Gambar 8. Struktur dasar flavonoid (Pietta, 2000)

Flavonoid dapat menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi antara
flavonoid dengan DNA bakteri. Selain itu, flavonoid mampu melepaskan energi
tranduksi terhadap membran sitoplasma bakteri dan menghambat motilitas
bakteri (Sabir, 2005). Flavonoid bekerja dengan cara denaturasi protein. Proses
ini juga menyebabkan gangguan dalam pembentukan sel sehingga mengubah
komposisi komponen protein. Fungsi membran sel yang terganggu dapat
menyebabkan peningkatan permeabilitas sel, diikuti dengan terjadinya kerusakan
sel bakteri. Kerusakan tersebut menyebabkan kematian sel bakteri. Flavonoid
berfungsi untuk menjaga pertumbuhan normal, pertahanan terhadap pengaruh
infeksi dan kerusakan (Liantari, 2014).

Menurut Volk dan Wheeler (1998) 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 ini dapat menyebabkan
kematian bakteri. Pada perusakan membran sitoplasma, ion H* dari senyawa
fenol dan turunannya (flavonoid) akan menyerang gugus polar sehingga molekul
fosfolipida akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat dan asam fosfat. Hal ini

mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan bentuk membran
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sitoplasma, akibatnya membran sitoplasma akan bocor dan bakteri akan
mengalami hambatan pertumbuhan dan bahkan kematian. Reaksi penguraian

fosfolipida pada membran sitoplasma bakteri disajikan pada Gambar 9.

HE—(—C—R Hl—OH
[#)
| H Il
He—O—t—R =+ H—® + 2 R—t—H + HPOy
O
[ H 1 (azam karboksilat) (azam fosfat)
HIE—O—T—O' His—OH
o [glizerol)
[foztolipida) (flarvom)
HO

Gambar 9. Reaksi penguraian fosfolipida pada membran sitoplasma bakteri
oleh flavon (Prajitno, 2007).

Mekanisme kerja antibakteri secara umum akan menghambat sintesis
dinding sel, fungsi dinding sel, sintesis protein dan metabolisme sel.
Penghambatan fungsi dinding sel oleh senyawa antibakteri akan mengubah
tegangan permukaan sel sehingga merusak permeabilitas membran sel bakteri.
Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen sel.
Senyawa antibakteri juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri melalui
penghambatan sintesis protein dan menghambat kerja enzim yang berperan
dalam pertumbuhan bakteri (Mardiana, Ibram dan Lisdiana, 2015).

Dinding sel yang mengandung lapisan peptidoglikan dapat ditembus oleh
senyawa metabolit sekunder vyaitu flavonoid. Senyawa flavonoid dapat
menembus dinding sel bakteri dengan mudah sehingga pertumbuhan bakteri
menjadi menurun dalam jumlah yang banyak. Dinding bakteri yang terkena
flavonoid akan kehilangan permeabilitas sel (Munfaati, Ratnasari, Trimulyono,

2015).
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4.2 Hasil dari Parameter Penunjang

Parameter penunjang merupakan parameter pendukung yang digunakan
selama penelitian. Pada penelitian ini, parameter penunjang yang digunakan
adalah suhu inkubasi dan lama perendaman kertas cakram. Parameter
penunjang pertama yakni suhu inkubasi, yang merupakan faktor utama yang
mempengaruhi laju pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri ditandai dengan
peningkatan jumlah sel dalam suatu populasi juga ditandai dengan meningkatnya
nilai densitas/kekeruhan medium sejalan dengan meingkatnya lama waktu
inkubasi. Pengukuran terhadap peningkatan jumlah sel ini salah satunya dapat
dilakukan dengan cara densitas pada medium pertumbuhan (Umniyati, Astulti,
Oktavia dan Pramiadi, 2009). Selama 24 jam masa inkubasi, suhu yang
digunakan dalam penelitian adalah 33°C. Menurut Prajitno (2007), pertumbuhan
maksimal bakteri A. hydrophila adalah pada kisaran 28-41°C sedangkan
pertumbuhan minimum terjadi pada suhu 0-5°C.

Parameter penunjang kedua yakni lama perendaman kertas cakram.
Ukuran kertas cakram yang digunakan adalah 6 mm. Lama perendaman kertas
cakram ini bertujuan agar ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) benar-
benar terserap sehingga dapat menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila.
Lama perendaman kertas cakram dalam penelitian ini adalah selama 15 menit.
Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Ibrahim, Adiputra, Setyawan dan
Hudaidah (2013), uji cakram dilakukan untuk melihat daya hambat dari ekstrak
yang digunakan. Cakram direndam di dalam esktrak selama £15 menit. Dari hasil
penelitian yang telah dilakukan, lama perendaman kertas cakram memberikan

pengaruh terhadap daya serap bahan aktif ke dalam kertas cakram.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pemberian ekstrak kasar daun
Mahoni (S. macrophylla) terhadap daya hambat bakteri A. hydrophila secara in
vitro didapatkan kesimpulan bahwa pemberian ekstrak kasar daun Mahoni
(S. macrophylla) dengan konsentrasi yang berbeda memberikan pengaruh yang
berbeda sangat nyata terhadap bakteri A. hydrophila. Hubungan antara
pemberian konsentrasi perlakuan pada ekstrak kasar daun Mahoni (S.
macrophylla) terhadap diameter daya hambat menunjukkan pola linier dengan
persamaan y = 2,240 + 0,342x dengan koefisian nilai determinasi (R?) sebesar
0,973. Diameter daya hambat yang dihasilkan semakin meningkat seiring dengan
besarnya konsentrasi perlakuan yang digunakan. Diameter zona hambat tertinggi
diperoleh pada perlakuan E dengan konsentrasi 25% yaitu sebesar 10,58 mm
dan diameter zona hambat bakteri A. hydrophila terbaik diperoleh pada

perlakuan D dengan konsentrasi 20% yaitu sebesar 9,38 mm.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, maka didapatkan saran menggunakan
ekstrak daun Mahoni (S. macrophylla) untuk menghambat bakteri A. hydrophila
pada konsentrasi 20%. Selain itu diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai
pengaruh pemberian ekstrak kasar daun Mahoni (S. macrophylla) secara in vitro
dengan menggunakan konsentrasi yang lebih tinggi untuk mengetahui

konsentrasi yang optimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Foto Alat — alat Penelitian
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Lampiran 1 (Lanjutan)
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Lampiran 1 (Lanjutan)
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Lampiran 2. Foto Bahan Penelitian
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Lampiran 2 (Lanjutan)

Spiritus DMSO 10%
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Lampiran 3. Foto Hasil Uji Cakram
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Lampiran 3. (Lanjutan)
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Lampiran 3. (Lanjutan)
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Lampiran 4. Analisis Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Mahoni
(S. macrophylla) terhadap Daya Hambat Bakteri A. hydrophila secara In

Vitro

» Data Diameter Hambatan (mm) Bakteri A. hydrophila

Ia'lzﬁ;n RL R2 R3 Rata-ata  R12 R22 R IR
A(G%) 4,84 3,37 349 3,90+082 2342 11,35 12,18 46,95
B(10%) 529 594 570 564+033 27,98 3528 3249 9575
C(15%) 6,92 7,95 683 7,23+062 47,88 63,20 46,64 157,72
D(20%) 9,56 924 934 9,38+0,16 91,39 8537 87,32 263,99
E(25%) 10,41 10,78 10,56 10,58+0,19 108,36 116,20 111,51 336,07
900,48

Perhitungan:

1. Faktor Koreksi (FK) ~ 3

110,222
15

= 809,89
2. Jumlah Kuadrat (JK total) =¥ x;* — FK

= (A1% + A2? + A3%+ ... + E3%) - FK

= (4,842 + 3,37% + 3,49° + ... + 10,56°) — 809,89

=90,59

i\ 2
3. JK Perlakuan = Z(ZT’”) ~-FK

_ (TA%+ TB?+ TC?+ TD?+TE?)
T

-FK

_ 11,70+ 16,93%+21,70%+ 28,14%+31,752
3

= 88,21
4. JK galat = JK Total-JK Perlakuan

=90,59 -88,21=2,38

- 809,89
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Lampiran 4. (Lanjutan)
5. db Total =(nxr-1

(5x3)-1

6. db Perlakuan =n-1

7. db Galat = db Total - db Perlakuan
=14-4
=10
» Analisa Sidik Ragam dengan Uji F tabel dalam Statistik Rancangan
Percobaan Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Mahoni

(S. macrophylla) terhadap Daya Hambat Bakteri A. hydrophila secara In
Vitro

Sumber Jumlah Kuadrat
Keragaman db  Kuadrat Tengah F Hitung F 5% F 1%
Perlakuan 4 88,21 22,05 95,86 3,48 5,99
Acak 10 2,38 0,23
Total 14 90,59

Berdasarkan hasil analisa sidik ragam di atas menunjukkan bahwa nilai F
hitung 95,86 lebih besar dari F tabel 5% yaitu 3,48 maupun F tabel 1% sebesar
5,99 maka H, ditolak, hal ini berarti bahwa perbedaan perlakuan berpengaruh
sangat nyata. Setelah Hy ditolak, selanjutnya apabila ingin diketahui antar
perlakuan (rata-rata) mana yang berbeda nyata, maka untuk mengetahui hal
tersebut dilakukan uji nilai tengah (rata-rata) antar perlakuan atau disebut dengan

uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
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Lampiran 4. (Lanjutan)

» Hasil Uji BNT Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Mahoni
(S. macrophylla) terhadap Daya Hambat Bakteri A. hydrophila secara In
Vitro

Rerata i
perlakuan A3,18) B(@491) C(6,33) D(8,73) E(10,58) Notasi
A (3,90) - a
B (5,64) 1,74%* - b
C (7,23) 3,33** 1,59** - c
D (9,38) 5,48** 3,74** 2,15 ** - d
E (10,58) 6,68** 4,94** 3,35 ** 1,2" S d
*) berbeda nyata
**) berbeda sangat nyata
sep= [~ o — a7z
BNT 5% =t 0,05.ab6)SED = 2,228 x 0,3872 = 0,8626
BNT 1% =t (0,01:ab6)SED = 3,169 x 0, 3872 = 1,227
» Tabel Uji Polinomial Orthogonal
Perlakuan Daf[a Perbandingan Ci
(Ti) Linear Kuadratik Kubik Kuartik
A (5%) 11,70 -2 2 -1 1
B (10%) 16,93 -1 -1 2 -4
C (15%) 21,70 0 -2 0 6
D (20%) 28,14 1 -1 -2 -4
E (25%) 31,75 2 2 1 1
Q=>Ci*Ti 51,31 -1,7 -2,37 -6,63
Kr=(3> Ci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 87,75 0,05 0,18 0,20

» Tabel Sidik Ragam Regresi Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun
Mahoni (S. macrophylla) terhadap Daya Hambat Bakteri A. hydrophila
secara In Vitro

SUIMQER Db JK KT Fhit F5% F1%
Keragaman
Perlakuan 4 88,21 3,48 5,99
Linear 1 87,75 87,75 381,52
Kuadratik 1 0,05 0,05 0,21
Kubik 1 0,18 0,18 0,78
Kuartik 1 0,20 0,20 0,86
Acak 10 2,38 0,23

Total 14 90,59
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Lampiran 4. (Lanjutan)

» Grafik Pengaruh  Pemberian Ekstrak Kasar Daun  Mahoni
(S. macrophylla) terhadap Daya Hambat Bakteri A. hydrophila secara In
Vitro
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