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RINGKASAN 

Aisyah Amini. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Sambung Nyawa (G. 

procumbens) terhadap Bakteri P. fluorescens Secara In Vitro (di bawah bimingan 

Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS). 

 Saat ini perikanan tangkap dieksploitasi secara berlebihan yang 
menyebabkan stok sumberdaya ikan dunia menipis. Maka salah satu alternatif 
yang dapat dilakukan adalah dengan penggunaan perikanan budidaya yang 
tepat dan optimal untuk meningkatkan pertumbuhan ekonomi sektor perikanan.  
Sejalan dengan berkembangnya usaha budidaya sering mengalami beberapa 
kendala salah satunya yaitu munculnya serangan penyakit seperti bakteri P. 
fluoresens. Bakteri P. fluorescens dapat menyebabkan kematian massal pada 
semua spesies ikan air tawar pada berbagai tahapan pertumbuhan. Usaha yang 
telah dilakukan untuk mengatasi baik pencegahan maupun pengobatan penyakit 
bakteri adalah dengan pemberian antibiotik. Penggunaan antibiotik yang tidak 
rasional dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap antibiotik. Salah satu 
alternatif untuk pengobatan dari alam yang memiliki aktivitas antibakteri adalah 
daun sambung nyawa (G. procumbens).  

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium budidaya ikan divisi parasit 
dan penyakit ikan pada bulan Desember-Februari 2018. Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun sambung nyawa (G. 
procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro. Metode yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen yaitu dengan sengaja 
memanipulasi suatu variable dengan memunculkan atau tidak memunculkan 
suatu variable, kemudian memeriksa efek atau akibat yang ditimbulkan.  
Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan Percobaan Acak 
Lengkap (RAL) dengan menggunakan 5 perlakuan dan 3 kali ulangan dengan 
dosis perlakuan (A) 200 ppm ; (B) 400 ppm ; (C) 600 ppm ; (D) 800 ppm dan (E) 
1000 ppm serta kontrol positif dan kontrol negatif. 

Hasil penelitian menunjukan bahwa perlakuan pemberian ekstrak daun 
sambung nyawa terhadap bakteri P. fluorescens berbeda sangat nyata yaitu 
pada pengamatan diameter zona bening didapatkan nilai tertinggi pada 
perlakuan E dengan rata-rata 8,32 mm. Sedangkan diameter rata – rata zona 
bening terendah pada perlakuan A sebesar 7,32 mm. Hubungan zona bening 
antar perlakuan ekstrak daun sambung nyawa terhadap bakteri P. fluorescens  
menunjukan perpotongan garis secara linear dengan persamaan y = 7,200667+ 
0,00111x dan koefisien R2 = 0,64219. 
 Dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens 
dapat menghambat aktivitas P. fluorescens dan bersifat bakteriostatik. Dari hasil 
uji cakram didapatkan bahwa semakin tinggi dosis yang diberikan maka semakin 
besar zona bening yang terbentuk. Zona bening terendah didapatkan pada 
perlakuan A (200 ppm) sebesar 7,23 mm dan zona bening terbesar ada pada 
perlakuan E (1000 ppm) sebesar 8,32 mm. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang 

Selama ini produksi perikanan dunia masih didominasi oleh perikanan 

laut. Perikanan tangkap yang dilakukan secara terus menerus akan 

menyebabkan stok sumberdaya ikan dunia berada dalam kondisi overexploited, 

deplesi atau sedang mengalami recovery. Maka salah satu alternatif yang dapat 

dilakukan ialah penggunaan perikanan budidaya yang tepat dan optimal guna 

meningkatkan pertumbuhan ekonomi sektor perikanan di Indonesia (Zulkarnain, 

Purwanti dan Indrayani, 2013). Produksi perikanan budidaya selalu mengalami 

kenaikan dari tahun ke tahun. Pada tahun 2015 produksi perikanan budidaya 

sebesar 15,64 ton, pada tahun 2016 meningkat menjadi 16,68 ton dan pada 

tahun 2017 yaitu sebesar 17,22 ton (Anonymous, 2017). 

Sejalan dengan berkembangnya usaha budidaya, proses budidaya 

tersebut sering mengalami beberapa kendala. Salah satu kendala dalam 

budidaya yaitu muncul serangan penyakit. Penyakit dapat menyebabkan 

terjadinya pertumbuhan lambat sampai kematian, sehingga target produksi tidak 

sesuai dengan yang di harapkan dan mengakibatkan kerugian yang besar untuk 

pembudidaya (Nurlaila, Dewiyanti, dan Wijaya, 2016). Timbulnya penyakit adalah 

suatu proses yang dinamis dan merupakan interaksi antara inang (host), jasad 

penyakit (patogen) dan lingkungan. Dalam kegiatan budidaya ikan, apabila 

hubungan ketiga faktor adalah seimbang maka tidak timbul adanya penyakit 

(Sarjito, Prayitno, dan Haditomo, 2013). Penyakit pada ikan budidaya banyak 

disebabkan oleh jamur, parasit, virus dan bakteri (Sumino, Supriyadi dan 

Wardiyanto, 2013).  

Bakteri adalah patogen paling umum dari ikan budidaya yang 

menyebabkan kerugian besar bagi industri akuakultur. Bakteri dapat 
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menyebabkan penyakit saat ikan mengalami gangguan imun oleh beberapa 

bentuk stresor yang memungkinkan infeksi bakteri oportunistik untuk 

berkembang (El-Kader dan Mousa-Balabel, 2017).  

Salah satu penyakit pada ikan antara lain akibat serangan bakteri 

patogen P. fluoresens yang dapat menyebabkan infeksi klinis pada ikan mas 

(Yulvizar, Dewiyanti dan Defira, 2014). P. fluorescens adalah salah satu 

kelompok dari Genus Pseudomonas. Anggota kelompok ini telah diisolasi dari 

beragam habitat, termasuk air, tanah, jaringan tanaman, jamur, hewan dan 

manusia (Sanz, Arrebola, Granero, Mendez, Muriel, Romeo, Martin dan Nieto, 

2017). P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif dengan bentuk batang 

berukuran 0.8–1.0 μ (Hardi dan Pebrianto, 2012). P. fluorescens bersifat Gram 

negatif, membentuk ensim katalase, oksidase positif, memerlukan oksigen untuk 

tumbuh (aerob) (Arwiyanto, Maryudadi dan Azizah, 2007). P. fluorescens 

mempunyai kemampuan untuk menghasilkan pigmen warna hijau sampai biru 

(Adiathy, Suniti dan Suada, 2017).   

Infeksi P. fluorescens pada ikan menyebabkan penyakit yang disebut kulit 

merah. Karena kurangnya cara yang efektif untuk mengendalikan penyakit ini 

sering menyebabkan kematian yang tinggi, sehingga menyebabkan kerugian 

besar (Mastan, 2013). Serangan P. fluorescens dapat menyebabkan kematian 

pada ikan mas sebesar 30-80% (Murwantoko, Rozi, Istoqomah dan Nitimulyo, 

2013).  

Penyakit yang disebabkan oleh bakteri memperlihatkan gejala-gejala 

seperti kehilangan nafsu makan, luka-luka pada permukaan tubuh, pendarahan 

pada insang, perut membesar berisi cairan, sisik lepas, sirip ekor lepas, jika 

dilakukan pembedahan akan terlihat pembengkakan dan kerusakan pada hati, 

ginjal dan limpa (Ashari, Tumbol dan Kolopita, 2014). Bakteri P. fluorescens 

dapat menyebabkan pembengkakan dan kerusakan pada hati, ginjal dan limpa 
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pada ikan dan juga menyebabkan kematian massal pada semua spesies ikan air 

tawar pada berbagai tahapan pertumbuhan. Bakteri patogen dapat menginfeksi 

ke dalam tubuh ikan melalui insang dan kulit yang terluka dan dapat 

menimbulkan gejala penyakit seperti pembengkakan pada kulit, pembengkakan 

perut, luka kemerahan, nekrosis, borok/luka, dan septicaemia (Budianto dan 

Suprastyani, 2017).  

 Usaha yang telah dilakukan untuk mengatasi baik pencegahan maupun 

pengobatan penyakit yang disebabkan bakteri adalah dengan pemberian bahan-

bahan kimia maupun pemberian antibiotik sintetis. Pemberian bahan kimia ini 

memang dapat mencegah maupun mengobati penyakit pada ikan bila digunakan 

dengan dosis yang tepat, akan tetapi bila digunakan tidak terkontrol maka dapat 

menimbulkan beberapa efek negatif. Residu antibiotik dapat mencemari 

lingkungan dan juga dapat dijumpai di tubuh ikan, sehingga ikan tidak aman 

untuk dikonsumsi oleh manusia (Lukistyowati dan Kurniasih, 2011).  

Salah satu bahan pengobatan alternatif dari alam yang memiliki aktivitas 

sebagai antibakteri adalah daun sambung nyawa (G. procumbens). Tanaman 

sambung nyawa merupakan tanaman yang tumbuh rebah atau merayap yang 

berwarna hijau keunguan dan memiliki daun berbentuk bulat memanjang. 

Kandungan kimia yang dimiliki daun sambung nyawa (G. procumbens) adalah 

alkaloid, minyak atsiri, flavonoid, fenolik, saponin, dan terpenoid. flavonoid 

berperan langsung sebagai antibiotik dengan mengganggu fungsi dari 

mikroorganisme, seperti bakteri atau virus (Bakhtra, Jubahar dan Rusdi, 2018). 

Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui aktifitas antibakteri 

ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens 

secara in vitro.  
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1.2  Rumusan Masalah 

Penggunaan antibiotik untuk pengobatakn ikan dapat mengakibatkan 

resistensi bakteri terhadap bahan kimia yang digunakan. Alternatif yang efektif 

untuk pengobatan yaitu menggunakan tanaman obat. Saat ini belum diketahui 

aktivitas antibakteri daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. 

fluorescens. Berdasarkan uraian diatas dapat diperoleh rumusan masalah 

sebagai berikut: 

 Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak daun sambung nyawa (G. 

procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro? 

 
1.3  Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri 

ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens 

secara in vitro? 

 
1.4 Hipotesis 

H0 : Diduga pemberian ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) 

dengan dosis yang berbeda tidak memiliki aktifitas antibakteri terhadap bakteri P. 

fluorescens. 

H1 : Diduga pemberian ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) 

dengan dosis yang berbeda memiliki aktifitas antibakteri terhadap bakteri P. 

fluorescens. 

 
1.5 Kegunaan 

 Penelitian ini berguna untuk mengetahui ekstrak daun sambung nyawa 

(G. procumbens) dengan dosis yang berbeda sebagai aktifitas antibakteri 

terhadap bakteri P. fluorescens secara in Vitro 
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1.6 Tempat dan Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Budidaya Ikan Divisi Parasit 

dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, 

Malang pada januari 2019 sampai dengan Februari 2019. 
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2 TINJAUAN PUSTAKA 

2. 1  Biologi P. fluorescens  

2.1.1  Klasifikasi 

 Menurut Scales, Dickson, Lipuma dan Huffnagle (2014), klasifikasi P. 

fluorescens adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gammaproteobacteria 

Order  : Pseudomonadales 

Family  : Pseudomonadaceae 

Genus  : Pseudomonas 

Spesies : P. fluorescens 

2.1.2  Morfologi 

Koloni P. fluorescens memberi warna yang mengkilat dengan pigmen 

hijau kebiruan. Bakteri ini adalah bakteri gram negatif dan bersifat aerob. 

(Sembiring dan Swiwuryandari, 2000). P. fluorescens merupakan bakteri gram 

negatif dengan uji katalase positif (Rahayuniati dan Mugistuti, 2012).  P. 

fluorescens merupakan bakteri gram negatif dengan bentuk batang berukuran 

0.8 – 1.0 μ (Hardi dan Pebrianto, 2012). Bakteri P. fluorescens berbentuk basil 

atau batang (Imawati, 2015). 

Bakteri P. fluorescens memiliki karakteristik gram negatif, berbentuk 

batang, aerob obligat, motil mempunyai flagel polar (Rahmadian, Ismail, Abrar, 

Erina, Rastina dan Fahrimal, 2018). Bakteri P. fluorescens bersifat aerob, 

berbentuk batang pendek, katalase positif, oksidase positif, dapat mengoksidasi 

glukosa/karbohidrat lain. Bakteri ini termasuk dalam keluarga 
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Pseudomonadaceae (Manurung dan Susantie, 2017). Bakteri P. fluorescens 

disajikan pada Gambar 1. 

 
Gambar 1. P. Fluorescens 

(Scales, Dickson, Lipuma dan Huffnagle, 2014) 

2.1.3  Habitat  

P. fluorescens adalah bakteri yang dominan hidup pada  ekosistem air 

tawar (Mastan, 2013). Kemampuan metabolisme P. fluorescens yang sangat 

fungsional membuat bakteri ini memliki kemampuan untuk bertahan dalam 

berbagai lingkungan di luar inang mamalia, termasuk tanah, rizosfer dan 

permukaan tanaman. Tumbuh pada pH 4 sampai 8 (Scales, Dickson, Lipuma 

dan Huffnagle, 2014). Bakteri P. fluorescens dapat hidup optimum berada pada 

kisaran suhu 30°C - 34°C (Sembiring dan Swiwuryandari, 2000). 

P. fluorescens adalah salah satu bakteri yang ada di lingkungan. Bakteri 

in hidup di tanah, air dan di permukaan atau rizosfer tanaman (Zhigang, 

Chunlong, Yimin, Weihui, Zhihang, Zeping, Wenjing, Yiran, Junhe, 2019). 

Kisaran pH untuk pertumbuhan bakteri P. fluorescens yaitu 6-8, sehinngga 

dimungkinkan pada kisaran tersebut bakteri P. fluorescens dapat tumbuh secara 

optimal (Luturnas, 2013).  
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2.1.4  Gejala Klinis 

Ikan yang terinfeksi P. fluorescens akan mengalami 'kulit merah' dan 

penyakit ini dapat menyebabkan kematian berat (Yuan-Yuan Chun, Heng Chi 

dan Li Sun, 2015). Gejala klinis ikan yang terserang bakteri P. fluorescens yaitu 

borok/luka pada tubuh ikan, kembung, mata menonjol (exopthalmia), warna 

tubuh menjadi gelap, timbul pendarahan, gerak lamban, sirip geripis, warna 

tubuh pucat, insang dan permukaan tubuh luka, hemoragik, produksi lendir 

berlebih, dan sisik lepas dan kasar serta diikuti hemoragik yang membentuk spot 

putih dikelilingi  zona merah, dan pendarahan pada organ dalam (Nurjanah, 

Prayitno dan Sarjito, 2014). 

Bakteri P. fluorescens merupakan patogen oportunistik yang menyerang 

ikan air tawar dan digolongkan ke dalam kelompok bakteri perusak sirip (bacterial 

fin rot). Gejala ikan yang terinfeksi bakteri ini adalah terdapat benjolan merah 

pada pangkal sirip dada, perut membengkak, tubuh penuh borok, pendarahan 

pada organ internal, sekitar mulut, opercula dan daerah, terjadi nekrosis pada 

jaringan limpa dan ginjal (Manurung dan susantie, 2017).  

2.1.5  Pertumbuhan Bakteri P. fluorescens 

 Harti (2015), menyatakan bahwa pertumbuhan bakteri terbagi menjadi 4 

fase yaitu: 

1. Fase lag = fase permulaan 

Kecepatan pertumbuhan nol atau > 0 (tidak maksimum), disebut juga fase 

adaptasi. Tidak ada pertambahan populasi, tetapi pertambahan substansi 

intraseluler sehingga ukuran sel bertambah 

2. Fase logaritma = fase eksponensial 

Kecepatan pertumbuhan mencapai maksimum. Massa dan jumlah sel 

bertambah secara eksponensial dengan waktu genersi sebagai konstanta, 

sehingga pertumbuhan akan seimbang, yaitu sel membelah dengan konstan 
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serta aktivitas metabolisme konstan. Biakan dalam keadaan homogeny 

dengan pertumbuhan sel pada kecepatan dan interval sama. 

3. Fase tahap maksimum = fase stasis 

Kecepatan pertumbuhan mulai menurun, terjadi akumulasi metabolit. Jumlah 

sel hidup tetap, namun terjadi pengurangan nutrien maka jumlahh total sel 

mati dan hidup tetap serta akumulasi metabolit. 

4. Fase kematian = fase penurunan 

Laju kematian secara eksponensial dan terjadi penurunan populasi sel-sel 

hidup hingga mencapai 0 

 Amaliyah dan Gunawan (2012), menyatakan bahwa faktor-faktor yang 

mempengaruhi pertumbuhan mikroba yaitu: 

1. Suhu  

Bakteri tumbuh baik dalam batas-batas tertentu. Mereka digolongkan 

berdasarkan batas suhu yang mereka sukai 

- Psychrophilic: bakteri yang menyukai suhu dingin. Batas suhu pertumbuhan 

antara -15 sampai  20oC. suhu optimum 10 -  15oC 

- Psychrotop: suhu -5 sampai 45oC. optimum 25 – 37oC 

- Mesophilic: bakteri yang menyukai suhu pertengahan. Suhu -5 sampai 45oC. 

optimum 20 – 30oC 

- Thermophilic: bakteri yang menyukai suhu panas. Suhu 40 sampai 55oC 

- Thermotof: suhu 15 sampai 55oC 

2. Waktu 

Jika bakteri menemukan kondisi yang cocok, pertumbuhan  dan reproduksi 

dapat terlaksana. Bakteri berkembang baik dengan membelah diri menjadi 

dua bagian yang sama. Dalam lingkungan dan suhu yang cocok, bakteri 

membelah diri setiap 20 sampai 30 menit. 

3. Kelembaban  
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Sel-sel bakteri terdiri dari 80% air. Air adalah kebutuhan esensial mereka, 

tetapi bakteri tidak dapat menggunakan air yang mengandung zat-zat yang 

terlarut dosis tinggi seperti gula dan garam. Larutan pekat misalnya larutan 

garam 200 mg/lt tidak menunjang pertumbuhan bakteri 

4. Oksigen 

Berdasarkan kebutuhan oksigen bakteri terbagi menjadi 3 golongan: 

- golongan aerobic yaitu memelukan oksegen untuk pertumbuhannya 

- golongan anaerobic yaitu bakteri yang dapat tumbuh apabila tidak ada 

oksigen 

- golongan fakultatif yaitu bakteri yang dapat tumbuh dalam kondisi tidak ada 

oksigen tetapi lebih suka pada lingkungan yang ada oksigen 

5. Keasaman (pH) 

Derajat keasaman suatu substansi diukur dengan skala pH. pH netral yaitu 7, 

asam yaitu <7 dan basa yaitu >7. Bakteri akan tumbuh baik apabila kadar pH 

nya sesuai dengan petumbuhannya 

6. Cahaya 

Bakteri biasanya tumbuh dalam gelap, walaupun ini bukan suatu keharusan 

tetapi sinar ultraviolet dapat mematikan baktei dan dapat digunakan untuk 

prosedur sterilisasi. Kurva pertumbuhan bakteri disajikan pada Gambar 2. 

 
Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Bakteri 

(Harti, 2015) 
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2.2  Biologi Sambung Nyawa (G. procumbens) 

2.2.1  Klasifikasi  

Sinaga, Siagian dan Ariska (2017), menyatakan bahwa klasifikasi 

sambung nyawa adalah sebagai berikut: 

Divisio  : Spermatophyta 

Subdivisio : Angiospermae 

Class  : Dicotyledoneae 

Familia  : Astraceae 

Genus  : Gynura 

Spesies : G. procumbens 

2.2.2  Morfologi  

G. procumbens atau yang lebih dikenal dengan tanaman Sambung 

Nyawa berasal dari famili Asteracae, termasuk semak dengan tinggi sekitar 20-

60 cm. Jika di memarkan akan menimbulkan bau aromatic (Christiningrum, 

Budiraharjo dan Kusdiantini, 2016). Tanaman G. procumbens memiliki daun 

berwana keunguan dan berbentuk bulat panjang (Chaw-Sen Hew, Boon-Yin 

Khoo dan Lay-Harn Gam, 2013). Tanaman sambung nyawa merupakan tanaman 

yang tumbuh rebah atau merayap yang berwarna hijau keunguan dan memiliki 

daun berbentuk bulat memanjang (Bakhtra, Jubahar dan Yusdi, 2018).  

Sambung Nyawa merupakan tanaman herbal yang termasuk famili 

Compositae, merupakan tanaman menahun. Tanaman ini tingginya mencapai 3 

meter atau lebih, batangnya bersegi agak lunak dan berair. Helaian daun 

berwarna hijau muda dengan bentuk bulat telur. Panjang daun sampai 6 cm dan 

lebar 3,5 cm. Ujung daun runcing, pangkal daun membulat, pinggir daun 

bergerigi dangkal, tangkai daun 1,5 cm atau lebih. Kedua permukaan daun 
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berambut halus dengan pertulangan menyirip (Sinaga, Siagian dan Ariska, 

2017). Daun Sambung nyawa (G. procumbens) disajikan pada Gambar 3. 

 
Gambar 3. Daun Sambung Nyawa (G. procumbens) 

(Dokumentasi Pribadi, 2019) 

2.2.3  Habitat dan Penyebaran  

Tanaman G. procumbens biasa ditemukan di negara-negara Asia tropis 

seperti Cina, Thailand, Indonesia, Vietnam dan Malaysia (Rohin, Jumli, Ridzwan, 

Baig, Latif dan Hadi, 2018). Dalam bahasa Melayu, G. procumbens disebut 

Sambung Nyawa yang berarti "perpanjangan kehidupan" dan dalam bahasa 

Cina, disebut Bai Bing Cao yang berarti "100 penyakit" (Hui-Li Tan, Kok-Gan 

Chan, P. Pusparajah, Learn-Han Lee dan Bey-Hing Goh. 2016). Distribusi 

geografis asli G. procumbens adalah Afrika Barat tropis, India, Cina, Myanmar, 

Thailand, Malaysia, Filipina, Indonesia, dan Papua Nugini (Wuen Yen Teoh, 

Wahab, Richardson dan Kae Shin Sim, 2016). 

Sambung nyawa (G. procumbens) berasal dari Tiongkok dan Myanmar, 

dibawa masuk ke Indonesia oleh orang-orang Tiongkok, dibudidayakan dan 

digunakan sebagai obat herbal dalam menyembuhkan berbagai penyakit. 

Tanaman sambung nyawa tersebar di negara-negara Asia Tenggara termasuk 

Indonesia, Thailand dan Malaysia. Tanaman sambung nyawa dapat tumbuh 
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pada ketinggian 0-1.200 m dpl, namun tumbuh optimal pada ketinggian 500 m 

dpl (Rismayani dan Rohimatun, 2017). 

2.2.4  Kandungan Daun Sambung Nyawa (G. procumbens) 

Tanaman sambung nyawa terbukti mengandung flavonoid, sterol tak 

jenuh, triterpenoid, polifenol, saponin, steroid, asam klorogenat, asam kafeat, 

asam vanilat, asam para kumarat, asam para hidroksi benzoat, dan minyak atsiri. 

Lebih spesifik lagi, dari hasil uji isolasi flavonoid dilaporkan keberadaan 2 macam 

senyawa flavonoid, yaitu kaemferol (suatu flavonol), flavonol, dan auron diduga 

juga keberadaan isoflavon dengan gugus hidroksil pada posisi 6 atau 7, 8 (cincin 

A) tanpa gugus hidroksil pada cincin B pada kandungan daun sambung 

nyawa.6,7 (Fadli, 2015). 

Daun sambung nyawa (G. procumbens) mengandung senyawa flavonoid, 

alkaloid, saponin, antrakuinon, tanin dan terpenoid. Flavonoid adalah salah satu 

golongan fenol alam yang terbesar (Musanti, Fachriyah dan Kusrini, 2016). 

Tanaman sambung nyawa dapat digunakan sebagai antijamur, antiamebic, 

larvasida, antimikroba, antioksidan, antialergi, analgetik dan antikarsinogenik 

(Rismayani dan Rohimatun, 2017). 

 
2.3  Aktivitas Antimikroba 

Suatu antibakteri adalah senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri (Rosyidah, Nurmuhaimina, Komari dan Astuti, 2010). Antibakteri adalah 

senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan bakteri yang 

bersifat merugikan. Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri 

oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara 

menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk, 

perubahan permeabilitas membrane sitoplasma sehingga menyebabkan 

keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam 
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nukleat, penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat 

dan protein (Riany, Sulistyawati dan Mardhiah, 2015). Berdasarkan cara 

kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakterisidal dan bakteriostatik. 

Antibakteri bakteriostatik adalah zat yang bekerja menghambat pertumbuhan 

bakteri, sedangkan antibakteri bakterisida adalah zat yang bekerja mematikan 

bakteri (Siregar, Sabdono dan Pringgenies, 2012). 

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri adalah membentuk 

senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat 

merusak membrane sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya senyawa 

intraseluler. Selain berperan dalam inhibisi pada sintesis DNA – RNA dengan 

interkalasi atau ikatan hidrogen dengan penumpukan basa asam nukleat, 

flavonoid juga berperan dalam menghambat metabolisme energi. Senyawa ini 

akan mengganggu metabolisme energi dengan cara yang mirip dengan 

menghambat sistem respirasi, karena dibutuhkan energi yang cukup untuk 

penyerapan aktif berbagai metabolit dan untuk biosintesis makromolekul. 

Senyawa terpenoid juga diketahui aktif melawan bakteri, tetapi mekanisme 

antibakterial triterpenoid masih belum benar-benar diketahui. Aktifitas antibakteri 

terpenoid diduga melibatkan pemecahan membran oleh komponen-komponen 

lipofilik. Selain itu senyawa fenolik dan terpenoid memiliki target utama yaitu 

membran sitoplasma yang mengacu pada sifat alamnya yang hidrofobik (Ngajow, 

Abidjulu dan Kamu, 2013). 

Saponin merupakan metabolit sekunder yang banyak terdapat dialam. 

Saponin ini berasa pahit, berbusa dalam air dan bersifat antimikroba. Dalam 

menekan pertumbuhan bakteri, saponin dapat menurunkan tegangan permukaan 

dinding sel. Senyawa saponin merupakan zat yang apabila berinteraksi dengan 

dinding bakteri maka dinding tersebut akan pecah atau lisis. Saponin akan 

mengganggu tegangan permukaan dinding sel, maka saat tegangan permukaan 
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terganggu zat antibakteri akan dat dengan mudah masuk kedalam sel dan akan 

mengganggu metabolisme hingga akhirnyamterjadilah kematian bakteri. Tannin 

tersebar luas dalam tumbuhan berpembuluh, dalam angiospermae terdapat 

khusus dalam jaringan kayu. Senyawa tannin mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri dengan cara mengkoagulasi protoplasma bakteri. Tannin memiliki peran 

sebagai antibakteri dengan cara mengikat protein sehingga pembentukan 

dinding sel akan terhambat. Mekanisme penghambatan tannin yaitu dengan cara 

dinding bakteri yang telah lisis akibat senyawa saponin dan flavonoid, sehingga 

menyebabkan senyawa tannin dapat dengan mudah masuk ke dalam sel bakteri 

dan mengkoagulase protoplasma sel bakteri (Karlina, Ibrahim dan Trimulyono, 

2013). 

Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan mekanisme 

penghambatan dengan cara mengganggu komponen penyusun pepti- doglikan 

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

menyebabkan kematian sel tersebut. Selain itu, alkaloid juga menghambat 

pembentukan sintesis protein sehingga dapat mengganggu metabolisme bakteri. 

Sedangkan senyawa fenol mempunyai kemampuan membentuk kompleks 

dengan protein dan polisakarida sehingga mampu menghambat kerja berbagai 

enzim yang berperan dalam reaksi enzimatik dalam sel bakteri (Heni, Arreneuz, 

dan Zahara, 2015).  

 
2.4  Uji Bakteri Secara In Vitro 

Metode  yang dapat digunakan untuk uji aktivitas senyawa antibakteri 

adalah metode difusi dan metode dilusi. Metode difusi agar adalah dengan 

menggunakan kertas cakram, dimana dalam teknik ini media agar yang telah 

diinokulasi dengan bakteri kemudian dimasukan kertas cakram dalam media dan 

diisi dengan senyawa uji (Kartin, Indiawati dan Sitorus 2015). Aktivitas daya 
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hambat bakteri dinyatakan berdasarkan zona bening yang dihasilkan di sekitar 

kertas cakram. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri diukur dalam satuan  

mm (Ismail, Yulfizar dan Putriani, 2017). Penentuan kriteria zona hambat yaitu 

apabila kekuatan daya antibakteri yaitu 20 mm atau lebih berarti sangat kuat, 10-

20 mm berarti kuat, 5-10 mm berarti sedang dan 5 mm atau kurang berarti lemah 

(Novita, 2016). 

 Metode dilusi adalah salah satu metode yang digunakan untuk 

mengetahui potensi suatu senyawa terhadap aktifitas mikroba dengan 

menentukan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh 

Minimal (KBM) (Fatisa, 2013). Metode dilusi terdiri dari dua teknik pengerjaan, 

yaitu teknik dilusi perbenihan cair dan teknik dilusi agar yang bertujuan untuk 

penentuan aktivitas animikroba secara kuantitatif, antimikroba dilarutkan kedalam 

media agar atau kaldu yang kemudian ditanami bakteri yang akan di tes. Setelah 

diinkubasi semalam, konsentrasi terendah yang dapat yang dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri disebut dengan MIC (minimal inhibitory concentration) 

(Soleha, 2015). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

3 METODE PENELITIAN 

3.1  Materi Penelitian 

3.1.1 Alat Penelitian 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian aktivitas antibakteri ekstrak 

daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens yaitu 

cawan petri, pipet volume, jarum ose, erlenmeyer 500 ml, gelas ukur 50 ml, 

bunsen, tabung reaksi, hotplate, timbangan analitik, timbangan digital, timbangan 

digital, triangle, nampan, micropipet, cover glass, spatula, pinset, jerigen 5 liter, 

botol film 10 ml, blender, vortex mixer, toples, kulkas, beaker glass, mikroskop, 

LAF (Laminar Air Flow), jangka sorong, autoclave, inkubator, destruktor, 

evaporator, pipet tetes. Alat beserta fungsinya disajikan pada Lampiran 3 dan 

gambar alat disajikan pada Lampiran 4. 

3.1.2 Bahan Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian aktivitas antibakteri 

ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens 

yaitu daun sambung nyawa (G. procumbens), bakteri P. fluorescens, aluminium 

foil, kertas cakram, kertas saring, NaCl, TSB (Tryptone Soy Broth), PSA 

(Pseudomonas Selective Agar), etanol 96%, alcohol 70%, dmso 100%, akuades, 

larutan iodin, larutan safranin, larutan kristal violet. Bahan beserta fungsinya 

disajikan pada Lampiran 3 dan gambar bahan disajikan pada Lampiran 4. 

 
3.2  Metode Penelitian 

 Metode penelitian yang digunakan yaitu metode eksperimen. Metode 

eksperimental merupakan salah satu metode dalam disai kuantitatif yang sering 

digunakan, terlebih dalam bidang eksakta. Pada metode eksperimen, peneliti 

secara sengaja memanipulasi suatu variable (memunculkan atau tidak 
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memunculkan suatu variable) kemudian memeriksa efek atau akibat yang 

ditimbulkan. Artinya, melalui eksperimen ingin diketahui apakah yang akan terjadi 

jika suatu variable dikontrol atau dimanipulasi secara terkendali (Kadji, 2016). 

Sedangkan untuk teknik pengambilan data dalam penelitian ini dilakukan dengan 

cara obsevasi langsung. 

 Purnomo (2011), meyatakan bahwa peneliti bisa secara langsung 

melakukan observasi untuk mendapatkan berbagai data yang dibutuhkan. 

Kegiatan yang dilakukan seperti mengamati, merekam, dan mendokumentasikan 

setiap indikator, apakah hal itu berkaitan dengan aspek proses maupun hasil. 

Kegiatan observasi merupakan bagian dari informal assessment (authentic 

assessment) yang bersifat langsung (direct assessment). Dilihat dari sudut 

pelaksanaannya, kegiatan observasi bisa bersifat langsung (participatif 

observation) maupun tidak langsung (non-participatif observation). 

 
3.3 Rancangan Penelitian 

 Rancagan penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

Sastrosuspadi (2002), menyatakan bahwa Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat percobaan 

yang seragam atau homogeny, sehingga RAL banyak digunakan untuk 

percobaan laboratorium, rumah kaca dan peternakan. Karena media homogeny 

maka media atau tempat percobaan tidak memberikan pengaruh pada respon 

yang diamati dan model untuk RAL adalah sebagi berikut: 

 𝑌𝑖𝑗= 𝜇+𝑇𝑖+𝜖𝑖𝑗 

Keterangan :  
Yij  : Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan  

ke-j  
μ   : Nilai tengah umum  
Ti   : Pengaruh perlakuan ke-i  
εij   : Pengaruh gallat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
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 Penelitian ini menggunakan variable bebas berupa pemberian ekstrak 

daun sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis yang diberikan. Dasar 

penelitian ini adalah penelitian pendahuluan untuk mengetahui aktivitas 

antibakteri ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis yang 

diberikan. Perlakuan dalamm penelitian ini adalah sebnyak 5 perlakuan dengan 3 

kali ulangan dan 2 kontrol yaitu kontrol positif dan kontrol negatif. Denah 

Rancangan Penelitian disajikan pada Gambar 4. 

 

  

 

 

 

 

 
 

Gambar 4. Denah Rancangan Penelitian 

Keterangan :  
Perlakuan A : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 200 ppm. 
Perlakuan B  : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 400 ppm. 
Perlakuan C : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 600 ppm. 
Perlakuan D  : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 800 ppm. 
Perlakuan E : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 1000 ppm. 
Kontrol Positif : Bakteri P. fluorescens dengan pemberian ekstrak daun  

sambung nyawa (G. procumbens) dengan dosis 5000 ppm. 
Kontrol Negatif  : Bakteri P. fluorescens tanpa pemberian ekstrak sambung 

nyawa (G. procumbens). 
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3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

 Langkah awal dalam melakukan metode sterilisasi ini yaitu dengan 

mencuci alat-alat yang akan digunakan dengan sabun, dikeringkan kemudian 

ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil. Akuades ditambahkan ke dalam 

autoclave. Alat dimasukkan kedalam autoclave dan ditutup rapat dengan 

mengencangkan baut secara simetris. 

 Tombol ON dinyalakan, setelah mencapai suhu 121oC dan tekanan 

menunjukkan 1 atm, keadaan ini dipertahankan sampai 15 menit dengan cara 

menutup kran uap yang berada dibagian atas tutup autoclave, ditunggu 

beberapa saat sampai suhu menunjukkan angka 0 (nol), buka kran uap lalu buka 

penutup autoclave dengan cara simetris. Alat dan bahan yang sudah di sterilkan 

diambil dari autoclave. Alat yang telah disterilkan disimpan dalam kotak 

penyimpanan, sedangkan bahan yang telah disterilkan disimopan dalam lemari 

pendingin. 

3.4.2 Pembuatan Ekstrak Daun Sambung Nyawa 

 Daun sambung nyawa didapatkan dari lingkungan disekitar rumah yang 

sudah dikeringkan dibawah sinar matahari selama 7 hari. Daun sambung nyawa 

yang sudah kering dihaluskan menggunakan blender sampai menjadi serbuk. 

Serbuk daun sambung nyawa dicampur dengan pelarut etanol 96% dengan 

perbandingan 1:3. Serbuk daun sambung nyawa ditimbang sebanyak 500 gram 

dan dimasukkan kedalam toples. Dicampur dengan etanol 96% sebanyak 1,5 

liter dan dihomogenkan menggunakan spatula. Toples ditutp dan lapisi 

aluminium foil agar tidak menguap. Proses maserasi ini ditunggu sampai 3 hari. 

Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan larutan 

dengan endapannya. Hasil larutan di uapkan untuk mendapatkan ekstrak murni 

daun sambung nyawa. Proses penguapan dilakukan menggunakan alat rotary 
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evaporator. Hasil ekstrak murni daun sambung nyawa berbentuk pasta. Pasta 

diencerkan menggunakan DMSO 10% untuk perlakuan dosis yang diinginkan. 

Etanol merupakan pelarut ekstraksi yang sangat sering digunakan. 

Keuntungan dari pelarut ini antara lain mudah didapat, harganya relatif murah, 

dan sifatnya yang dapat campur dengan air pada berbagai konsentrasi atau rasio 

memudahkan dalam mengatur kepolaran pelarut untuk mengoptimalkan 

ekstraksi metabolit sekunder (Sari dan Triyasmono, 2017). Etanol juga 

mempunyai titik didih yang rendah dan cenderung aman, tidak beracun dan tidak 

berbahaya. Pelarut etanol memiliki dua sisi yang terdiri dari gugus -OH yang 

bersifat polar dan gugus CH2CH3 yang bersifat non polar, sifat non polar inilah 

yang membuat etanol mampu mengekstrak kandungan minyak atsiri, dan 

alkaloid (Aziz, Febrizky dan Mario, 2014). Etanol merupakan pelarut paling baik 

dibandingkan dengan metanol, n-heksana dan aseton (Marnoto, Haryono, 

Gustinah dan Putra, 2012). 

3.4.3 Pembuatan Media Agar Miring 

 Pembuatan media agar miring yaitu menggunakan PSA yang akan 

digunakan untuk peremajaan bakteri P. fluorescens. Media PSA ditimbang 

sebanyak 0,44 gram menggunakan timbangan digital. Media dimasukkan 

kedalam erlenmeyer dan ditambahkan akuades 9 ml. Media PSA dipanaskan 

diatas hotplate.  Media di homogenkan dan dimasukkan kedalam tabung reaksi. 

Tabung reaksi ditutup menggunakan kapas dan aulumunium foil. Media 

disterilkan pada autoclave dengan suhu 121oC selama 15 menit dengan tekanan 

1 atm. Media diambil dari autoclave dan dimiringkan sampai menjadi agar. 

3.4.4  Pembuatan TSB (Tryptone Soy Broth) 

 Pembuatan media cair untuk kultur bakteri yaitu menggunakan TSB. TSB 

di timbang sebanyak 0,3 gram menggunakan timbangan digital. Media 

dimasukkan kedalam erlenmeyer dan di larutkan menggunkan akuades 
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sebanyak 10 ml. Media yang sudah dihomogenkan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi. Tabung reaksi ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil. Media di 

sterilisasi menggunakan autoclave dengan suhu 121oC selama 15 menit dengan 

tekanan 1 atm.  

3.4.5 Pembuatan PSA (Pseudomonas Selective Agar) 

 Pembuatan PSA digunakan untuk uji cakram. PSA ditimbang sebanyak 

6,78 gram menggunakan timbangan digital. Media dimasukkan kedalam 

erlenmeyer dan dilarutkan menggunakan akuades sebanyak 70 ml. Media 

dipanaskan diatas hotplate sampai mendidih. Erlenmeyer ditutup dengan kapas 

dan alumunioum foil. Disterilkan dalam autoclave pada suhu 121oC selama 15 

menit dengan tekanan 1 atm. Media dibiarkan sampai suhu ruang lalu dituang ke 

cawan petri.  

3.4.6 Pembuatan Natrium Fisiologis 

 Pembuatan Na-Fis digunakan untuk pengenceran bakteri. NaCl ditimbang 

0,27 gram menggunakan timbangan digital. NaCl dimasukkan kedalam 

erlenmeyer dan dilarutkan menggunakan akuades sebanyak 30 ml. Dari 

erlenmeyer diambil 10 ml menggunakan pipet volume dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi. Dilakukan sebanyak tiga kali. Tabung reaksi ditutup kapas dan 

alumunium foil. Disterilkan dalam autoclave pada suhu 121oC selama 15 menit 

dengan tekanan 1 atm. 

3.4.7 Peremajaan Bakteri P. fluorescens 

 Pada penelitian ini isolat murni didapatkan dari Balai Besar Perikanan 

Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara. Media agar miring yang sudah dibuat 

disiapkan terlebih dahulu. Bakteri diambil dari isolate murni menggunakan jarum 

ose yang sudah dipijarkan. Bakteri yang terdapat pada jarum ose digoreskan ke 

media agar dengan metode gores. Peremajaan dilakukan didalam LAF. Media 

agar miring diinkubasi pada inkubator dengan suhu 32oC selama 24-48 jam. 
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3.4.8 Kultur Bakteri P. fluorescens 

 Kultur bakteri P. fluorescens dilakukan dengan mengambil satu gores 

bakteri yang sudah diremajakan pada agar miring dengan menggunakan jarum 

ose. Bakteri yang sudah didapat pada jarum ose di celupkan ke media TSB. 

Media TSB di vortex agar homogen dengan bakteri. Media  TSB ditutup kapas 

dan aluminium foil. Media di inkubasi pada inkubator selama 24-48 jam. Semua 

kegiatan kultur bakteri dilakukan di dalam LAF. 

3.4.9 Pengenceran Bakteri P. fluorescens 

 Pengenceran bakteri P. fluorescens dilakukan dari bakteri yang dikultur 

pada TSB sebagai kepadatan 1010 CFU/ml dan dilakukan pengenceran 

bertingkat menggunakan Na-Fis dengan kepadatan mulai 109 CFU/ml, 108 

CFU/ml dan 107 CFU/ml. Diambil 1 ml bakteri  dari kepadatan 1010 CFU/ml  dan 

dimasukkan ke 109 CFU/ml. Bakteri dengan kepadatan 109 CFU/ml di vortex agar 

homogen. Diambil 1 ml bakteri dari kepadatan 109 CFU/ml dan dimassukkan ke 

dalam 108 CFU/ml. Bakteri  dengan kepadatan 108 CFU/ml di vortex agar 

homogen. Diambil 1 ml bakteri dari kepadatan 108 CFU/ml dan di masukkan ke 

107 CFU/ml. Bakteri dari kepadatan 107 CFU/ml di vortex agar homogen. Semua 

kegiatan pengenceran dilakukan didalam LAF. 

 
3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Pewarnaan Gram 

 Prosedur pewarnaan gram yang pertama yaitu menyiapkan objek glass. 

Objek glass ditetesi akuades sebanyak satu tetes. Diambil bakteri dari media 

agar miring menggunakan jarum ose. Bakteri di jarum ose diigoreskan pada 

objek glass dan diratakan. Objek glass difiksasi diatas bunsen. Ditetesi kristal 

violet menggunakan pipet tetes sebanyak satu tetes dan diratakan, didiamkan 

selama satu menit. Dibilas dengan akuades dan ditunggu sampai kering. Ditetesi 
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iodine sebanyak satu tetes dan diratakan, ditunggu selama satu menit. Dibilas 

menggunakan akuades sampai kering. Ditetesi alkohol sebanyak satu tetes. 

Ditetesi safranin sebanyak satu tetes dan diratakan, ditunggu selama 30 detik. 

Dibilas akuades dan ditunggu sampai kering. Diamati dibawah mikroskop dengan 

perbesaran 1000x. 

3.5.2  Uji Biokimia bakteri P. fluorescens 

  Menurut Rahayu dan Gumilar (2017), uji biokimia bakteri merupakan 

suatu cara atau perlakuan yang dilakukan untuk mengidentifikasi dan 

mendeterminasi suatu biakan murni bakteri hasil isolasi melalui sifat-sifat 

fisiologinya. Menurut Samosir, Suryanto dan Desrita (2016), Prosedur identifikasi 

berdasarkan uji biokimia yaitu:  

 Uji Motilitas  

Sebanyak satu ose isolat bakteri ditusukkan ke medium uji SIM dan 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30ºC. Uji positif ditandai dengan 

pertumbuhan bakteri yang menyebar, maka bakteri tersebut bergerak (motil) dan 

bila pertumbuhan bakteri tidak menyebar, maka bakteri tersebut tidak bergerak 

(non motil).  

 Uji Katalase  

Sebanyak 2 tetes H2O2 3% diletakkan pada object glass steril. Isolat 

bakteri diambil menggunakan jarum ose steril, kemudian dipindahkan ke atas 

kaca objek dan dicampurkan. Uji positif ditandai dengan terbentuknya 

gelembung-gelembung oksigen dan uji negatif ditandai dengan tidak adanya 

perubahan atau gelembung-gelembung oksigen pada isolat bakteri (Hadioetomo, 

1993).  
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 Uji Oksidase  

Sebanyak satu ose isolat bakteri digoreskan pada kertas Oxidase Test Strip. Di 

tunggu selama 1 menit dan di amati hasilnya. Uji positif ditandai dengan 

perubahan warna menjadi biru violet dan uji negatif ditandai dengan tidak adanya 

perubah warna pada kertas oxidase test strip.  

 Uji TSIA  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi ke dalam media TSIA dengan 

cara menusuk tegak lurus pada bagian butt (tusuk) dan cara zig zag pada bagian 

slant (miring) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30ºC. Perubahan warna 

kemudian diamati, apabila bagian slant berwarna merah dan butt berwarna 

kuning maka bakteri mampu memfermentasi glukosa, sedangkan apabila bagian 

slant dan butt keduanya berwarna kuning maka bakteri mampu memfermentasi 

sukrosa dan laktosa.  

 Uji Gelatin  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasikan pada media cair Gelatin 

dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30ºC. Uji positif ditandai dengan media 

cair tetap mencair apabila telah diletakkan di dalam lemari es selama beberapa 

menit dan uji negatif ditandai dengan membekunya media gelatin jika diletakkan 

di dalam lemari es.  

 Uji Urea  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi secara zig-zag pada 

permukaan agar miring media urea dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

30ºC. Uji positif ditandai dengan berubahnya warna medium menjadi biru dan uji 

negatif ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada media. 
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 Uji Citrat  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi secara zig-zag pada permukaan 

agar miring media Simmons Citrate dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

30ºC. Uji positif ditandai dengan berubahnya warna medium menjadi biru dan uji 

negatif ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada media. 

 Uji MR  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi ke dalam media MR-VP dan 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30ºC. Setelah inkubasi selama 24 jam, 

media ditambahkan 3-4 tetes indikator metil red. Uji positif ditandai dengan 

perubahan warna medium menjadi merah, artinya terbentuk asam dan uji negatif 

ditandai dengan tidak adanya perubahan warna pada media. 

 Uji LIA  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasi secara tusuk lalu zig-zag 

pada permukaan agar miring media LIA dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

30ºC. Uji positif ditandai dengan berubahnya warna medium menjadi ungu dan 

uji negatif ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada media.. 

 Uji Gula-Gulaan  

Sebanyak satu ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam tabung-tabung 

reaksi yang berisi medium fermentasi glukosa, arabinosa, sorbitol, manitol, 

inositol dan sukrosa, dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30ºC. Uji positif 

ditandai dengan berubahnya warna medium menjadi kuning dan apabila dalam 

tabung terdapat gelembung, berarti fermentasi tersebut menghasilkan gas (CO2).  

 Analisis Data  

Data yang telah diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan 

mendeskripsikan secara sistematis dan akurat secara ilmiah. Hasil uji terhadap 

isolat-isolat yang diperoleh, dilakukan upaya identifikasi bakteri berdasarkan 
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karakter biokimia sesuai dengan tabel biokimia dengan berpedoman pada buku 

“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 8th Edition”. 

3.5.3  Uji Fitokimia  

 Menurut Lau, Wahyudin dan Lallo (2018), ekstrak etanol daun sambung 

nyawa di uji fiokimia untuk mengetahui golongan senyawa kimianya meliputi uji 

alkaloid, uji flavonoid, uji saponin, uji tannin dan uji terpenoid/triterpenoid 

 Alkaloid  

Ekstrak etanol daun sambung nyawa terenkapsulasi dicampur dengan 5 

ml kloroform dan 5 ml amoniak lalu dipanaskan, dikocok dan disaring. Sebanyak 

5 tetes asam sulfat 2 N ditambahkan pada masing-masing filtrat, lalu dikocok dan 

didiamkan. Bagian atas dari masing-masing filtrat diambil dan diuji dengan 

pereaksi Dragendorf (endapan jingga), Mayer (endapan putih), dan Wagner 

(endapan coklat).  

 Flavonoid  

Ekstrak etanol daun sambung nyawa terenkapsulasi sebanyak ± 1 ml 

dicampurkan dengan 3 ml metanol, lalu dikocok, dipanaskan, dikocok lagi 

kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh ditambahkan serbuk Mg 0,1 g dan HCl 

pekat 2 tetes. Hasil ditunjukkan dengan terbentuknya endapan merah (flavon), 

endapan merah tua (flavonol/flavonon), dan endapan hijau (senyawa 

glikosisa/aglikon).  

 Saponin  

Sebanyak 0,5 g ekstrak etanol daun sambung nyawa terenkapsulasi 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 10 ml air panas, didinginkan 

kemudian dikocok selama 10 detik. Hasil jika terbentuk busa setinggi 1 sampai 

10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang dengan 

penambahan 1 tetes HCl 2 N.  
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 Tanin  

Sebanyak 0,5 g Ekstrak etanol daun sambung nyawa terenkapsulasi 

disari dengan 10 ml aquades kemudian disaring, filtratnya diencerkan dengan air 

sampai tidak berwarna. Larutan diambil sebanyak 2 ml dan ditambahkan 2 tetes 

FeCl3 1%. Jika terjadi warna hijau, biru atau kehitaman menunjukkan adanya 

tanin (12).  

 Terpenoid  

Ekstrak etanol daun sambung nyawa terenkapsulasi direaksikan dengan 0,5 ml 

etanol, 0,5 ml asam asetat anhidrat, dan 2 ml asam sulfat pekat melalui dinding 

tabung. Hasil ditunjukkan dengan terbentuk warna hijau dan biru (triterpenoid), 

merah atau ungu (steroid) dan kecoklatan (terpenoid).   

3.5.4  Pembuatan Dosis  

 Prosedur pembuatan dosis ekstrak daun sambung nyawa (G. 

procumbens) yaitu dengan menimbang esktrak sebanyak 25 mg menggunakan 

timbangan analitik dan dimassukkan ke dalam botol film. Ditambahkan DMSO 

10% sebanyak 5 ml dan di vortex agar agar homogen. Didapatkan larutan stok 

ekstrak dengan dosis 5000 ppm sebanyak 5 ml. 

 Prosedur pembuatan DMSO 10% yaitu dengan melarutkan DMSO 100% 

sebanyak 1 ml dengan akuades steril sebanyak 9 ml kedalam botol film dan di 

vortex agar homogen. Didapatkan stok DMSO 10% sebanyak 10 ml. 

Penelitian ini menggunakan lima perlakuan dengan dosis yang berbeda 

yaitu 200 ppm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm dan 1000 ppm. Pada dosis 200 ppm 

diambil 0,06 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 1,44 ml DMSO 10% serta di 

vortex agar homogen. Dosis 400 ppm diambil 0,12 ml larutan ekstrak dan 

ditambahkan 1.38 ml DMSO 10% serta di vortex agar homogen. Dosis 600 ppm 

diambil 0,18 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 1.32 ml DMSO 10% serta di 
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vortex agar homogen. Dosis 800 ppm diambil 0,24 ml larutan ekstrak dan 

ditambahkan 1.26 ml DMSO 10% serta di vortex agar homogen. Dosis 1000 ppm 

diambil 0,30 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 1.20 ml DMSO 10% serta di 

vortex agar homogen. 

3.5.5 Uji Cakram 

 Prosedur penggunaan uji cakram yang pertama yaitu menyiapkan cawan 

petri yang sudah berisi media PSA. Kertas cakram steril diberi beberapa 

perlakuan yaitu direndam kedalam ekstrak daun sambung nyawa dengan dosis 

200 ppm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm, 1000 ppm. Perlakuan kontrol positif yaitu 

dengan merendam kertas cakram pada dosis 5000 ppm dan perlakuan kontrol 

negatif direndam DMSO 10%. Semua perlkauan ditunggu sampai 15 menit. 

Bakteri P. fluorescens  diambil 100 µl dan dimasukkan kedalam cwan petri berisi 

media PSA dan diratakan menggunakan triangle. Kertas cakram yang sudah 

direndam selama 15 menit dimasukkan kedalam media PSA yang sudah 

terdapat bakteri. Media yang sudah ditanam bakteri dan diberi kertas cakram 

diinkubasi pada inkubator dengan suhu 32oC selama 24-48 jam. Setelah di 

inkubasi, diamati zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram dan diukur 

menggunakan jangka sorong. 

 
3.6 Parameter Uji 

 Parameter uji dalam penelitian ini ada 2 yaitu parameter utama dan 

parameter penunjang. Parameter utama dalam penelitian ini adalah hasil 

pengamatan yaitu zona bening yang terlihat disekitar kertas cakram. Parameter 

penunjang yaitu suhu inkubasi yang digunakan untuk mengetahui pertumbuhan 

bakteri P. fluorescens selama penelitian. 
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4 PEMBAHASAN 

4.1  Identifikasi Bakteri P. fluorescens 

Pada penelitian ini dilakukan identifikasi bakteri dengan menggunakan 

pewarnaan gram.  Tujuan identifikasi bakteri untuk mengetahui bahwa bakteri 

yang akan digunakan adalah P. fluorescens. Pewarnaan gram digunakan untuk 

mengetahui morfologi sel bakteri serta untuk membedakan bakteri gram positif 

dan gram negatif. Hasil pewarnaan gram menunjukan bahwa bakteri P. 

fluorescens adalah bakteri gram negatif yang disajikan pada Gambar 5. 

 
Gambar 5. Pewarnaan Gram Bakteri P. fluorescens dengan perbesaran 1000x 

(Dokumentasi Pribadi, 2019) 

Berdasarkan perwarnaan Gram, koloni bakteri P. fluorescens terlihat 

berwarna merah muda, berbentuk batang. Hal ini dikarenakan bakteri gram 

negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis, lipid yang tebal dan 

permeabilitas yang cukup tinggi sehingga mudah melepas zat warna kristal violet 

dan bakteri hanya menyerap zat warna safranin. Gram negatif akan berwarna 

merah karena lipid yang terdapat didalam dinding selnya akan larut pada waktu 

proses pencucian dengan alkohol sehingga pori-pori dan dinding selnya akan 

membesar dan menyebabkan terlepasnya zat warna kristal violet yang diserap 

sebelumnya dan bakteri akan berwarna cerah setelah diberikan zat warna 

safranin (Rapi, Erina dan Darniati, 2017). 

Bakteri 

P. fluorescens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

 

Pada proses penelitian ini dilakukan uji biokimia terhadap bakteri P. 

fluorescens di Laboratorium Uji Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau 

Jepara. Hasil uji biokimia yang dilakukan di Laboratorium Uji Balai Besar 

Perikanan Budidaya  Air Payau Jepara dapat disajikan pada Lampiran 1. Hasil uji 

biokimia dari bakteri P. fluorescens yaitu gram negatif, berbentuk batang, 

katalase positif, oksidase positif, H2S negatif, indol negatif, citrate negatif, VP 

negatif, MR negative, urea negative, glukosa positif, sukrosa negative dan dapat 

hidup pada suhu 37oC. Menurut Nursyirwani dan Amolle (2007) bahwa bakteri P. 

fluorescens dapat tumbuh optimal pada kisaran suhu 30-35oC. Maka jika 

suhunya 37oC bakteri dapat hidup namun bukan merupakan suhu optimum untuk 

pertumbuhannya. Menurut Wahyuni, Lianto dan Khaeruni (2014), Uji biokimia 

merupakan salah satu uji untuk identifikasi bakteri, uji-uji tersebut digunakan 

untuk mengetahui aktivitas metabolisme mikroorganisme. Sifat metabolisme 

bakteri dalam uji biokimia diamati dari interaksi metabolit-metabolit yang 

dihasilkan dengan reagen-reagen kimia dan kemampuannya menggunakan 

senyawa tertentu sebagai sumber karbon dan sumber energi. 

4.2  Hasil Uji Fitokimia 

 Uji fitokimia ekstrak daun sambung nyawa bertujuan untuk mengetahui 

kandungan senyawa aktif yaitu flavonoid, alkaloid, tannin, saponin dan terpenoid. 

Berdasarkan hasil uji fitokimia yang yang telah dilakukan terhadap ekstrak daun 

sambung nyawa menunjukkan hasil positif mengandung senyawa aktif alkaloid, 

tannin, saponin, dan triterpenoid, sedangkan flavonoid menunjukkan hasil 

negatif. Hasil Uji fitokimia disajikan pada Lampiran 2.  

 Hal ini tidak sesuai dengan penyataan Lau, Wahyudin dan Lallo (2018)), 

hasil uji fitokimia daun sambung nyawa menunjukan hasil positif alkaloid, 

flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid. Menurut Neldawati, Ratnawati dan 

Gusnedi (2013), senyawa aktif yang ada  didalam tanaman berbeda-beda di 
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antara setiap bagian, jaringan, dan umur tanaman, serta dipengaruhi oleh faktor-

faktor lingkungan. Faktor-faktor ini adalah temperatur, sinar ultraviolet dan 

tampak, nutrisi, ketersediaan air, dan kadar CO2 pada atmosfer. Menurut Arifah, 

Saleh dan Erwin (2016), semakin lama sampel yang di uji fitokimia akan 

menurunkan kestabilan zat warna alami yaitu ditandai dengan penurunan 

serapan. Hal ini disebabkan beberapa faktor yaitu pH, temperatuh, cahaya dan 

oksigen. 

 Menurut Heni, Arreneuz, dan Zahara (2015), senyawa aktif alkaloid, 

terpenoid dan saponin memiliki mekanisme kerja unuk menghambat 

pertumbuhan bakteri. Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan 

mekanisme penghambatan dengan cara mengganggu komponen penyusun 

pepti- doglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk 

secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut. Selain itu, alkaloid juga 

menghambat pembentukan sintesis protein sehingga dapat mengganggu 

metabolisme bakteri.  

senyawa terpenoid mempunyai kemampuan dalam menghambat bakteri. 

Mekanisme penghambatan senyawa terpenoid sebagai antibakteri adalah 

bereaksi dengan porin pada membran luar dinding sel bakteri dan membentuk 

ikatan polimer yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya 

porin mengakibatkan masuknya senyawa yang akan mengurangi permeabilitas 

dinding sel bakteri sehingga sel bakteri akan kekurangan nutrisi dan 

pertumbuhan bakteri terhambat atau mati.  

Senyawa saponin akan berinteraksi dengan dinding sel bakteri dan 

menyebabkan dinding sel tersebut pecah atau lisis. Saponin akan mengganggu 

tegangan permukaan dinding sel, maka saat tegangan permukaan terganggu zat 

antibakteri akan dapat dengan mudah masuk ke dalam sel dan akan 

mengganggu metabolisme sehingga bakteri mati Demikian pula dengan senyawa 
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tanin yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara 

mengkoagulasi protoplasma bakteri. 

Menurut Rahman, Haniastuti dan Utami (2017), mekanisme kerja tanin 

sebagai bahan antibakteri antara lain melalui perusakan membran sel bakteri 

karena toksisitas tanin dan pembentukan ikatan komplek ion logam dari tanin 

yang berperan dalam toksisitas tanin. Bakteri yang tumbuh dalam kondisi aerob 

memerlukan zat besi untuk berbagai fungsi, termasuk reduksi dari prekursor 

ribonukleotida DNA. Adanya ikatan antara tanin dan besi akan menyebabkan 

terganggunya berbagai fungsi bakteri. 

 
4.3  Uji Cakram 

 Hasil dari penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak 

daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens. Bakteri 

P. fluorescens yang diperoleh dari isolate murni BBPBAP Jepara. Kertas cakram 

direndam ekstrak 15 menit kemudian dilakukan penanaman kertas cakram ke 

dalam cawan petri yang berisi bakteri P. fluorescens dan diinkubasi selama 24-

48 jam.  

Uji cakram dilakukan dengan menggunakan 5 dosis ekstrak daun sambung 

nyawa yaitu dosis 200 pmm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm, 1000 ppm, kontrol 

positif dan kontrol negatif. Digunakan dosis yang dimulai dari  200 ppm 

merupakan hasil dari penelitian pendahuluan yang  mana kertas cakram yang 

direndam dalam ekstrak dosis 200 ppm memiliki daya hambat. Kontrol positif 

menggunakan ekstrak dosis 5000 ppm yang digunakan sebagai perbandingan. 

Selama penelitian didapati hasil pengamatan bahwa setiap dosis perlakuan 

memiliki zona bening. Diameter zona bening yang didapat juga dipengaruhi dosis 

yang digunakan dalam penelitian. Berdasarkan hasil penelitian tentang aktifitas 

antibakteri ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. 
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fluorescens secara in vitro didapatkan hasil zona hambat yang disajikan pada 

Gambar 6 dan gambar kontrol positif dan kontrol negatif disajikan pada Lampiran 

11. 

       

 

      
Gambar 6. Hasil Uji Cakram 

Berdasarkan hasil uji cakram didapatkan hasil zona bening pada setiap 

perlakuan. Zona bening yang terbentuk dari dosis terendah 200 ppm sampai 

tertinggi 1000 ppm mengalami peningkatan. Zona bening dipengaruhi oleh 

konsentrasi yang diberikan pada setiap perlakuan. Menurut Kurniawan dan 

Aryana (2015), faktor-faktor teknis yang mempengaruhi ukuran daya hambat 

pada metode difusi cakram yaitu kepekatan inokulum, waktu pemasangan 

cakram, suhu inkubasi, waktu inkubasi, ukuran lempeng, ketebalan media agar, 

dan pengaturan jarak cakram antimikroba, potensi cakram antimikroba, 

komposisi media. Menurut Adila, Nurmiati dan Agustien (2013), semakin tinggi 

konsentrasi ekstrak maka senyawa aktif antimikroba yang terkandung makin 

banyak sehingga kemampuan untuk menghambat pertumbuhan mikroba 

semakin tinggi pula. 

A=200 ppm B=400 ppm C=600 ppm 

D=800 ppm E=1000 ppm 
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Menurut Septiana dan Simanjuntak (2016), kemampuan daya antibakteri 

berdasarkan diameter daya hambatnya dapat digolongkan menjadi 4 tingkatan 

yang disajikan pada Tabel 3. 

Tabel 1.  Kategori Hambatan Diameter Zona Bening 

Diameter Zona Bening Kategori Hambatan 

<5 mm Lemah 

5-10 mm Sedang 

11-20 mm Kuat 

>20 mm Sangat Kuat 

 

 Berdasarkan tabel kategori hambatan, maka dapat ditentukan bahwa 

daya hambat ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. 

fluorescens masuk kedalam kategori sedang. Hal ini dikarenakan pada perlakuan 

A dosis terkecil 200 ppm sampai perlakuan E dosis tertinggi 1000 ppm memiliki 

diameter rata-rata yang masuk kedalam range 5-10 mm, maka memiliki kategori 

sedang.  

Hasil uji cakram dari ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) 

dengan lima perlakuan dan tiga kali ulangan didapatkan rata-rata zona hambat 

setelah dilakukan pengamatan selama 24 jam disajikan pada Tabel 4.  

Tabel 2. Data hasil pengukuran Zona bening ekstrak daun sambung nyawa (G. 
procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens setelah 24 Jam 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata+STDEV 
1 2 3 

A 7.41 7.21 7.33 21.95  7.32+0,10 

B 7.74 8.22 7.47 23.43  7.81+0,38 

C 8.39 7.5 7.7 23.59  7.86+0,46 

D 8.18 8.09 7.8 24.07  8.02+0,19 

E 8.24 8.35 8.37 24.96  8.32+0,070 

K (-) 6.36 6.14 6.72 19.22  6.41+0,14 

K (+) 9.76 9.07 9.84 28.67  9.56+0,42 

Total       165.89  
  

Pada Tabel 4 didapat bahwa perlakuan E dengan dosis 1000 ppm 

memiliki rerata zona bening tertinggi yaitu sebesar 8,32 mm dan rerata zona 

bening terendah yaitu pada perlakuan A dengan dosis 200 ppm yaitu sebesar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 

7,32 mm. Selanjutnya dilakukan uji analisa sidik ragam untuk mengetahui 

pengaruh dari setiap perlakuan. Berikut adalah tabel analisa sidik ragam yang 

disajikan pada Tabel 5. 

Tabel 3. Uji Sidik Ragam 

Sumber 
Keragaman Db JK KT F.Hit F 5% F 1% 

Perlakuan 6 15.510 2.585 29.714 2.85 4.46 

Acak 14 1.218 0.087       

Total 20 16.728         

Keterangan : 
** : Berbeda nyata 

 
Pada Tabel 5 perhitungan analisis sidik ragam didapatkan hasil bahwa  

ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens 

berbeda nyata. Nilai F. Hitung yang di dapat yaitu 29,714 dengan nilai F5% yaitu 

2,85 dan F1% yaitu 4,46. Maka nilai Ho ditolak yang berarti perlakuan yang 

diberikan terhadap bakteri memiliki hasil berbeda nyata. Perbedaan masing-

masing perlakuan terhadap zona bening daya hambat bakteri didukung dengan 

perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf p>5% (kepercayaan 

95%) maupun taraf nyata1% (kepercayaan 99%). Hasil Uji Beda Nyata Terkecil 

(BNT) didapatkan untuk mengetahui perbedaan pengaruh antar perlakuan 

disajikan pada Tabel 6. 

Tabel 4. Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) 

Per 
lakuan 

Rerata 
K- A B C D E K+ 

Notasi 
6.53 7.32 7.81 7.86 8.02 8.32 9.56 

K- 6.53 _             a 

A 7.32 0.79** _           b 

B 7.81 1.28** 0.49ns _         b 

C 7.86 1.34** 0.55* 0.05ns _       c 

D 8.02 1.50** 0.71* 0.21ns 0.16ns _     c 

E 8.32 1.79** 1.00** 0.51* 0.46ns 0.30ns _   c 

K+ 9.56 3.03** 2.24** 1.75** 1.69** 1.53** 1.24** _ d 

Keterangan : 
ns  : Non signifikan 
*  : Berbeda nyata 
**  : Berbeda sangat nyata  
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Pada hasil tabel uji BNT didapatkan nilai hasil dari perlakuan E (1000 

ppm) memberikan pengaruh berbeda sangat nyata dengan perlakuan A (200 

ppm), B (400 ppm), C (600 ppm) dan D (800 ppm). Hasil tersebut berdasarkan 

pada perlakuan A yang tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap 

semua perlakuan sehingga diberi notasi a. Perlakuan B tidak memberikan 

pengaruh yang signifikan terhadap perlakuan A sehingga diberi notasi a. 

Perlakuan C terhadap perlakuan A dan B berbeda nyata sehingga diberi notasi b. 

Perlakuan D berbeda nyata terhadap perlakuan A dan B namun tidak 

memberikan pengaruh yang signifian terhadap perlakuan C sehingga diberi 

notasi b. Perlakuan E berbeda sangat nyata terhadap perlakuan A dan B namun 

berbeda nyata terhadap perlakuan C dan D sehingga diberi notasi c. Dari data 

diatas didapatkan bahwa perlakuan E (1000 ppm) merupakan dosis efektif dan 

terbaik untuk menghambat pertumbuhan dari bakteri P. fluorescens. Untuk 

mengetahui bentuk hubungan (regresi) antar perlakuan dengan zona bening 

maka perlu dilakukan uji polinomial ortogonal. Hasil perhitungan uji polinomial 

orthogonal yang berupa grafik disajikan pada Gambar 7 berikut. 

 
Gambar 7. Grafik Uji Polinomial Ortogonal 

y= 7,200667+ 0,00111x 
R2 = 0,64219 
r = 0,801368 
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Berdasarkan Gambar 7 bahwa penambahan dosis pada perlakuan 

ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens) terhadap zona bening 

menunjukkan perpotongan garis pola liniar dengan persamaan y = 7,200667+ 

0,00111x dan koefisien R2 = 0,64219. Pada dosis 200 ppm hingga 1000 ppm 

grafik mengalami peningkatan zona bening. Dari grafik tersebut maka dapat 

disimpulkan bahwa semakin besar dosis ekstrak daun sambung nyawa (G. 

procumbens) yang digunakan maka semakin besar pula zona hambat yang 

terbentuk. Hal ini menunjukkan ekstrak daun ssambung nyawa mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Menurut Arofah, Sulistyani 

dan Ardhi (2017), bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar daya 

hambat pada bakteri, karena semakin tinggi konsentrasi ekstrak berarti semakin 

banyak kandungan zat atau bahan senyawa aktif yang terkandung didalamnya. 

Berdasarkan penelitian mengenai aktifitas antibakteri ekstrak daun 

sambung nyawa (G. procumbens) terhdap bakteri P. fluorescens bahwa dosis 

yang baik digunakan sebagai antibakteri berdasarkan kekuatan daya hambatnya 

yaitu pada perlakuan E dengan dosis 1000 ppm yang bersifat bakteriostasik 

dengan respon yang sedang. Dikatakan bakteriostatik karena setelah 

pengamatan 48 jam zona bening semakin mengecil. Sehingga dapat disimpulkan 

bakteri ini hanya terhambat pertumbuhannya daan tidak mengalami kematian. 

Menurut Nendissa (2012), antibakteri yang bersifat menghambat pertumbuhan 

bakteri, dikenal sebagai aktivitas bakteriostatik. Menurut Roihanah, Sukoso dan 

Andayani (2013), golongan bakteriostatik bekerja dengan jalan menghambat 

sintesis protein pada ribosom bakteri melalui proses difusi pasif melalui kanal 

hidrofilik dan sistem transportasi aktif. Setelah antibakteri masuk ke dalam 

ribosom, maka akan berikatan dengan ribosom dan menghalangi masuknya 

kompleks tRNA-asam amino pada lokasi asam amino, sehingga bakteri tidak 

dapat berkembang biak. 
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4.4 Parameter Penunjang 

 Parameter penunjang pada penelitian ini adalah suhu selama inkubasi. 

Suhu pada inkubator menjadi faktor utama yang mempengaruhi pertumbuhan 

bakteri. Suhu inkubasi yang digunakan pada penelitian ini adalah 32°C yang 

sesuai dengan suhu pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Menurut Nursyirwani 

dan Amolle (2007) bahwa bakteri P. fluorescens dapat tumbuh optimal pada 

kisaran suhu 30-35oC dan pertumbuhan nya terhambat apabila suhu diatas 41oC.  
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian tentang aktivitas antibakteri ekstrak daun 

sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro 

dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun sambung nyawa (G. procumbens dapat 

menghambat aktivitas P. fluorescens dan bersifat bakteriostatik. Dari hasil uji 

cakram didapatkat kesimpulan bahwa semakin tinggi dosis yang diberikan maka 

semakin besar zona bening yang terbentuk. Zona bening terendah didapatkan 

pada perlakuan A (200 ppm) sebesar 7,23 mm dan zona bening terbesar ada 

pada perlakuan E (1000 ppm) sebesar 8,32 mm. 

 
5.2 Saran 

 Disarankan dari hasil penelitian aktivitas antibakteri ekstrak daun 

sambung nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro 

dapat menghambat aktivitas bakteri P. fluorescens dengan dosis 1000 ppm 

namun perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan dosis yang berbeda untuk 

mengetahui dosis optimum aktivitas antibaktri ekstrak daun sambung nyawa. 

Selain itu perlu dilakukan penelitian secara in vivo untuk mengetahui pengaruh 

ekstrak daun sambung nyawa terhadap hewan uji yang terinfeksi P. fluorescens.   
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. fluorescens 
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Lampiran 2.  Hasil Uji Fitokimia Daun Sambung Nyawa (G. procumbens) 
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Lampiran 3. Fungsi Alat dan Bahan Penelitian 

a. Fungsi Alat-alat Penelitian 

No. Alat Kegunaan 

1. Cawan petri Untuk tempat uji cakram 

2. Pipet volume Untuk mengambil larutan 

3. Jarum ose Untuk mengambil bakteri 

4. Erlenmeyer 500 ml  Untuk tempat pembuatan media 

5. Gelas ukur 50 ml Untuk mengukur larutan 

6. Bunsen Untuk mencegah kontaminasi saat perlakuan 

7. Tabung reaksi Untuk tempat peremajaan dan kultur bakteri 

8. Hotplate  Untuk memanaskan media 

9. Timbangan analitik Untuk menimbang bahan dengan ketelitian    
10-3 

10. Timbangan digital  Untuk menimbang bahan dengan ketelitiian   
10-2 

11. Triangle Untuk meratakan bakteri 

12. Nampan Untuk tempat alat dan bahan 

13. Micropipet Untuk mengambil larutan 

14. Cover glass  Untuk pembuatan preparat pewarnaan gram 

15. Spatula  Untuk mengaduk bahan 

16. Pinset Untuk mengambil kertas cakram 

17. Jerigen 5 liter Untuk tempat akuades 

18. Botol film 10 ml Untuk tempat menyimpan ekstrak 

19. Blender Untuk menghaluskan daun 

20. Vortex mixer Untuk menghomogenkan  

21. Toples Untuk tempat maserasi 

22. Kulkas Untuk menyimpan bahan pada suhu dingin 

23. Beaker glass Untuk tempat menyimpan biakan bakteri yang 
ada di tabung reaksi 

24. Mikroskop Untuk pengamatan bakteri 

25. Jangka sorong Untuk mengukur zona bening 

26. LAF (Laminar Air Flow) Untuk tempat dilakukannya perlakuan 

27. Autoclave Untuk sterilisasi alat dan bahan 

28. Inkubator Untuk menginkubasi bakteri 

29. Destruktor Untuk destruksi  

30. Evaporator Untuk menghasilkan ekstrak berupa pasta 

31. Pipet tetes Untuk mengambil larutan pewarnaan 
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Lampiran 3. (Lanjutan) 

b. Fungsi Bahan-bahan Penelitian 

No. Bahan Kegunaan 

1. Daun Sambung Nyawa 
(G. procumbens) 

Sebagai bahan yang digunakan untuk ekstraksi 

2. Bakteri P. fluorescens Sebagai bakteri yang digunakan untuk 
perlakuan 

3. Aluminium foil Sebagai penutup toples saat maserasi dan 
penutup alat yang disterilisasi 

5. Kertas cakram Sebagai bahan utuk mengetahui zona hambat 

6. Kertas saring  Sebagai menyaring hasil maserasi 

7. NaCl Sebagai pembuatan NaFis 

8. TSB (Tryptone Soy 
Broth) 

Sebagai media cair bakteri 

9. PSA (Pseudomonas 
Selective Agar) 

Sebagai media peremajaan bakteri dan media 
uji cakram 

10. Etanol 96% Sebagai pelarut saat maserasi 

11 Alcohol 70% Sebagai bahan aseptis 

12. DMSO 100% Sebagai pelarut ekstrak 

13. Akuades Sebagai bahan pengencer 

14. Larutan iodin Sebagai pemerkuat warna primer 

15. Larutan safranin Sebagai indikator warna sekunder 

16. Larutan kristal violet Sebagai indikator warna primer 
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Lampiran 4. Alat dan Bahan 

   
     (Inkubator)              (Autoklaf) 

 

   
        (Destruktor)     (Kulkas) 

 

   
(LAF)       (Rotary Evaporator) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
 (Colony Counter)    (Timbangan Analitik) 
 

   
         (Hot Plate)    (Timbangan Digital) 

 

   
     (Vortex Mixer)           (Mikroskop) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
       (Blender)     (Jangka Sorong) 

 

   
      (Micropipet 100-1000 µl)                        (Micropipet 100 µl) 

 

   
        (Toples)           (Cawan Petri) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
 (Tabung Reaksi)           (Bunsen) 
 

   
      (Gelas Ukur)        (Beaker Glass) 

   
     (Erlenmeyer)            (Spatula) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
     (Botol Film)            (pipet tetes) 

   
  (Pinset)          (Jarum Ose) 

   
    (Pipet Volume)          (triangel) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

 

Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
      (Objek Glass)             (TSB) 

 

   
 (Alumunium Foil)        (Plastik Wrap) 

 

   
  (Kertas Saring)      (Kertas Cakram) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
     (Etanol 96%)        (Alkohol 70%) 

 

   
 (DMSO 100%)              (NaCl) 

 

   
      (Akuades)             (Spirtus) 
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Lampiran 4. (Lanjutan) 

   
      (Safranin)            (Iodine) 

 

   
 (Kristal Violet)              (PSA)     
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Lampiran 5. Pembuatan Ekstrak Daun Sambung Nyawa (G. procumbens) 

     
        (Daun Sambung Nyawa)          (Dikeringkan 7 hari) 

 

 

    
       (Ditimbang 500 gram)        (Diblender) 
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Lampiran 5. (lanjutan) 

    
   (Dimaserasi selama 3 hari                              (Hasil maserasi disaring) 
   menggunakan etanol 96%) 
 
 
 
 

   
     (Didapatkan ekstrak daun        (Dilakukan evaporasi)  
         Sambung Nyawa) 
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Lampiran 6. Peremajaan Bakteri P. flurescens 

   
       (Media PSA ditimbang)                (Dimasukkan erlenmeyer dan 

                dilarutkan dengan akuades) 

 

 

 

     
         (Dimasukkan kedalam    (PSA dipanaskan) 
               tabung reaksi) 
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Lampiran 6. (lanjutan) 

   
(Disterilisasi)              (PSA dimiringkan 30oC  

    sampai memadat) 

 

 

 

   
 (Di selama inkubasi 24 – 48 jam)    (Dilakukan peremajaan bakteri dari 
                                                      isolat murni ke media PSA yang baru)  
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 Lampiran 7. Kultur Bakteri P. flurescens 

   
       (Media TSB ditimbang)                (Dimasukkan erlenmeyer dan 

                dilarutkan dengan akuades) 

 

 

 

     
               (Disterilisasi)            (Dimasukkan kedalam) 
                        tabung reaksi) 
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Lampiran 7. (lanjutan) 

   
(Disiapkan bakteri dari agar miring)           (Dikultur pada TSB) 

              

 

 

 

         
 (Di inkubasi selama 24 – 48 jam)           (Di Vortex) 

                         
 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

 

Lampiran 8. Pengenceran Bakteri P. flurescens 

   
(NaCl ditimbang)      (Dimasukkan erlenmeyer dan 

    dilarutkan dengan akuades) 

 

 

 

   
    (Disterilisasi)           (Dimasukkan kedalam tabung reaksi) 
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Lampiran 8. (lanjutan) 

   
    (Disiapkan bakteri yang sudah         (Di vortex) 
           dikultur pada TSB) 

 

 

       
(Dilakukan pengenceran bertingkat dari TSB yaitu sebagai  

1010 CFU/ ml ke Na-Fis sebagai 109 CFU/ml sampai ke 107 CFU/ml)  
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Lampiran 9.Pembuatan Dosis 

   
     (Ditimbang ekstrak 25 mg)    (Dilarutkan dengan DMSO 10% 

                                       sebanyak 5 ml) 

 

 

 

   
  (Larutan ekstrak diambil sesuai             (Di Vortex) 
                       dosis) 
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Lampiran 9. (lanjutan) 

   
      (Ditambahkan DMSO 10%         (Di Vortex) 
               sesuai dosis) 
 
 
 
 
 

   
        (Kertas cakram direndam)      (Di masukkan kertas cakram 

  selama 15 menit         pada masing-masing dosis) 
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Lampiran 10. Proses Uji Cakram 

   
       (Media PSA ditimbang)          (Ditambahkan akuades) 

      

  

 

   
    (Disterilisasi)         (Dipanaskan) 
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Lampiran 10. (lanjutan) 

    
   (Dituang pada cawan ditunggu              (Disiapkan dosis) 

sampai memadat)                     
 

 
 

 
    (Kertas cakram dimasukkan)            (Dimasukkan bakteri dan diratakan)     
 
 
 

 
   (Diinkubasi selama 24-48 jam 
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Lampiran 11. Hasil Uji Cakram Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Sambung 
Nyawa (G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens 
 
1. Perlakuan A dosis 200 ppm  

 
  
    
 

  
 

 

 

2. Perlakuan B dosis 400 ppm  

 

 

 

 

 

 
3. Perlakuan C dosis 800 ppm  
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Lampiran 11. (Lanjutan)  

4. Perlakuan D dosis 800 ppm 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Perlakuan E dosis 1000 ppm 

 
6. Kontrol positif (+) dosis 5000 ppm 
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Lampiran 11. (Lanjutan) 

7. kontrol negatif (-) dengan DMSO 10% 
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Lampiran 12. Perhitungan Ekstrak Dosis Uji  

Pelarut yang digunakan dalam pembuatan ekstrak dosis uji yaitu DMSO 

10%, adapun perhitungan dosis yang digunakan sebagai berikut:  

a. Dosis 5000 ppm 

Pembuatan dosis 5000 ppm merupakan dosis stok ekstrak kasar daun sendok 

tertinggi yang digunakan dalam pembuatan dosis 200 – 1000 ppm. 

Pembuatan stok ekstrak sebesar 5000 ppm dengan rumus berikut: 

5000 ppm     
25 mg ekstrak kasar

5 ml  0,5      100    4, 5 aquadest steril 
 

b. Dosis 200 ppm    

V1 x N1 = V2 x N2 

1,5 ml x 200 = V2 x 5000 

V2 =  0,06 ml 

DMSO 10 % = 1,5 ml – 0,06 ml =  1,44 ml 

 
c. Dosis 400 ppm 

V1 x N1 = V2 x N2 

1,5 ml x 400 = V2 x 5000 

V2 = 0,12 ml 

DMSO 10 % =  1,5 ml – 0,12 ml =  1,38 ml 

 
d. Dosis 600 ppm 

V1 x N1 = V2 x N2 

1,5 ml x 600 = V2 x 5000 

V2 =  0,18 ml 

DMSO 10 % = 1,5 ml – 0,18 ml = 1,32 ml 

 

e. Dosis 800 ppm 

V1 x N1 = V2 x N2 

1,5 ml x 800 = V2 x 5000 

V2 =  0,24 ml 

DMSO 10 % = 1,5 ml – 0,24 ml = 1,26 ml 
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Lampiran 12. Perhitungan Ekstrak Dosis Uji (Lanjutan) 

 
f. Dosis 1000 ppm 

V1 x N1 = V2 x N2 

1,5 ml x 1000 = V2 x 5000 

V2 = 0,30 ml 

DMSO 10 % = 1,5 ml – 0,30 ml = 1,20 ml 
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Lampiran 13. Analisis Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Sambung Nyawa 
(G. procumbens) terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro 

  

 Data Rata-Rata Diameter Hambatan (mm) Bakteri 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata+STDEV 
1 2 3 

A 7.41 7.21 7.33 21.95  7.32+0,10 

B 7.74 8.22 7.47 23.43  7.81+0,38 

C 8.39 7.5 7.7 23.59  7.86+0,46 

D 8.18 8.09 7.8 24.07  8.02+0,19 

E 8.24 8.35 8.37 24.96  8.32+0,070 

K (-) 6.36 6.14 6.72 19.22  6.41+0,14 

K (+) 9.76 9.07 9.84 28.67  9.56+0,42 

Total       165.89  
 

Perhitungan : 

1. Faktor Korelasi (FK) = 
 
2

 
 

 

= 
165,89

2

21
 

 
= 1316,15 

 

2. JK Total  =  ij
2
-     

= (A12+A22+A32+,,,,,,+E32)- FK 

= (7,412+7,212+9,7,332+,,,,,,,+8,372) - 1316,15 
   = 16,728 

3. JK Perlakuan  = 
    

2
     

2
       

2
     

2
       

2

r
 -         

= 
   21,94 

2
  23,43 

2
  23,59 

2
  24,07 

2
  24,96 

2
 

3
  - 1316,15 

= 15,510 

4. JK Acak  = JK Total – JK Perlakuan 

= 16,728– 15,510 

= 1,218 

5. db Total  = (n x r) – 1 

= (7 x 3) – 1 

= 20 

6. db Perlakuan  = n – 1 

= 7 –1 

= 6 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

7. db Galat  = db Total – db Perlakuan 

= 20 – 6 

= 14 

 Tabel Analisa Sidik Ragam 

Sumber 
Keragaman Db JK KT F.Hit F 5% F 1% 

Perlakuan 6 15.510 2.585 29.714 2.85 4.46 

Acak 14 1.218 0.087       

Total 20 16.728         

8. Keterangan : ** Berbeda Sangat Nyata 

Karena F hitung lebih besar dari F tabel 5% dan F tabel 1% maka 

dinyatakan hasil tersebut Berbeda nyata. Sehingga dilanjutkan dengan uji BNT. 

Uji BNT (Uji Nyata Terkecil) 

SED  = √
2       cak

    langan 
 

  =√
2   0,087

3
  

= 0,241 

BNT 5% = T tabel 5% (db acak) x SED = 0,517 

BNT 1% = T tabel 1% (db acak) x SED = 0,717 

 Tabel Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) 

Per 
lakuan 

Rerata 
K- A B C D E K+ 

Notasi 
6.53 7.32 7.81 7.86 8.02 8.32 9.56 

K- 6.53 _             a 

A 7.32 0.79** _           b 

B 7.81 1.28** 0.49ns _         b 

C 7.86 1.34** 0.55* 0.05ns _       c 

D 8.02 1.50** 0.71* 0.21ns 0.16ns _     c 

E 8.32 1.79** 1.00** 0.51* 0.46ns 0.30ns _   c 

K+ 9.56 3.03** 2.24** 1.75** 1.69** 1.53** 1.24** _ d 

Keterangan : 
ns   : tidak berbeda nyata 
*   : berbeda nyata 
**   : berbeda sangat nyata 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

Perlakuan terbaik dari uji BNT ini adalah E-D-C-B/A, selanjutnya 

dilakukan uji polynomial orthogonal 

Perlakuan Total 
Perbandingan (Ci) 

Linier Kuadratik Kubik Kuartik 

A 21,95 -2 2 -1 1 

B 23,43 -1 -1 2 -4 

C 23,59 0 -2 0 6 

D 24,07 1 -1 -2 -4 

E 24,96 2 2 1 1 

Q= Σci*Ti   6,66 -0,86 1,73 -1,55 

Hasil Kuadrat   10 14 10 70 

Kr= (Σci^2)*r   30 42 30 210 

JK=Q^2/Kr   1,479 0,01761 0,100 0,011 

JK REGRESI   1,496       

 

 Tabel Sidik Ragam Regresi 

Sumber 
Keragaman 

db JK KT F. Hitung F 5% F 1% 

Perlakuan 4 1,496     3,48 5,99 

Linier 1 1,47852 1,47852 17,73656** 
 

  

Kuadratik 1 0,0 0,017610 
0,211247 

ns 
 

  

Kubik 1 0,100 0,099763 
1,196777 

ns 
 

  

Kuartik 1 0,011 0,01144 
0,137242 

ns 
 

  

Acak 10 0,8336 0,08336 1 ns 
 

  

Total 14           

 
Keterangan : 
ns : tidak berbeda nyata 
** : berbeda sangat nyata 

1. KT Linier  = 
    inier

db linier
 

= 
1,47825

1
 

= 1,4725 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

2. KT Kuadratik = 
    uadratik

db  uadratik
 

= 
0,01710

1
 

= 0,01710 

3. KT Kubik  = 
    ubik

db  ubik
 

= 
0,100

1
 

= 0,099765 

4. F Hitung Linier = 
    inier

    cak
 

= 
1,47856

0,8336
 

=  17,73656 

5. F Hitung Kuadratik = 
    uadratik

    cak
 

= 
0,017610

0,8336
 

= 0,211247 

6. F Hitung Kubik = 
    ubik

    cak
 

= 
0,099763

1,08336
 

  = 1,196777 

Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F hitung 

linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu 17,73656. 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

 Mencari persamaan linier y=b0+b1x 

X Y XY X^2 

200 7,41 1482 40000 

200 7,21 1442 40000 

200 7,33 1466 40000 

400 7,74 3096 160000 

400 8,22 3288 160000 

400 7,47 2988 160000 

600 8,39 5034 360000 

600 7,50 4500 360000 

600 7,70 4620 360000 

800 8,18 6544 640000 

800 8,09 6472 640000 

800 7,80 6240 640000 

1000 8,24 8240 1000000 

1000 8,35 8350 1000000 

1000 8,37 8370 1000000 

   = 9000 118 72132 6600000 

Rerata = 600 7,866667 
  

b1 = 
(  y)-

(  . y)

n

(  2)-(  )2

n

 

    =
(72132)-

(9000   118)

15

(6600000)-(9000)2

15

 

   = 72132 - 70800

6600000 
- 
5400000

 

   = 
    

       
 

    = 0,00111 

b0 = 
( y)

n
-  b .

(  )

n
) 

    = 7,866667 – (0,00111 x 600) 

    = 7,866667 – 0,666   

    = 7,200667 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

Pers. Linier  : y = b0 + b1 x 

       = 7,200667 + 0,00111x 

X( 200)  = 7,200667+ 0,00111 (200) 

  = 7,200667 + 0,222 

  = 7,422667 

X (400)  = 7,200667+ 0,00111 (400) 

  = 7,200667 + 0,444 

  = 7,644667 

X(600)  = 7,200667+ 0,00111 (600) 

  = 7,200667 + 0,666 

  = 7,866667 

X (800)  = 7,200667+ 0,00111 (800) 

  = 7,200667 + 0,888 

  = 8,088667 

X (1000)  = 7,200667+ 0,00111 (1000) 

  = 7,200667 + 1,1 

  = 8,310667 

R2 =  
    inier

    inier       cak
 

    = 0,64219 

Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier sebagai 

berikut : y = 7,2000667 + 0,00111x 
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Lampiran 13. (Lanjutan) 

 Grafik Hubungan Zona Hambat Antar Perlakuan Ekstrak Daun Sambung 

Nyawa (G. procumbens) Terhadap Bakteri P. fluorescens 

 

 
 
 

y= 7,200667+ 0,00111x 
R2 = 0,64219 
r = 0,801368 
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