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RINGKASAN

MALLA RESILIA AMBARIANI. UJI ANTIBAKTERI DAN BIOFILM EKSTRAK
KASAR Ludwigia adscendens L. H Hara, Eclipta prostrata (L) L, dan Epithema
benthamii C. B. Clarke TERHADAP BAKTERI Aeromonas hydrophila.

(dibawah bimbingan Dr. Ir. M. Fadjar, M. Sc dan Dr. Hessy Novita, S.Pi, M.Si)

Salah satu kendala yang ditemukan dalam budidaya ikan adalah adanya
serangan penyakit Motil Aeromonas Septicemia yang disebabkan oleh bakteri A.
hydrophila. Bakteri A. hydrophila merupakan bakteri patogen utama pada
budidaya ikan khususnya ikan air tawar. Cara yang sering digunakan oleh para
pembudidaya untuk menanggulangi penyakit bakteri patogen adalah dengan
penggunaan antibiotik. Namun dengan penggunaan antibiotik dapat
menyebabkan pencemaran lingkungan, resistensi dan menimbulkan residu.
Ekstrak kasar tanaman air dari Sulawesi Selatan diketahui memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri. Sehingga ekstra kasar tanaman air dari Sulawesi
Selatan dapat digunakan sebagai bahan alami untuk menghambat dan
membunuh pertumbuhan sel bakteri A. hydrophila.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
dengan rancangan percobaan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang
menggunakan 4 perlakuan dan 3 kali ulangan. Konsentrasi dari ekstrak kasar L.
adscendens yang digunakan pada penelitian ini yaitu A (3 mg/ml), B (6 mg/ml), C
(9 mg/ml), dan D (12 mg/ml). Sedangkan untuk E. Prostrata konsentrasi yang
digunakan yaitu A (1 mg/ml), B (4 mg/ml), C (7 mg/ml) dan D (10 mg/ml).
Parameter dalam penelitian ini yaitu kerusakan biofilm ekstrak kasar tanaman air
terhadap A. hydrophila. Data tersebut diolah menggunakan analisis
keberagaman dengan selang kepercayaan 95% atau uji F (ANOVA).

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan rerata nilai Optical Density
ekstrak kasar L. adscendens yaitu perlakuan A (3 mg/ml) sebesar 0,304 ,
perlakuan B (6 mg/ml) sebesar 0,277, perlakuan C (9 mg/ml) sebesar 0,260 dan
perlakuan D (3 mg/ml) sebesar 0,126. Pada tanaman E. prostrata yaitu perlakuan
A (1 mg/ml) sebesar 0,352 , perlakuan B (4 mg/ml) sebesar 0,313, perlakuan C
(7 mg/ml) sebesar 0,282 dan perlakuan D (10 mg/ml) sebesar 0,243. Pada uiji
penghambatan biofilm L. adscendens diperoleh persamaan linier y= 0,3802 -
0,0184x dengan nilai Rz = 0,884, sedangkan pada uji penghambatan biofilm E.
prostrata diperoleh persamaan linier y = 0,364 -0,012x dengan R2 = 0,9591.

Kesimpulan yang didapatkan pada penelitian ini adalah ekstrak tanaman
air dari Sulawesi Selatan berpengaruh terhadap A. hydrophila. Perlakuan terbaik
ekstrak tanaman L. adscendens yaitu perlakuan D (12 mg/ml) dengan nilai %
inhibisi sebesar 64 % dan ekstrak tanaman E. prostrata yaitu perlakuan D (10
mg/ml) dengan nilai % inhibisi sebesar 36 %. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak
tanaman maka semakin rendah nilai Optical Density dan semakin tinggi nilai %
inhibisi. Tanaman air yang paling efektif untuk menghambat pertumbuhan dan
biofilm A. hydrophila adalah E. prostrata karena pada konsentrasi 10 mg/ml
sudah menghambat biofilm sebesar 36%.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit merupakan salah satu kendala yang menimbulkan masalah
kerugian dalam suatu usaha budidaya perairan. Penyakit infeksi dapat
diakibatkan oleh parasit, virus, bakteri dan jamur. Penyakit yang disebabkan oleh
bakteri merupakan penyakit yang umum dijumpai di dalam usaha budidaya
perikanan yang dapat menyebabkan kerugian didalam area pembudidayaan dan
mampu berpindah apabila terjadi salah penanganan. Sebagai negara tropis,
Indonesia yang memiliki iklim sangat mendukung berkembangnya penyakit.
Ditambah lagi dengan tingginya mobilitas ikan dari central produksi yang satu ke
central produksi lainnya mempercepat arus penyebaran penyakit pada ikan
(Sarjito, et al., 2013). Penyakit bakterial salah satunya disebabkan oleh bakteri
Aeromonas hydrophilla. A. hydrophila merupakan bakteri patogen penyebab
penyakit Motil Aeromonas Septicemia (MAS), terutama untuk spesies ikan air
tawar di perairan tropis (Rahmaningsih, 2018).

Penanggulangan penyakit dapat dilakukan dengan cara pencegahan
dan pengobatan. Pencegahan penyakit pada ikan biasanya dilakukan dengan
cara menciptakan lingkungan yang baik dan pemberian pakan yang bernilai gizi
baik. Pengobatan yang dilakukan pada saat ikan terserang penyakit, biasanya
diberikan pengobatan secara kimia dan antibiotik. Akan tetapi penggunaan
bahan kimia dan antibiotik mempunyai dampak lingkungan yang kurang baik
karena bisa mencemari lingkungan, meninggalkan residu serta menimbulkan
resistensi pada bakteri patogen. Salah satu cara yang digunakan untuk
melakukan pengobatan adalah pemberian pengobatan yang alami berasal dari

tanaman herbal (Wiyanto, 2010).



Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki kekayaan beragam
jenis tanaman yang berpotensi sebagai obat. Penggunaan tanaman sebagai obat
memiliki beberapa keuntungan yaitu bahan alami pengganti antibiotik, ramah
terhadap lingkungan, tidak menyebabkan resistensi pada ikan, mudah diperoleh
dan harganya ekonomis (Sudarno, et al., 2011).

Sumber antibakteri baru dapat diperoleh dari senyawa bioaktif yang
terkandung dalam suatu tanaman. Beberapa jenis tanaman diketahui memiliki
senyawa aktif yang berfungsi sebagai anti bakteri, anti parasit dan anti jamur
(Siregar, et al.,, 2012). Senyawa bioaktif merupakan metabolit sekunder yang
dihasilkan tumbuhan melalui serangkaian reaksi metabolisme sekunder.
Metabolit sekunder disintesis terutama dari metabolit-metabolit primer seperti
asam amino, asetil Co-A dan asam mevalonat. Tumbuhan yang berpotensi
sebagai tumbuhan obat memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti alkaloid,
terpenoid, fenolik, steroid, dan flavonoid dengan jumlah yang sangat bervariasi
(Prabowo, et al., 2014).

Tumbuhan L. adscendens atau krangkong memiliki senyawa bioaktif yaitu
pada bagian daun dan batangnya mengandung senyawa alkaloid, fenal,
flavonoid, tanin, terpenoid, dan triterpenoid (Ahmed, et al, 2005). Kandungan
senyawa bioaktif tumbuhan E. prostrata atau urang-aring antara lain golongan
flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, sterol dan terpenoid (Siahaan, 2012).
Sedangkan kandungan bioktif E benthamii yaitu flavonoid. Flavonoid adalah
kelompok fenolik bioaktif yang tersebar luas pada tanaman (Trivellini, et al.,
2016).

Antibakteri merupakan zat yang berfungsi membunuh atau menekan
pertumbuhan dan reproduksi bakterinya. Berdasarkan aktivitas zat antibakteri

dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri), bakteriostatik (menghambat



pertumbuhan bakteri) atau menghambat germinasi spora bakteri (Sartika, et al.,
2013).

Faktor virulensi bakteri salah satunya adalah dengan pembentukan
biofilm. Biofilm merupakan suatu kompleks aggregasi mikroorganisme yang
tumbuh diatas suatu subtrat. Bagian terluar biofilm biasanya akan teroksigenasi
dengan baik daripada bagian dalam yang bersifat anaerobik. Bakteri membelah
diri diatas tepi biofilm dan dapat terlepas dari biofilm. Ini menunjukkan bahwa
aktivitas metabolisme bakteri lebih tinggi di luar karena lebih banyak nutrisi
(dekat atau kontak dengan aliran cairan), tetapi jumlahnya cukup sedikit.
Sebaliknya mayoritas bakteri pada biofilm ditemukan pada bagian dalam
(Fatmawati, 2011).

Berdasarkan uraian diatas, pengobatan alamiah merupakan salah satu
langkah yang dapat dilakukan untuk mengurangi penggunaan bahan kimia dan
antibiotik yang dapat mencemari lingkungan perairan. Oleh karena itu, diperlukan
suatu bahan alami sebagai pengganti antibiotik yang lebih aman bagi lingkungan
perairan yaitu dengan menggunakan ekstrak tanaman air yang mengandung
senyawa antibakteri.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan Masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

+ Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak kasar L. adscendens L. H
Hara, E. prostrata (L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke terhadap
aktivitas antibakteri dan biofilm A. hydrophila?

* Berapa konsentrasi pemberian ekstrak kasar L. adscendens L. H Hara,
E. prostrata (L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke yang paling efektif
dalam menghambat biofilm bakteri A. hydrophila?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

3



* Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kasar L. adscendens
L. H Hara, E. prostrata (L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke terhadap
aktivitas antibakteri dan biofilm pada bakteri A. hydrophila.
*  Untuk mengetahui konsentrasi pemberian ekstrak kasar L. adscendens
L. H Hara, E. prostrata (L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke yang paling
efektif dalam menghambat biofilm A. hydrophila.
1.4 Hipotesa
Hipotesa dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
HO : Diduga pemberian ekstrak kasar L. adscendens L. H Hara, E.prostrata
(L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke dengan konsentrasi yang berbeda
tidak berpengaruh terhadap penghambatan dan biofilm bakteri A.
hydrophila.
H1 : Diduga pemberian ekstrak kasar tanaman air L. adscendens L. H Hara,
E. prostrata (L) L, dan E. benthamii C. B. Clarke dengan konsentrasi
yang berbeda berpengaruh terhadap penghambatan dan biofilm
bakteri A. hydrophila.
1.5 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan di Balai Riset Perikanan Budidaya Air Tawar dan
Penyuluhan Perikanan (BRPBATPP), Bogor dan Instalasi Riset Pengendalian
Penyakit Ikan (IRP21) Depok, Jawa Barat pada tanggal 16 Januari 2019 — 24

April 2019.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri A. hydrophila

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi A. hydrophila

Klasifikasi bakteri A. hydrophila adalah sebagai berikut ini (Murwani, et

al., 2017) :

Domain : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Aermonadales

Family : Aeromonadaceae
Genus . Aeromonas

Spesies : Aeromonas hydrophila

A. hydrophila merupakan bakteri yang memiliki sifat oksidatif dan
anaerobik fakultatif, sehingga dapat hidup di lingkungan perairan dengan atau
tanpa oksigen. Bakteri ini tidak memiliki kemampuan untuk membentuk spora. A.
hydrophila dapat dijumpai di lingkungan payau, air tawar, atau lautan dan
termauk bakteri yang memiliki kemampuan untuk bergerak (motil). Bakteri ini
berbentuk batang dan memiliki diameter sel berkisar 0,3-1 pym (Gambar 1).
Bakteri ini memiliki alat gerak berupa flagel dan memiliki suhu optimum
pertumbuhan 28°C, tetapi masih mampu bertahan hidup pada suhu (4°C dan
37°C). Bakteri Aeromonas menyukai lingkungan yang tercemar bahan organik,
terutama di musim hujan. Kualitas air yang kurang baik atau perbedaan suhu
siang dan malam hari juga berperan dalam munculnya bakteri ini (Afrianto, et

al.,2015).



2.1.2 Habitat dan Penyebaran A. hydrophila

A. hydrophila merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang yang
banyak ditemukan di danau dan lingkungan akuatik lainnya. A. hydrophila dikenal
sebagai bakteri yang menginfeksi ikan, amfibi dan reptil. Jenis ikan yang
terinfeksi A. hydrophila yaitu ikan lele, ikan mas, ikan patin, dan ikan nila.
Serangan bakteri A. hydrophila biasanya muncul pada musim kemarau karena
pada saat tersebut kandungan bahan organik di perairan relatif tinggi. Bakteri A.
hydrophila berperan dalam penguraian bahan organik sehingga sering ditemukan
di perairan yang subur. Kandungan oksigen yang rendah, suhu yang tinggi,
akumulasi bahan organik atau sisa metabolisme ikan dan padat tebar ikan yang
tinggi sangat menunjang perkembangbiakan bakteri ini (Ho, et al., 1990).

A. hydrophila merupakan mikroorganisme akuatik yang berada di perairan
laut maupun perairan tawar, bakteri tersebut menjadi patogen dan bersifat
patogen oportunistik pada penyakit hemoragic septicemia (penyakit bercak
merah) pada ikan yang dalam kondisi stres. A. hydrophila merupakan bakteri
yang mampu menfaatkan karbohidrat pada kondisi anaerob melalui proses
fermentasi. A. hydrophila dapat tumbuh dalam air maupun sedimen, tetapi tidak

dapat berkembang biak dan bersifat obligat. (Anggraini, et al., 2016).



2.1.3 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan

Bakteri A. hydrophila merupakan bakteri fakultatif anaerob, yaitu bakteri
yang dapat berkembang dalam keadaan dengan atau tanpa oksigen, meskipun
perkembangannya lebih cepat pada lingkungan yang ada oksigen. Bakteri
fakultatif anaerob akan tersebar di seluruh medium jika diinokulasikan pada
medium cair, bersifat heterotrofik, yaitu mampu mengoksidasi bermacam-macam
persenyawaan organik sebagai sumber karbon. Pertumbuhan maksimal bakteri
pada kisaran suhu 28°C - 41°C, sedang pertumbuhan minimum bakteri pada
suhu 0°C - 5°C. Bakteri akan tumbuh dengan baik pada pH 5,5 — 9,0 (Prajitno,
2005). Bakteri A. hydrophila berkembangbiak secara seksual, vyaitu
berkembangbiak dengan memanjangkan sel yang diikuti dengan pembelahan inti
yang disebut pembelahan biner. Waktu yang diperlukan untuk pembelahan satu
sel menjadi dua sel kurang lebih 10 menit (Quddus, 2014).

Proses invasi bakteri patogen A. hydrophila kedalam tubuh inang adalah
diawali dengan melekatnya bakteri pada permukaan kulit dengan memanfaatkan
pili, flagela dan kait untuk bergerak dan melekat kuat pada lapisan terluar tubuh
ikan yaitu sisik yang dilindungi oleh zat kitin. Selama proses berlangsung bakteri
A. hydrophila memproduksi enzim kitinase yang berperan dalam mendegradasi
lapisan kitin sehingga bakteri dapat dengan mudah masuk kedalam host
(Rahmaningsih, 2018).

2.1.4 Infeksi A. hydrophila pada lkan

Gejala yang terlihat pada ikan yang terinfeksi bakteri A. hydrophila ini
bervariasi, tetapi pada umumnya ditandai adanya hemoragik pada kulit, insang,
rongga mulut dan borok pada kulit (Gambar 2). Penyebaran dapat terjadi secara
horizontal lewat kontak langsung dengan air. Infeksi oleh bakteri A. hydrophila

terjadi melalui permukaan badan yang luka, saluran pencernaan makanan atau



melalui insang. Ketika A. hydrophila masuk kedalam tubuh, maka target infeksi
adalah pembuluh darah. Saat masuk kedalam saluran darah, A. hydrophila
menghasilkan enzim hemolisin yang merupakan salah satu eksotoksin.
Hemolisin ini memiliki kemampuan untuk melisis sel darah merah, sehingga
jumlah sel darah merah pada pembuluh darah cenderung berkurang.
(Ziyadaturrohmabh, et al., 2013).

Kemerahan kulit atau hiperemi dimana merupakan tanda klinis yang
pertama kali timbul setelah penginfeksian, A. hydrophila dapat mengenali dan
berikatan dengan sel reseptor pada se-sel tertentu dan mengurai sel inang
dengan memproduksi enzim-enzim ekstraseluler seperti hemolisin, protease dan
elastase sehingga menyebabkan inflamasi, peradangan dan berkembang
menjadi borok. Hiperemi merupakan respon awal terhadap infeksi mikrobial,
kemudian diikuti dengan terjadinya peradangan, nekrosis dan terbentuknya
tukak. Hiperemi ini terjadi karena mobilitas eritrosit ke jaringan tempat
berkembangnya patogen, leukosit merupakan salah satu komponen sel darah
yang berfungsi sebagai pertahanan non spesifik akan melokalisasi dan
mengeliminasi patogen. Eliminasi ini dilakukan melalui proses fagositosis

(Lukistyowati dan Kurniasih, 2011).

Gambar 2. Borok pada ikan yang terserang A. hydrophila (Afrianto, et al., 2015).



2.2 Ludwigia adscendens L.H. Hara
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi
Menurut India Biodiversity Portal (2019), klasifikasi L. adscendens L. H.

Hara yaitu sebagai berikut :

Kingdom . Plantae

Sub kingdom : Tracheophyta
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Order . Myrtales

Familia . Onagraceae

Genus . Ludwigia

Species : Ludwigia adscendens
Nama lokal : Krangkong

L. adscendens merupakan tumbuhan herbal, dengan batang merayap
atau mengambang, berwarna putih, tegak, pendek dengan panjang 1-3 cm.
Batang mengambang sampai 400 cm, ujung terestrial dengan panjang 20—-60
cm, banyak bercabang, ujung tegak keatas, kasar dan sangat padat. Tangkai
daun 5-20 mm; helai daun lonjong hingga 0,4-7 x 0,7-3 cm, tebal, vena lateral 6—
13 per sisi. Kelopak berwarna putih krem dengan dasar kuning dengan panjang
9-18 x 6-10 mm. Benang sari terdapat 10, filamen putih dengan panjang 2,5-4
mm; kepala sari dengan panjang 0,7-1,8 mm. Kelopak berwarna cokelat muda,
silinder, dengan panjang 1,2-2,7 cm, berdiameter 3-4 mm, berdinding tebal dan
tidak teratur. Biji berwarna pucat coklat, lonjong atau elips, dengan panjang 1,1—
1,3 mm dan tidak mencolok. Mempunyai buah tunggal, bentuk seperti kapsul
memanjang, ujung runcing, panjang 2-3 cm, hijau. Biji berbentuk bulat, banyak,
keras, coklat kehitaman (Al-Snafi, 2018).
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Gambar 3. Ludwigia adscendens L. H. Hara (Cato, et al., 2004).
2.2.2 Bahan Aktif

L. adsendens merupakan tumbuhan air yang tumbuh liar di tepi-tepi
sungai, sawah atau ditempat-tempat yang berair, pada ketinggian 10 m sampai
1600 m di atas permukaan laut. Berbunga pada bulan Mei-Agustus dan
pengurnpulan bahan dapat dilakukan sepanjang tahun. Batang dan daun dari
ekstrak Ludwigia adsendens L.H. Hara mempunyai kandungan bioaktif dengan
antibakteri dan aktivitas anti inflamasi. Kandungan antibakteri dari tumbuhan ini
yaitu triterpenoid, flavonoid, fenol, tanin, alkaloid, dan asam ursolic (Ramesh, et
al., 2014).

L. adsendens merupakan tumbuhan air yang tumbuh secara liar di tepi-tepi
sungai, sawah atau ditempat-tempat yang berair, pada ketinggian 10 m sampai
1600 m di atas permukaan laut. Berbunga pada bulan Mei-Agustus dan
pengurnpulan bahan dapat dilakukan sepanjang tahun. Tanaman ini bersifat
antiseptic. Sering dijumpai pada kolam air, selokan, rawa, sawah dan lahan bera
berair, sangat umum, dari dataran rendah sampai ketinggian 1600 m dpl.
Berbunga sepanjang tahun. Ekstrak daun dan batang memiliki aktivitas
antimikroba yang kuat. Kelopak bunga memiliki aktivitas antiinflamasi. Daun dan
batang mengandung flavonoid, terpen, triterpenoid, fenol, tanin, alkaloid, dan

karbohidrat (Ahmed, et al., 2005).
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2.3 Eclipta prostrata (L.) L

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi
Menurut Jannah dan Safnowandi (2018), klasifikasi E.prostrata (L.) L

yaitu sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Asterales

Famili : Asteraceae
Genus . Eclipta

Spesies . Eclipta prostrata
Nama lokal : Urang - aring

E. prostrata memiliki tangkai dengan panjang 80 cm. Batang tanaman ini
berwarna hijau kecoklatan dengan bentuk bulat dan berambut putih agak kasar.
Daunnya berwarna hijau berbentuk bulat memanjang dengan ujung daun
meruncing, dan pinggir daun bergerigi halus hampir rata. Permukaan daun
berambut agak kasar seperti batangnya. Bunganya majemuk berbentuk bongkol
berwarna putih kecil. Buah memanjang, pipih, keras dan berbulu. Tanaman ini
biasanya tumbuh di tempat terbuka seperti tanah lapang maupun pinggir selokan

(Ulung, 2014).

{

Gambar 4. Eclipta prostrata (L.) L. (Cakovic, et al., 2014).
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2.3.2 Bahan Aktif

Salah satu tumbuhan yang berpotensi untuk dimanfaatkan adalah
tumbuhan urang aring (E. prostrata). Tumbuhan ini merupakan tumbuhan yang
mudah diperoleh karena penyebarannya yang luas dan mudah untuk
dikembangbiakkan. Selain itu mengandung senyawa-senyawa bioaktif yang
potensial. Kandungan senyawa bioaktif tumbuhan urang aring antara lain
golongan flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, sterol dan terpenoid. Identifikasi de-
ngan kromatografi menunjukkan dua senyawa flavornoid yaitu epigenin dan
epigenin-7-0-glukosida. Ekstraknya mengandung beberapa asam fenolat seperti

asam p-hidroksi benzoat, asam p-kumarat dan asa klorogenat (Siahaan, 2011).

E. prostrata L. memiliki daun berwarna hijau, tak bertangkai, permukaan
halus, panjang 2-4 cm, dan lebar 2-3 cm. Batangnya berbentuk silinder dan
panjang, berwarna coklat dan tebal 0,2-0,3 cm. E. prostrata secara tradisional
telah digunakan sebagai obat herbal diberbagai negara. Tumbuhan ini
merupakan tumbuhan yang mudah diperoleh karena penyebarannya yang luas
dan mudah untuk dikembangbiakkan. Selain itu, tumbuhan ini mengandung
senyawa-senyawa bioaktif yang potensial. Senyawa ini mudah terdegrasi di
alam. Senyawa bioaktif tanaman ini yaitu triterpenoid, saponin, steroid, dan

flavonoid (Hussein, et al., 2018).
2.4 Epithema benthamii C.B. Clarke

2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi

Menurut GBIF (2019), klasifikasi E. benthamii C. B. Clarke yaitu sebagai

berikut :
Kingdom : Plantae
Phylum : Tracheophyta
Class : Magnoliopsida
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Order : Lamiales

Family : Gesneriaceae
Genus : Epithema Blume
Species : Epithema benthamii C.B.Clarke

E. benthamii banyak ditemukan di Asia timur dan tenggara tumbuh pada
batu kapur, granit dan batu pasir. Membutuhkan kondisi lembab dengan
kelembaban tinggi dan sering ditemukan di dekat atau di pintu masuk gua, di
atas batu di hutan, atau di aliran sungai yang dangkal. Memiliki batang yang
sederhana tidak bercabang dengan berwarna hijau. Daun Epithema tipis dan
biasanya berbentuk bulat telur. Pucuk daun bulat dan bergerigi. Permukaan atas
daunnya hijau sampai gelap atau hitam kehijauan dan permukaan bawah
biasanya lebih terang dari permukaan atas. Bunga matang secara berurutan dari
dasar perbungaan menuju puncak. Sel-sel di dasar bunga terus tumbuh
sehingga bunga tumbuh secara horizontal dengan sudut sekitar 45° (Bransgrove

dan Middleton, 2015).

.7,v‘ ™. T '-r,”v"‘tu’.

~

Gambar 5. Epithema benthamii (GBIF, 2019)

2.4.2 Bahan Aktif

Tanaman ini mengandung senyawa flavonoid, polivenol dan kumarin.
Flavonoid dan polivenol tergolong senyawa yang memiliki fungsi sebagai
antioksidan. Senyawa kumarin merupakan antibakteri yang dapat merusak sel

dengan membentuk pori -pori dinding sel bakteri sehingga menyebabkan
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kematian sel (Johannes dan Sjafaraenan, 2017). E. benthamii memiliki fenolat
tingkat tinggi yang berbeda, seperti asam fenolik, flavonoid, atau terpene fenolik.
Senyawa fenolik seperti asam karnosik, yang mencegah oksidatif kerusakan
kloroplas dan tampilan sifat antioksidan tinggi. Flavonoid adalah kelompok fenolik
bioaktif yang tersebar luas pada tanaman (Trivellini, et al., 2016).
2.5 Bahan Aktif Tanaman Air Sebagai Antibakteri

Tumbuhan air merupakan tumbuhan yang tinggal di sekitar air dan
didalam air yang berfungsi sebagai produsen penghasil energi pada suatu
ekosistem (Dewiyanti, 2012). Tumbuhan dikenal mengandung berbagai golongan
senyawa kimia tertentu sebagai bahan obat yang mempunyai efek fisiologis
terhadap organisme lain, atau sering disebut sebagai senyawa bioaktif. Senyawa
kimia tersebut yaitu flavonoid, fenol, alkaloid dan tanin (Salni, et al., 2011).

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa fenol. Flavonoid
dan flavonol disintesis tanaman dalam responnya terhadap infeksi mikroba.
Senyawa ini merupakan antimikroba karena kemampuannya membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler terlarut serta dinding sel
mikroba. Flavonoid yang bersifat lipofilik akan merusak membran mikroba.
Flavonoid bersifat anti inflamasi sehingga dapat mengurangi peradangan serta
membantu mengurangi rasa sakit, bila terjadi pendarahan atau pembengkakan
pada luka. Selain itu, flavonoid bersifat antibakteri dan antioksidan serta mampu
meningkatkan kerja sistem imun karena leukosit sebagai pemakan antigen lebih
cepat dihasilkan dan sistem limfoid lebih cepat diaktifkan (Haryani, et al., 2012).

Tanin merupakan suatu senyawa fenol yang memiliki berat molekul besar
yang terdiri dari gugus hidroksi dan beberapa gugus yang bersangkutan seperti
karboksil untuk membentuk kompleks kuat yang efektif dengan protein dan

beberapa makromolekul. Tanin terdiri dari dua jenis yaitu tanin terkondensasi dan
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tanin terhidrolisis. Kedua jenis tanin ini terdapat dalam tumbuhan, tetapi yang
paling dominan terdapat dalam tanaman adalah tanin terkondensasi (Hayati, et
al., 2010).

2.6 Mekanisme Kerja Antibakteri

Zat antibakteri adalah zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau
metabolisme bakteri. Berdasarkan aktivitasnya, zat antibakteri dibagi menjadi 2
jenis, yaitu yang memiliki aktivitas bakteriostatik atau menghambat pertumbuhan
bakteri dan yang memiliki aktivitas bakterisidal atau membunuh bakteri. Aktivitas
antimikroba ditandai dengan terbentuknya suatu zona bening atau zona hambat
di sekitar kertas cakram (Saskiawan dan Nur 2015).

Antibakteri dapat digunakan untuk mengobati penyakit ikan, salah
satunya yaitu senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang
mempunyai efek antibakteri dan paling banyak terdapat pada tumbuhan.
Flavonoid merupakan kelompok dari fitokimia fenolik yang berfungsi sebagai
peredam radikal bebas dan bermanfaat melindungi sel, meningkatkan efektifitas
vitamin C, serta sebagai antibiotik dengan mengganggu fungsi dari
mikroorganisme seperti bakteri dan virus. Mekanisme kerja senyawa flavonoid
terjadi dengan cara mendenaturasi protein sel dan merusak membran sel tanpa
dapat diperbaiki lagi. Dalam flavonoid terkandung senyawa fenol yang
merupakan suatu alkohol yang bersifat asam sehingga disebut juga asam
karbolat. Senyawa fenol ini berperan sebagai antibakteri sehingga dapat
mengganggu pertumbuhan bakteri (Malinggas, et al., 2015).

2.7 Uji Antibakteri

Uji antibakteri atau tes kepekaan terhadap antibakteri adalah penentuan
terhadap bakteri penyebab penyakit yang kemungkinan menunjukkan resistensi

terhadap suatu antibakteri atau kemampuan suatu antibakteri untuk menghambat
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pertumbuhan bakteri yang tumbuh, sehingga dapat dipilih sebagai antibakteri
yang berpotensi untuk pengobatan. Hasil tes kepekaan, mikroorganisme
diklasifikasikan ke dalam dua atau lebih kategori. Sistem yang sederhana
menentukan dua kategori, yaitu sensitif dan resisten (Soleha, 2015).

Penentuan aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode disc diffusion
Kirby-Bauer yaitu penentuan sensivitas bakteri dengan suatu zat tertentu yang
kemungkinan memiliki aktivitas antibakteri dengan menggunakan cakram kertas.
Alasan dilakukannya uji kepekaan atau sensitivitas bakteri adalah untuk
mendapatkan agen antimikroba yang tepat untuk pengobatan penyakit infeksi
tertentu. Uji sensitivitas antimikroba tidak dilakukan pada setiap spesimen,
melainkan hanya dilakukan pada spesimen dengan jenis mikroba tertentu yang
belum diketahui secara umum sensitivitasnya terhadap jenis-jenis antimikroba
yang umum digunakan (Amalia, et al., 2014).

2.8 Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration)

Minimum Inhibition Concentration (MIC), metode ini digunakan untuk
menentukan konsentrasi terendah bahan antimikrobia yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan mikroorganisme secara kasat mata. Konsentrasi
hambat minimum (MIC) didefinisikan sebagai konsentrasi terendah dari suatu
antimikroba yang akan menghambat pertumbuhan mikroorganisme terlihat
setelah inkubasi semalam. MIC paling sering digunakan sebagai alat penelitian
untuk menentukan aktivitas in vitro antimikroba baru (Syamsuryah, et al.,2013).

Penentuan antimikroba secara in vitro adalah MIC (minimum Inhibition
Concentration). MIC merupakan konsentrasi terendah bakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan hasil yang dilihat dari pertumbuhan
koloni pada agar atau kekeruhan pada pembiakan cair. Secara umum untuk

penentuan MIC, pengenceran antimikroba dilakukan penurunan konsentrasi
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setengahnya misal mulai dari 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 pg/ml konsentrasi terendah
yang menunjukkan hambatan pertumbuhan dengan jelas baik dilihat secara
visual atau alat semiotomatis dan otomatis disebut dengan konsentrasi daya
hambat minimum atau MIC (Minimum Inhibition Concentration). MIC dapat
membantu dalam penentuan tingkat resistensi dan dapat menjadi petunjuk
penggunaan antimikroba. Nilai MIC ditentukan dengan melihat konsentrasi
terkecil yang menunjukkan kejernihan pada media (Soleha, 2015).

2.9 Uji MBC (Minimum Bacterisidal Concentration)

MBC (Minimum Bacterisidal Concentration) atau Kadar Bunuh Minimum
(KBM) didefinisikan sebagai konsentrasi terendah yang mampu membunuh
seluruh pertumbuhan bakteri dan ditetapkan pada konsentrasi yang memberikan
zona jernih tanpa pertumbuhan mikroba pada media agar dengan pengamatan
secara visual. Aktivitas antibakteri tertentu dapat ditingkatkan dari bakteriostatik
menjadi bakteriosidal apabila kadar antibakteri ditingkatkan melebihi nilai KHM
(Efendi dan Hertiani, 2013). Penentuan konsentrasi minimum antimikroba yang
dapat membunuh bakteri dilakukan dengan menanam bakteri pada uji MIC ke
dalam agar kemudian diinkubasi semalam pada suhu 37°C. MBC adalah ketika
tidak terjadi pertumbuhan lagi pada agar (Soleha, 2015).

MBC didapatkan dari hasil positif uji MIC yang dapat membunuh bakteri
uji. Kemampuan daya bunuh yang dimiliki suatu senyawa antibakteri pada
ekstrak dapat diketahui dengan adanya uji MBC dengan melihat pada
konsentrasi minimal berapakah dari ekstrak perlakuan terbaik yang mampu
membunuh bakteri uji. Hasil positif MBC ditunjukkan dengan tidak adanya koloni
bakteri yang tumbuh dari konsentrasi ekstrak positif uji MIC pada media agar

setelah inkubasi (Magdalena dan Kusnadi, 2015).
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2.10 Mekanisme Kerusakan Biofilm dengan Senyawa Antibakteri

2.10.1 Definisi Biofilm

Biofilm adalah kumpulan sel mikroorganisme, khususnya bakteri, yang
melekat erat di suatu permukaan yang disertai dengan bahan-bahan organik dan
diselimuti oleh matriks polimer ekstraseluler yang dikeluarkan oleh bakteri.
Biofilm tumbuh melalui proses yaitu tahap awal yang terdiri dari perlekatan
bakteri pada subtrat. Bakteri tumbuh dan membelah kemudian membentuk
kolonisasi di lingkungan sekitar dan terbentuklah biofilm. Bakteri ini tidak
bekerja secara individual untuk membentuk biofilm, tetapi berkumpul menjadi
rantai yang panjang untuk membantu mengawali tahap awal pembentukan
biofilm (Rachmawati, et al., 2015).

Keragaman genetik organisme yang membentuk biofilm dengan berbagai
kondisi lingkungan tempat biofilm muncul membuktikan bahwa biofilm adalah
bentuk kehidupan dari suatu mikroorganisme. Biofilm bakteri sebagai bentuk
kehidupan sesil, memastikan keberadaan bakteri dan merupakan fenotip yang
melayang bebas di alam dalam bentuk planktonik. Bakteri biofilm dilindungi dari
pengaruh lingkungan negatif, mereka dapat menyebar dan sangat resisten
terhadap antibiotik. Biofilm memiliki efek positif dalam bioteknologi, tetapi sangat
luar biasa berbahaya dalam industri dan dalam kedokteran. Selain itu, biofilm
juga menyebabkan berbagai infeksi biomaterial seperti infeksi yang terkait

dengan penggunaan obat-obatan (Maric dan Vranes, 2007).
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2.10.2 Mekanisme Biofilm
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Gambar 6. Mekanisme Pembentukan Biofilm (Gunardi, 2014)

Pembentukan biofilm dimulai dari beberapa bakteri yang hidup bebas
(sel planktonik) melekat pada suatu permukaan, kemudian memperbanyak diri
dan membentuk satu lapisan tipis (monolayer) biofilm. Pada saat ini, pembelahan
akan berhenti selama beberapa jam dan pada masa ini terjadi banyak sekali
perubahan pada sel planktonik, yang akan menghasilkan trasisi sel planktonik
menjadi sel dengan fenotip biofilm. Sel biofilm berbeda secara metabolik dan
fisiologik dari sel planktoniknya. Sejalan dengan pertumbuhanya, sel biofilm ini
akan menghasilkan EPS (Extracellular Polymeric Substances) yang akan
melekatkan mereka pada suatu permukaan dan melekatkan satu sama lain untuk
membentuk suatu mikrokoloni. Dalam perkembangannya, sel-sel bakteri dalam
matriks akan mengeluarkan sinyal kimia. Molekul sinyal ini berperan dalam
pembentukan karakteristik biofilm menjadi lebih matang dan dalam koordinasi
aktivitas biofilm. Aksi dari sinyal ini merupakan suatu proses dari quorum sensing
yaitu komunikasi antar sel dan kemampuan molekul untuk mencetuskan suatu
aksi bergantung pada konsentrasi sinyal dalam lingkungan (Gunardi 2014).

Pembentukan biofilm diawali dengan pergerakan mikroba menuju ke
permukaan material penempelan, kemudian akan menempel secara reversible

maupun irreversible. Penempelan reversible dapat terjadi akibat , interaksi
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mikroba dengan permukaan, gerak Brown, dan aliran konveksi. Penempelan
irreversible terjadi saat sel mikroba menghasilkan EPS (Extracellular Polymeric
Substances) yang membentuk ikatan dari sel ke sel, dan melekatkan kumpulan
sel ke permukaan material penempelan. Pelekatan irreversible ini memicu
kolonisasi dari mikroba, dimana sel-sel mikroba tumbuh membentuk mikrokoloni
yang menyusun biofilm (Lindsay dan Holy, 2006).

Biofilm cenderung tumbuh dan berkembang dengan pesat terutama pada
permukaan bahan yang lembab dan kaya akan nutrisi. Secara umum, bakteri
memiliki kemampuan untuk menempel dan membentuk biofilm pada permukaan
padat. Menempelnya bakteri pada permukaan benda padat merupakan langkah
awal pembentukan biofilm. Pengendalian biofilm atau antibiofilm dapat dilakukan
dengan memanfaatkan bahan alam yang salah satunya dapat menggunakan
senyawa kimia dari tanaman berupa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid
dan triterpenoid (Alvita, et al., 2016).

Sejak adanya penemuan mikroskop, maka untuk pertama kali Van
Leeuwenhoek mengamati mikroorganisme menggunakan mikroskop dan
menemukan biofilm mikroba. Penelitian biofilm yang lebih rinci menggunakan
mikroskop elektron untuk menilai biofilm pada filter air dalam pengolahan air
limbah tanaman dan menunjukkan biofilm terdiri dari berbagai organisme
berdasarkan morfologi sel. Pada dua dekade terakhir, penelitian telah
mengandalkan alat-alat seperti Scanning Electron Microscopy (SEM) atau teknik
kultur standar mikrobiologis untuk karakterisasi biofilm. Dua pernyataan utama
tentang biofilm, yaitu pemanfaatan mikroskop pemindai laser konfokal untuk
mengkarakterisasi ultrastruktur biofilm, dan penyelidikan gen yang terlibat dalam

adhesi sel dan pembentukan biofilm (Homenta, 2016).
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3 METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan untuk penelitian tentang Uji Antibakteri dan
Biofilm Ekstrak Kasar L. adscendens L. H. Hara, E. prostrata (L). L, dan E.

benthamii C. B. Clarke terhadap Bakteri A. hydrophila yang disajikan pada Tabel

1.
Tabel 1. Peralatan Penelitian

No Alat Fungsi

1 Autoklaf Untuk mensterilkan alat dan bahan yang
akan digunakan

2 Beaker glass Untuk menampung suatu cairan

3 Mikrotip 1000ml dan 200 ml  Untuk memindahkan sampel dengan
bantuan mikropipet

4 Bubble Untuk membantu mengambil larutan
dengan pipet volume

5 Bunsen Untuk pengkondisian aseptis dan
mencegah terjadinya kontaminasi pada
saat perlakuan

6 Cawan petri Untuk tempat menumbuhkan bakteri

7 Corong Untuk membantu dalam menuangkan
cairan

8 Erlenmeyer Untuk tempat membuat media

9 Gelas ukur Untuk membantu mengukur banyaknya
larutan

10 L glass Untuk merataan bakteri saat dikultur

11  Hotplate Untuk memanaskan media

12 Inkubator Untuk menginkubasi bakteri yang telah
ditanam pada media padat dan cair

13  Penggaris Untuk mengukur diameter zona hambat

14  Jarum ose Untuk mengambil bakteri yang akan di
kultur

15  Korek gas Untuk menyalakan bunsen

16  LAF (Laminary Air Flow) Untuk mencegah kontaminasi dalam
melakukan kultur bakteri

17 Lemari pendingin Untuk menyimpan suatu bahan

18  Pipet volume Untuk mengambil larutan sebanyak 1-10
ml

19 Rak tabung reaksi Untuk tempat tabung reaksi

20 Magnetic stirer Untuk menghomogenkan media

21  Syringel0 ml Untuk membantu mengambil larutan

22 Spektrofotometer Untuk mengukur absorbansi dengan
panjang gelombang tertentu

23 Mikroplate Untuk mengencerkan bakteri pada saat
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24

25

26
27
28

29

30

31
32
33
34
35

Tabung reaksi
Timbangan digital

Vortex
Washing bottle
Oven

Mikroskop
Objek glass

Mikro pipet
Tube

Botol kaca
Mikrotube
Cover glass

TPC, MIC, dan Biofilm

Untuk tempat peremajaan bakteri pada
media cair dan agar miring

Untuk menimbang ekstrak dan media
yang akan dibuat

Untuk menghomogenkan larutan

Untuk wadah akuades

Untuk menguapkan bahan setelah di
autoklaf

Untuk mengamati pewarnaan gram
bakteri

Untuk membuat preparat pewarnaan
gram dan biofilm

Untuk membantu mengambil larutan
Untuk wadah media cair

Untuk wadah ekstrak tanaman air

Untuk wadah larutan dan ekstrak

Untuk menutup objek glass dan tempat
melekatnya bakteri saat uji biofilm

3.1.2 Bahan Penelitian

ini yang disajikan pada Tabel 2.

Berikut bahan beserta fungsinya yang akan digunakan dalam penelitian

Tabel 2. Bahan Penelitian

No Bahan Fungsi
1 Ekstrak kasar L. Sebagai ekstrak sampel yang diamati
adscendens, E. prostrata,
E. benthamii

2 Bakteri A. hydrophila Sebagai bakteri yang digunakan untuk
perlakuan

3 Kertas label Sebagai penanda sampel, alat dan
bahan

4 Alkohol 70% Sebagai bahan sterilisasi

5 Alumunium Foll Sebagai pembungkus alat dan bahan
steril

6 Kapas Sebagai penutup media pada tabung
reaksi

7 Masker Sebagai pelindung mulut bagi peneliti
agar tidak mengkontaminasi

8 Sarung Tangan Sebagai bahan untuk mencegah
kontaminasi

9 Plastik wrap Sebagai pembungkus bagian sisi pada
cawan petri

10  Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen

11  Tisue Sebagai pembersih alat yang digunakan

12 Safranin Sebagai pembeda (kontras) terhadap
warna kristal violet-iodium

13 Kristal violet Sebagai pewarna primer yang akan

memberi warna pada mikroba
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14 lodine lugol Sebagai pewarna untuk memperkuat
pengikatan warna oleh mikroba

15 Decolorizing Sebagai larutan pembilas  atau
melunturkan kelebihan zat warna pada
sel bakteri

16 DMSO (Dimethyl Sulfoxide) Sebagai larutan pengenceran

5%

17  Antibiotic disc Sebagai bahan untuk kontrol positif

chloramphenicol pada uji sensitivitas

18 Blank disc Sebagai bahan untuk uji sensitivitas

19  TSA (Tryptone Soy Agar) Sebagai media kultur bakteri
20  TSB (Tryptone Soy Broth)  Sebagai media kultur bakteri
21 MHA (Mueller Hinton Agar) Sebagai media kultur bakteri

22 MHB (Mueller Hinton Sebagai media kultur bakteri
Broth)
23 PBS (Phospat Buffer Sebagai pelarut ekstrak
Saline)
24  Akuades Sebagai pelarut steril
25 Etanol 96% Sebagai bahan untuk maserasi tanaman
air
26  Chloramphenicol cair Sebagai bahan untuk kontrol pada uiji
MIC
27  Akuades steril Sebagai pelarut steril
28  Asam Asetat Glasial Sebagai larutan untuk dehidrasi sel
bakteri

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksperimental, dimana metode ini merupakan metode penelitian yang
memungkinkan peneliti memanipulasi variabel dan meneliti akibatnya. Menurut
Jeedun (2011), metode eksperimen merupakan satu-satunya metode penelitian
yang dianggap paling dapat menguji hipotesis hubungan sebab — akibat, atau
paling dapat memenuhi validitas internal. Metode eksperimen merupakan
penelitian yang digunakan untuk mencari pengaruh perlakuan tertentu terhadap
dampaknya dalam kondisi yang terkendalikan.
3.3 Pengambilan Data

Teknik pengambilan data dalam penelitian ini dilakukan dengan cara
observasi langsung, yaitu pengamatan langsung ke lokasi penelitian yang

dilakukan dengan memperhatikan, mempelajari dan mencatat berbagai hal yang
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dapat dijadikan objek penelitian serta mengumpulkan data sekunder dari
berbagai dokumen. Menurut Hasanah (2016), observasi merupakan kegiatan
yang melibatkan seluruh kekuatan indera seperti pendengaran, penglihatan,

perasa, sentuhan, dan cita rasa berdasarkan pada fakta-fakta peristiwa empiris.
34 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) vyaitu keragaman atau variasi hanya
disebabkan oleh perlakuan yang dicobakan dan perlakuan tersebut merupakan
level-level dari satu faktor tertentu. Misal faktor yang ingin dikaji pengaruhnya
adalah Varietas. Perlakuan yang dicobakan adalah Varietas 1 (V1), Varietas 2
(V) dan Varietas 3 (level-level dari varietas). Selanjutnya faktor-faktor di luar
perlakuan atau faktor lingkungan pada unit percobaan dikondisikan serbasama
(homogen) serta penempatan perlakuannya dalam unit-unit percobaan dilakukan
secara acak lengkap. Karena lingkungan homogen maka lingkungan atau tempat
percobaan tidak memberikan pengaruh pada respon yang diamati dan model

untuk RAL menurut (Bambang, et al., 2011) adalah sebagai berikut :

Yij =p+Ti +€j

Keterangan

Yij : Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
K : Nilai tengah umum

Ti : Pengaruh perlakuan ke-i

€ij : Pengaruh Galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j

Pada penelitian ini, sebagai perlakuan menggunakan 3 bahan ekstrak
kasar tanaman air dari Sulawesi Selatan. Nama tanaman air yang digunakan
dalam penelitian disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Nama Tanaman Air
No Nama Tanaman Nama Lokal
1 Ludwigia adscendens L. H. Hara Krangkong
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2 Eclipta prostrata (L) L Urang-aring
3  Epithema benthamii C.B. Clarke -
Sebelumnya dilakukan skrining terlebih dahulu diantara 3 tanaman air

pada Uji Antibakteri dan di ambil 2 tanaman terbaik untuk uji selanjutnya.
Pemberian konsentrasi ekstrak kasar ini berdasarkan penelitian pendahuluan
yang telah dilakukan sebelumnya yaitu penentuan konsentrasi minimal yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan uji MIC (Minimum Inhibition
Concentration) yang selanjutnya digunakan untuk menentukan konsentrasi pada
Uji Biofilm. Untuk mempermudah dalam menganalisa diperlukan kontrol sebagai
pembanding yaitu kontrol positif dan kontrol negatif. Penelitian ini menggunakan

4 perlakuan dan 3 kali ulangan yang disajikan pada Gambar 7.

OHOOEE
OOEOOOGE
HEOHOO®

Gambar 7. Denah Penelitian

Keterangan :

A B, C,D : perlakuan dengan konsentrasi ekstrak yang berbeda
L. adscendens : A (3 mg/ml), B (6 mg/ml), C (9 mg/ml), D (12 mg/ml)
E. prostrata : A (1 mg/ml), B (4 mg/ml), C (7 mg/ml), D (10 mg/ml)

K+ . suspensi bakteri, media MHB dan antibiotik chloramphenicol
cair 30 ug

K- : suspensi bakteri, media MHB dan akuades steril

1,2,3 : Ulangan
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3.5

3.5.1

Prosedur Penelitian

Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian, sebelumnya perlu

dilakukan proses sterilisasi. Hal ini bertujuan untuk membunuh semua

mikroorganisme yang tidak dikehendaki yang menempel pada alat dan bahan.

Proses sterilisasi tersebut adalah sebagai berikut :

3.5.2

Alat-alat yang akan digunakan terlebih dahulu dicuci, dikeringkan
kemudian dibungkus dengan kertas bekas dan diikat menggunakan karet.
Akuades dimasukkan ke dalam ruang sterilisasi autoklaf sampai menutup
sistem pemanas.

Keranjang yang berisi bahan atau alat yang akan disterilkan dimasukkan
ke dalam autoklaf, kemudian tutup autoklaf.

Tombol “ON” ditekan.

Suhu dan waktu diatur sesuai dengan kebutuhan, kunci autoklat dengan
menggeser ke arah “LOCK”

Tombol “START” ditekan dan ditunggu sampai proses sterilisasi selesai (2
jam).

Suhu ditunggu hingga turun dari 121°C menjadi sekitar 70°C.

Klep diputar pada autoklaf.

Tombol “STOP” ditekan, kemudian geser ke arah “UNLOCK”

Penutup autoklaf dibuka dan dimatikan dengan menekan tombol “OFF”

Ekstrak Tanaman Air

Tanaman air yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari Sulawesi

Selatan yang merupakan hasil ekspedisi Tanaman Air Sulawesi oleh Quarto

Institusi (Balai Riset Budidaya lkan Hias KKP — Balai Besar Bioteknologi dan
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Sumberdaya Genetik Pertanian Bogor Kementan, Politeknik Negeri Pangkep
Sulawesi Selatan dan Fakultas Farmasi Universitas Indonesia. Ekspedisi
tanaman air Sulawesi ini di Danai oleh Program INSINAS Kemenristekdikti tahun
2018/2019. Tanaman air sudah dilakukan ekstraksi di Fakultas Farmasi
Universitas Indonesia menggunakan pelarut Etanol 70% dengan perbandingan
1:10. Ekstraksi dilakukan dengan merendam tanaman yang sudah kering selama
24 jam. Tahap maserasi dilakukan tiga kali pengulangan. Kemudian hasil
maserasi disaring. Hasil ekstraksi yang telah didapatkan kemudian diuapkan

dengan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental.

3.5.3 Pembuatan Media

1). Media TSA (Tryptone Soya Agar)
Media TSA digunakan sebagai media untuk kultur bakteri A. hydrophila.
Proses pembuatan media TSA adalah sebagai berikut :

¢ Media TSA ditimbang sebanyak 6 gram dengan menggunakan timbangan
digital.

e TSA dilarutkan ke dalam Erlenmeyer berisi aquades 200 ml dan
dihomogenkan.

e Sambil diaduk pada kondisi hangat diatas hotplate sampai tercampur
rata.

e Erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil dan diikat dengan
menggunakan karet kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu
121°C tekanan 1 atm selama 20 menit.

e Media yang akan digunakan dibiarkan sedikit dingin.

¢ Media dituang pada cawan petri di LAF ditunggu hingga dingin dan
disimpan pada lemari pendingin dengan diberi kertas label sebagai

penanda.
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2).

Media TSB (Tryptone Soya Broth)

Media TSB merupakan media cair yang digunakan untuk kultur bakteri A.

hydrophila. Adapun proses pembuaan media TSB adalah sebagai berikut :

3)

Media TSB ditimbang sebanyak 8 gr dengan menggunakan timbangan
digital.

TSB dilarutkan ke dalam Erlenmeyer berisi aguades 200 ml dan
dihomogenkan.

Kemudian diaduk menggunakan hotplate hingga larut sempurna dan
berwarna kuning.

Media dituang pada tabung reaksi dengan masing-masing 10 ml
kemudian tutup dengan kapas.

10 tabung reaksi diikat dan dibungkus dengan menggunakan kertas
bekas dan diikat dengan karet selanjutnya beri label sebagai penanda.
Media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C tekanan 1 atm
selama 20 menit.

Media ditunggu hingga dingin dan disimpan pada lemari pendingin.

Media MHA (Mueller Hinton Agar)

Media MHA digunakan sebagai media untuk uji antibakteri bakteri A.

hydrophila. Proses pembuatan media MHA adalah sebagai berikut :

Media MHA ditimbang sebanyak 38 gram dengan menggunakan
timbangan digital.

MHA dilarutkan ke dalam Erlenmeyer berisi aquades 1000 ml dan
dihomogenkan.

Sambil diaduk pada kondisi hangat diatas hotplate sampai tercampur

rata.
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4)

Erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil dan diikat dengan
menggunakan karet kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°
C tekanan 1 atm selama 20 menit.

Media yang akan digunakan dibiarkan dingin.

Media dituang pada cawan petri di LAF ditunggu hingga dingin dan
disimpan pada lemari pendingin dengan diberi kertas label sebagai
penanda.

Media MHB (Mueller Hinton Broth)

Media MHB adalah media cair yang digunakan untuk kultur bakteri.

Adapun proses pembuatan media MHB adalah sebagai berikut :

5)

Media MHB ditimbang sebanyak 10,5 gr dengan menggunakan
timbangan digital.

MHB dilarutkan ke dalam Erlenmeyer berisi aquades 500 ml dan
dihomogenkan.

Media dituang pada tabung reaksi dengan masing-masing 10 ml
kemudian tutup dengan kapas.

Ikat 10 tabung reaksi dan dibungkus dengan menggunakan kertas bekas
kemudian ikat dengan karet selanjutnya beri label sebagai penanda.
Media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C tekanan 1 atm
selama 20 menit.

Media ditunggu hingga dingin dan disimpan pada lemari pendingin.

Media PBS (Phospat Buffer Saline)

Media PBS adalah media cair yang digunakan untuk pengenceran pada

saat TPC dan pada saat uji MIC . Adapun proses pembuatan media PBS adalah

sebagai berikut :
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6)

NaH2PO4 4 gr, Na2HPO4 6,5 gr dan NaCl 8,4 gr ditimbang dengan
timbangan digital.

Bahan-bahan tersebut dilarutkan ke dalam Erlenmeyer berisi akuades
1000 ml dan dihomogenkan.

pH PBS diukur sebesar 7 dengan pH paper.

PBS dituang ke dalam tube sebanyak 9 ml.

PBS dimasukkan ke autoklaf dengan suhu 121°C tekanan 1 atm selama
20 menit.

Media PBS disimpan di lemari pendingin sampai siap digunakan.

Larutan DMSO 5%

Larutan DMSO 5% adalah larutan pengencer ekstrak kasar tanaman air.

Adapun proses pembuatan larutan DMSO 5% adalah sebagai berikut :

7)

Akuades steril dan DMSO murni disiapkan.

Pada erlenmeyer akuades steril sebanyak 950 ml ditambahkan DMSO
murni sebanyak 50 ml.

DMSO dihomogenkan dan ditutup alumunium foil.

DMSO disimpan pada lemari pendingin sampai siap digunakan.

Larutan Asam Asetat Glasial 33%

Larutan Asam Asetat Glasial merupakan larutan untuk mendegradasi sel

bakteri. Adapun proses pembuatan larutan Asam Asetat Glasial adalah sebagai

berikut :

Akuades steril dan Asam Asetat Glasial murni disiapkan.
Akuades steril sebanyak 67 ml ditambahkan dengan Asam Asetat Glasial
murni sebanyak 33 ml pada erlenmeyer.

Asam Asetat Glasial dihomogenkan dan tutup dengan alumunium foil.
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e Asam Asetat Glasial disimpan pada lemari pendingin sampai siap

digunakan.
3.5.4 Pembiakan Bakteri A. hydrophila

Bakteri A. hydrophila diperolah dari IRP2I (Instalasi Riset Pengendalian
Penyakit kan) Depok, Jawa Barat. Isolat murni yang kemudian diremajakan pada
media agar miring yaitu dengan menggunakan media TSA. Adapun prosedur
yang dilakukan dalam peremajaan bakteri A. hydrophila adalah sebagai berikut :

¢ Media agar miring yang masih steril disiapkan.

e Jarum ose dipanaskan sampai berwarna merah menyala, kemudian
dinginkan pada ujung agar TSA.

e Penutup kapas dibuka pada tabung reaksi berisi bakteri kemudian
panaskan ujung tabung terlebih dahulu diatas bunsen.

e Satu inokulan bakteri diambil dari hasil peremajaan sebelumnya,
kemudian digoreskan pada media agar yang masih steril di dekat bunsen
yang menyala.

e Setelah itu, media hasil goresan diinkubasi selama 24 jam dengan suhu
30° C untuk melihat pertumbuhan bakteri.

Untuk mendapatkan bakteri A. hydrophila dalam bentuk cair, maka bakteri
diremajakan kembali dari metode gores dengan menggunakan media cair yaitu
TSB. Adapun proses pembiakan adalah sebagai berikut :

¢ Media TSB yang sudah steril disiapkan.

¢ Jarum ose dipanaskan diatas bunsen sampai berwarna merah menyala,
setelah dingin jarum ose disentuhkan ke biakkan murni A. hydrophila

kemudian dicelupkan ke media TSB yang sudah dingin.
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3.5.5

Media TSB dibiarkan selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 30° C.
Setelah dibiarkan, media TSB akan keruh menandakan bakteri telah
tumbuh.

Kepadatan bakteri hasil kultur diketahui dengan menggunakan metode
TPC (Total Plate Count).

TPC (Total Plate Count)

Metode TPC dilakukan untuk menduga kepadatan awal suatu bakteri.

Adapun prosedur melakukan metode TPC adalah sebagai berikut :

3.6

3.6.1

Microplate steril disiapkan dan setiap lubang diisi dengan PBS 180 pL.
Isolat bakteri diambil dari media cair sebanyak 20 pL menggunakan
mikropipet.

Isolat bakteri dimasukkan pada microplate berisi PBS menggunakan
mikropipet dan dilakukan pengenceran berseri.

Bakteri diambil pada pengenceran 10° sebanyak 30 yL dan diteteskan
pada cawan petri secara duplo.

Isolat bakteri diratakan menggunakan L glass.

Menutup cawan petri dengan plastic wrap dan diinkubasi pada suhu 30°C
selama 24 jam.

Menghitung kepadatan bakteri dan diperoleh kepadatan bakteri dalam

CFU/ml.

Pelaksanaan Penelitian

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Kasar Tanaman Air

Ekstrak kasar tanaman air dalam bentuk pasta diencerkan dengan pelarut

DMSO 5%. Menurut Fadlila, et al., (2015), DMSO merupakan salah satu pelarut

yang dapat melarutkan hampir semua senyawa baik polar maupun nonpolar.

Selain itu, DMSO tidak memberikan daya hambat pertumbuhan bakteri sehingga
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tidak mengganggu hasil pengamatan pengujian aktivitas antibakteri. Adapun
pembuatan dosis ekstrak kasar adalah sebagai berikut :
o Ekstrak dan DMSO 5% disiapkan, lalu ditentukan konsentrasi yang
diinginkan dalam satuan mg/ml.
e Ekstrak ditimbang sebanyak 0.1 gram dan 0,2 gram dengan timbangan
digital.
e DMSO 5% dilarutkan sebanyak 1 ml pada mikrotube untuk larutan stok.
e Selanjutnya konsentrasi ekstrak yang lebih kecil dibuat dengan cara

pengenceran dari konsentrasi tertinggi dengan rumus :

V1x N1=V2xN2

Dimana :
V1= Volume larutan stok (ml)
N1 = Konsentrasi larutan stok (mg/ml)
V2= Volume larutan yang diinginkan (ml)
N2 = Konsentrasi larutan yang diinginkan (mg/ml)
3.6.2 Uji Antibakteri
Uji antibakteri dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian
konsentrasi ekstrak tanaman air tertentu yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri yang bersifat bakteriostatik (menghambat bakteri) dan bakterisidal
(membunuh bakteri). Adapun prosedur uji kertas cakram dengan metode Kirby-
Bauer adalah sebagai berikut :
¢ Blank disc berdiameter 6 mm dan antibiotic chloramphenicol disc sebagai
kontrol positif disiapkan.
e Ekstrak tanaman air yang telah dilarutkan dalam DMSO 5% disiapkan.

e Media MHA 10 ml pada cawan petri dan 10 ml pada tabung reaksi

disiapkan.
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Media MHA pada tabung reaksi dipanaskan dengan menggunakan Hot
Plate.

Inokulan bakteri yang sudah dilakukan pengenceran disiapkan.

Blank disc ditetesi dengan ekstrak tanaman air sebanyak 50 ul. Tunggu
sampai ekstrak terserap dengan sempurna.

Bakteri dituang dengan kepadatan 10° pada media MHA tabung
sebanyak 100 ul dan homogenkan. Kemudian tuang pada media MHA
cawan petri. Tunggu sampai menjadi agar.

Blank disc yang sudah ditetesi ekstrak diletakkan pada permukaan
lempeng agar yang telah diinokulasi bakteri. Untuk kontrol positif
menggunakan antibiotic disc yang mengandung chloramphenicol 30 ug
dan kontrol negatif menggunakan DMSO 5%.

Media agar diinkubasi ke dalam inkubator dengan suhu 30°C selama 24
jam.

Setelah diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam, kemudian hasil dibaca
dengan mengukur diameter zona hambat dengan menggunakan
penggaris.

Prosedur pengukuran yaitu dengan diukur jarak zona hambat dari kertas
cakram ke zona hambat terluar. Penentuan zona hambat dilakukan
dengan cara mengamati zona terang yang berada di zona terluar kertas
cakram yang mengandung ekstrak. Semakin besar zona hambat atau
zona terang maka semakin besar pula kemampuan ekstrak untuk
menghambat pertumbuhan bakteri.

Hasil daya hambat didapatkan dari hasil rata-rata 2 kali pengulangan.
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3.6.3 Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration)

Uji MIC dilakukan untuk mengetahui konsentrasi hambat minimum suatu

zat antimikroba yang terkandung dalam ekstrak kasar tanaman air sebagai

penghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila. Adapun prosedur melakukan uji

MIC adalah sebagai berikut :

Microplate well 96 steril disiapkan

Media MHB, ekstrak tanaman air yang telah dilarutkan dengan DMSO
5%, akuades steril, DMSO 5% dan chloramphenicol cair disiapkan.
Ekstrak dengan konsentrasi 200 mg/ml dimasukkan pada well pertama
sebanyak 100 ul dengan mikropipet.

50 pl diambil dari well pertama kemudian masukkan pada well kedua
yang telah berisi 50 ul akuades steril untuk pengenceran, begitu
seterusnya sampai pada well yang ke-12. Pada well terakhir dibuang 50
pl.

Media MHB dimasukkan sebanyak 35 pl pada setiap well perlakuan.
Suspensi bakteri dimasukkan sebanyak 15 pl dengan kepadatan 108
pada setiap well dan dihomogenkan.

Untuk kontrol positif yaitu 85 pl media MHB dan 15 pl suspensi bakteri,
kontrol media yaitu 100 pl media MHB, kontrol negatif yaitu DMSO 5% 50
ul dan 50 pl media MHB, dan kontrol antibiotik yaitu 50 pl antibiotik
chloramphenicol, 35 pl media MHB dan 15 pl suspensi bakteri.

Inkubasi pada suhu 30°% selama 24 jam, kemudian dibaca ODnya
dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600
nm.

Hasil MIC didapatkan dari membandingkan nilai OD perlakuan dengan

nilai OD kontrol antibiotik.
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3.6.4

Uji MBC (Minimum Bacterisidal Concentration)

Uji MBC dilakukan untuk mengetahui konsentrasi ekstrak yang dapat

membunuh bakteri. Uji MBC merupakan uji lanjutan dari uji MIC. Adapun

prosedur Uji MBC sebagai berikut :

3.6.5

Media agar pada cawan petri disiapkan.

Setelah inkubasi selama 24 jam setiap sumuran pada microplate 96 well
dicelupkan jarum ose.

Jarum ose digoreskan pada media agatr.

Inkubasi selama 24 jam pada suhu 30°c.

Nilai MBC diketahui apabila pada media agar tidak terdapat pertumbuhan
bakteri sama sekali.

Uji Biofilm

Uji biofilm dilakukan untuk mengetahui penghambatan bakteri A.

hydrophila dengan pemberian ekstrak kasar tanaman air. Adapun prosedur Uiji

Biofilm sebagai berikut :

a.

Metode microplate well 96

Microplate 96 well steril disiapkan.

Ekstrak tanaman air yang telah dilarutkan dengan DMSO 5% dilakukan
pengenceran sesuai dengan perlakuan konsentrasi menggunakan
pengencer akuades.

Sumuran pada microplate dimasukkan dengan media MHB sebanyak 35
pl.

Suspensi bakteri diencerkan satu kali pada 3 well agar kepadatan menjadi
10°.

Suspensi bakteri dimasukkan sebanyak 15 pl pada masing-masing

perlakuan pada sumuran.
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Masing-masing perlakuan ekstrak dengan berbagai konsentrasi yaitu 12
mg/ml, 9 mg/ml, 6 mg/ml, dan 3 mg/ml untuk L. adscendens dan 10
mg/ml, 7 mg/ml, 4 mg/ml, dan 1 mg/ml untuk E. prostrata dimasukkan
pada sumuran sebanyak 150 pl.

Kontrol positif berisi suspensi bakteri 15 pl, media MHB 35 ul dan
antibiotik 150 pl.

Kontrol negatif berisi suspensi bakteri 15 pl, media MHB 35 pul dan
akuades 150 pl.

Microplate kemudian ditutup dengan aluminium foil dan plastik wrap dan
inkubasi selama 24 jam dengan suhu 30°C.

Microplate kemudian dilakukan pewarnaan dengan cara dicuci dengan
akuades sebanyak 3 kali dan dikeringkan. Ditambahkan dengan etanol
sebanyak 200 pl dibiarkan selama 3 menit dan dibuang. Selanjutnya
ditambahkan dengan kristal violet sebanyak 200 ul dan didiamkan selama
20 menit lalu buang. Selanjutnya ditambahkan dengan asam asetat
glasial sebanyak 200 pl dan diamkan selama 15 menit.

Hasil dilakukan dengan membaca nilai  OD menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 630 nm. Kemudian
masukkan pada rumus perhitungan % inhibisi biofilm. Rumus perhitungan

% inhibisi biofilm menurut Khaleghi (2019) yaitu :

0D Kontrol-0D Sampel

% inhibition = oD Kontrol

X 100%

Metode Cover slip
Berikut prosedur metode cover slip dalam penelitian ini antara lain:

o Mikrotube 2 ml yang telah berisi cover slip steril disiapkan.
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e Sampel perlakuan diambil dengan mikropipet untuk diteteskan hingga
menyentuh ke dalam cover slip dan diinkubasi pada suhu 36°C selama 24
jam.

e Setelah diinkubasi kemudian membilas cover glass menggunakan PBS
sebanyak 3 kali dan dikeringkan.

e Cover slip dilakukan pewarnaan dengan larutan kristal violet, diamkan
selama 20 menit dan dikeringkan.

e Cover slip dibilas dengan larutan asam asetat 33%, diamkan 15 menit,
dikeringkan.

e Hasil pewarnaan kemudian diamati di dalam mikroskop sebanyak 5
bidang dan diolah ke software Image-J untuk mengetahui visualisasi 3D.
Pengambilan Data
Berikut prosedur metode pengambilan data menggunakan software
Image-J dalam penelitian ini antara lain:

¢ Software Image-J didownlod terlebih dahulu di

https://imagej.nih.gov/ij/download.html.

¢ Setelah pengunduhan maka akan muncul tampilan awal.

¢ Imagel (o] ® (=]

ile Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B o|cjo|A4 A [Ala]ol0)] Qlm|s]e]s] | |»

Dev

++
e
"Oval®, elliptical or brush selections (right click to switch)

Gambar yang akan dianalisis dipilah dengan cara memilih menu File, pilih

Open (Ctrl+O) dan pilih gambar yang akan dipilih pada folder yang dituju.
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Page Setup...
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e Gambar yang telah dipilih merupakan hasil pemotretan yang fullcolour
sehingga harus diubah dalam format grayscale dengan cara klik menu
Image, pilih Type, klik 8 bit maka gambar akan berubah dalam format

grayscale.
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i Bod |1 | A A A €= 0 | bt Asbocne Aabl -

nalyze Pugins Window Help
» N »
|
, 16bt
Show lfo cutet | 3202
Propertes, Cuisshiisp | 80 Color
./ RGB Calor

Stacks * RGB Stack
Hyperstacks » HSB Stack
Lab Stack

Crop CrteShifteX |
A > Duplicate CirisShitsD

% AT Scale. CirteE

e Gambar dengan format grayscale, kemudian diubah menjadi 3D. Langkah
yang dilakukan yaitu dengan pilih menu Plugins, kemudian pilih 3D dan

klik Interactive 3D Surface Plot.

39



G [
JOME  INSERT  DESIGN  PAGELAYOUT  REFIRENCES  MALINGS  REVEW VW  NTROPROZO sgnin
z o R S e Find -

. "
AaBbCCD| AsBbCCOr AaB ai AQB! asevcer sosbceoe aosbeenn | e
" 1 dading]  Hesdin e SubtieEm_ Emphaci

Image 8202 jpg alal=
B-bit 119
\ - P BN . Compile and Run
S -4 ‘" o Instal CrleShiteM
S T = e -
3 s [0 [ e 0 oo
<i\ S, . g ; Analyze »| Stack 3D Surface Piot
: ’ Examples *| Volume Viewer
? A v
e Fiters »
' N ~ Graphics
) - \ Input-Output
N o
“ o Scripts
& e Stacks
Y &) Tools

e Hasil visualisasi gambar 3D akan ditampilkan seperti berikut:

3.7 Parameter Uji

3.7.1 Parameter Utama

Parameter utama dalam penelitian ini adalah parameter uji yang berupa
hasil Uji Antibakteri, Uji MIC (Minimum Inhibition Consentration), Uji MBC
(Minimum Bacterisidal Concentration), Uji Biofilm serta % inhibisi biofilm bakteri
A. hydrophila.
3.7.2 Parameter Penunjang

Parameter penunjang pada penelitian ini yaitu TPC (Total Plate Count),
suhu inkubasi serta panjang gelombang pada spektrofotometer yaitu 600 nm

pada uji MIC dan 630 nm pada uji Biofilm.
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3.8 Analisis Data

Data yang didapatkan selanjutkan akan dilakukan analisis secara statistik
menggunakan analisis keragaman atau uji F (ANOVA) sesuai dengan rancangan
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap. Data yang dilakukan analisis
yaitu Uji Biofilm. Tujuan melakukan pengujian menggunakan analisis keragaman
untuk mengetahui pengaruh perlakuan terhadap respon dari parameter yang
diujikan. Perlakuan dikatakan memberikan pengaruh apabila nilai F hitung
melebihi nilai F tabel yang digunakan. Apabila perlakuan dinyatakan
berpengaruh maka akan dilanjutkan dengan menggunakan uji BNT (Beda Nyata
Terkecil) yang digunakan untuk menentukan perlakuan mana yang memberikan
hasil terbaik dengan selang kepercayaan 95%  serta dapat mengetahui

perbedaan perlakuan.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi Tanaman Air

Tanaman air yang digunakan telah diekstraksi di Fakultas Farmasi,
Universitas Indonesia didapatkan hasil rendemen. Berat simplisia adalah berat
kering dari tanaman air. Rendemen merupakan perbandingan jumlah ekstrak
yang dihasilkan dari ekstraksi tanaman dengan berat simplisia. Hasil rendemen
disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Rendemen

Berat Berat Rendemen
No Tanaman Ekstrak Simplisia (%)
(gr) (gr)
1 L. adscendens L. 2,84 54,12 5
H. Hara
2 E. prostrata (L) L 2,04 67,17 3
3 E. benthamii C. B. 2,62 23,36 11
Clarke

Tanaman air L. adscendens L. H. Hara didapatkan hasil rendemen
sebesar 5% dengan berat simplisia 54,12 gr dan berat ekstrak 2,84 gr, E.
prostrata (L) L sebesar 3% dengan berat simplisia 67,17 gr dan berat ekstrak
2,04 gr dan E. benthamii C. B. Clarke sebesar 11% dengan berat simplisia 23,36
gr dan berat ekstrak 2,62 gr. Tanaman air diekstraksi dengan pelarut etanol 70%.
Etanol merupakan pelarut yang lebih efisien dalam menarik komponen polar
hingga semi polar, sehingga semua senyawa yang terkandung dalam simplisia
dapat terambil. Pelarut etanol juga mempunyai beberapa kelebihan yakni relatif
tidak bersifat racun, tidak eksplosif bila bercampur dengan udara, tidak korosif,
absorbsinya baik, panas yang diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit dan

mudah didapatkan (Lestari, et al., 2015).



Gambar 8. Ektrak Kasar Tanaman Air

4.2 Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode
pengenceran. Uji difusi disk dilakukan dengan mengukur diameter zona bening
(clear zone) yang merupakan petunjuk adanya respon penghambatan
pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam ekstrak/sampel.
Antibakteri merupakan bahan yang digunakan untuk menghambat pertumbuhan
bakteri. Aktivitas antibakteri dibagi menjadi 2 macam yaitu aktivitas bakteriostatik
(menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunuh patogen) dan aktivitas
bakterisidal (dapat membunuh patogen dalam kisaran luas) (Minarti, et al., 2015).
Syarat jumlah bakteri untuk uji antibakteri/sensitivitas yaitu 10° -108 CFU/mL
(Kusmayati dan Agustini, 2007).

Hasil zona hambat yang dihasilkan oleh tanaman air berupa zona bening.
Efektivitas antibakteri ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening di sekitar
cakram. Larutan ekstrak kasar tanaman air digunakan untuk pengujian aktivitas
antibakteri dengan menggunakan metode difusi cakram Kirby-Bauer, yaitu
penguijian antimikroba dengan mengukur diameter daerah hambatan yang terjadi
di sekitar kertas cakram yang sudah mengandung bahan antimikroba sesuai
dengan konsentrasi perlakuan (Roihanah, et al., 2013).

Konsentrasi dari 3 ekstrak kasar tanaman air adalah 100 mg/ml dan 200

mg/ml yang dilakukan 2 kali ulangan serta adanya kontrol negatif DMSO 5% dan
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kontrol positif chloramphenicol 30 pg. Digunakannya konsentrasi tersebut
berdasarkan hasil uji penelitian terdahulu dimana telah dapat menghambat
bakteri. Kontrol positif Kloramfenikol adalah antibiotik spektrum luas yang efektif
terhadap beberapa jenis bakteri dan kuman anaerob (Dian, et al., 2015).
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka diperoleh hasil
pengukuran zona hambat dengan diameter yang berbeda. Diameter zona
hambat setiap perlakuan disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Pengukuran Zona Hambat

Tanaman Perlakuan Ulangan Total Rata-rata
(mg/ml) 1 2 (mm) (mm)
L. 100 5 4,7 9,7 4,85
adscendens 200 6,3 6 12,3 6,15
E. prostrata 100 3 3,3 6,3 3,15
200 4,3 4,8 91 4,55

E. 100 2,3 2,3 4,6 2,3

benthamii 200 3 3,5 6,5 3,25

Rata-rata diameter zona hambat yang dihasilkan pada L. adscendens
dengan konsentrasi 100 mg/ml sebesar 4,85 mm dan dengan konsentrasi 200
mg/ml sebesar 6,15 mm. Pada E. prostrata dengan konsentrasi 100 mg/ml
sebesar 3,15 dan dengan konsentrasi 200 mg/ml sebesr 4,55 mm. Pada E.
benthamii dengan konsentrasi 100 mg/ml sebesar 2,3 mm dan dengan
konsentrasi 200 mg/ml sebesar 3,25 mm . Perlakuan kontrol DMSO 5% tidak
terbentuk zona bening, sedangkan perlakuan kontrol positif zona hambat yang
dihasilkan rerata sebesar 27 mm. Hasil yang didapatkan dari pengamatan zona
hambat dapat diklasifikasikan berdasarkan kekuatan ekstrak dalam menghambat
bakteri. Menurut Sambuaga, et al., (2018), menyatakan bahwa klasifikasi baku
respon hambat pertumbuhan bakteri ada lima, yang disajikan pada Tabel 6.

Tabel 6. Klasifikasi baku respon hambat pertumbuhan bakteri

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan
Bakteri
0 Tidak ada
<5mm Lemah

44



5-10mm Sedang
11 -20 mm Kuat
21 -30 mm Sangat Kuat

Berdasarkan klasifikasi di atas, hasil penelitian mengenai zona hambat
yang terbentuk pada L. adscendens dengan konsentrasi 100 mg/ml termasuk
dalam respon hambatan kategori lemah dan konsentrasi 200 mg/ml termasuk
dalam respon hambatan kategori sedang. Pada E. prostrata dengan konsentrasi
100 mg/ml termasuk dalam kategori lemah dan konsentrasi 200 mg/ml termasuk
dalam kategori lemah. Pada E. benthamii dengan konsentrasi 100 mg/mi
termasuk dalam kategori lemah dan konsentrasi 200 mg/ml termasuk dalam
kategori lemah.

Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin banyak kandungan
bahan aktif antibakterinya. Penambahan konsentrasi senyawa antibakteri diduga
dapat meningkatkan penetrasi senyawa antibakteri ke bagian dalam sel mikroba
yang akan merusak sistem metabolisme sel dan dapat mengakibatkan kematian
sel. Pertumbuhan bakteri sebagian besar akan semakin menurun seiring dengan
meningkatnya konsentrasi antibakteri yang ditambahkan. Semakin tinggi
konsentrasi ekstrak maka jumlah senyawa antibakteri yang dilepaskan semakin
besar, sehingga mempermudah penetrasi senyawa tersebut ke dalam sel
(Lingga, et al., 2015). Ekstrak tanaman air yang didapat masih dalam bentuk
ekstrak kasar sehingga perlu dilakukan pemurnian. Hasil zona hambat yang
terbentuk setelah inkubasi 24 jam dari 2 perlakuan diantaranya pemberian
konsentrasi 100 mg/ml dan 200 mg/ml beserta kontrol positif dan kontrol negatif

disajikan pada Gambar 8.
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Gambar 9. Zona Hambat (A) L. adscendens ; (B) E. prostrata (C) E. benthamii

Berdasarkan Tabel 5 dan Gambar 8 menunjukkan bahwa ekstrak kasar
tanaman air kode dapat menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila.
Aktivitas antibakteri yang lebih besar ditunjukkan oleh ekstrak kasar tanaman air
L. adscendens dan E. prostrata dari pada E. benthamii. Sehingga L. adscendens
dan E. prostrata akan dilakukan uji lanjut. Sinergisme dari komponen fitokimia
dalam ekstrak etanol diduga lebih mudah berdifusi dan mampu menghambat
pertumbuhan bakteri, karena memiliki polaritas yang optimum. Suatu senyawa
yang mempunyai polaritas yang optimum akan mempunyai aktivitas antimikroba
maksimum (Lingga, et al., 2016).

Senyawa antibakteri bekerja dengan cara berinteraksi dengan dinding sel

bakteri sehingga mengakibatkan permeabilitas pada sel bakteri dan juga
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berdifusi ke dalam sel sehingga mengakibatkan pertumbuhan bakteri terhambat
(bakteriostatik) atau mati (bakteriosidal). Selain itu, senyawa antibakteri juga
dapat menembus membran dan berinteraksi dengan material genetik sehingga
bakteri mengalami mutasi (Roihanah, et al., 2015).

4.2 Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration)

Uji MIC dilakukan apabila pada uji Kirby-bauer menunjukkan aktivitas
antibakteri. Penentuan uji MIC atau KHM (Kadar Hambat Minimum) dilakukan
untuk mengetahui konsentrasi terkecil ekstrak yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri (Warnida, et al., 2018).

Prosedur MIC yang dilakukan mempergunakan metode mikro dilusi yang
kemudian diukur menggunakan Spektrofotometer. Microplate steril yang terdiri
atas 12 kolom dan 8 baris wells dipersiapkan. Metode ini dapat memberikan hasil
30 kali lebih sensitif dibandingkan dengan metode difusi. Selain itu metode
mikrodilusi dapat digunakan untuk analisis semikuantitatif hingga kuantitatif
sehingga dapat menentukan MIC, tidak mahal, dan sampel yang digunakan
relatif sedikit dibandingkan dengan metode makrodilusi (Aristyawan, et al., 2017).

Hasil uji MIC yang diperoleh menunjukkan adanya perbedaan nilai Optical
Density menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nnm.
Panjang gelombang yang dipakai untuk mengukur Optical Density dari jumlah
mikroba yaitu 600 nm. Pada dasarnya 600 nm digunakan karena sel-sel
menyerap pada panjang gelombang ini. Setelah diukur serapannya kemudian
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 30°C selama 24 jam, hal ini berguna
untuk memaksimalkan pertumbuhan bakteri dengan cara menyamakan dengan
habitat aslinya (Astutiningsih, et al., 2014).

Nilai Optical Density pada penelitian ini diukur saat media telah diberikan
perlakuan konsentrasi ekstrak kasar tanaman air dan suspensi bakteri. Nilai
Optical Density dihitung sesudah inkubasi 24 jam pada suhu 30°C. Hasil uji MIC
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ekstrak kasar tanaman air terhadap pertumbuhan bakteri A. hydrophila disajikan

pada Gambar 9.

L. adscendens
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ekstrak
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Gambar 10. Hasil Uji MIC
Keterangan :

Hasil uji MIC dari dosis tertinggi dari well nomor 1C sampai dosis
terendah pada well nomo 12C dengan 3 kali ulangan pada well C, D dan E.
Kemudian pada well 1B sampai 3B sebagai kontrol media, well 4B sampai 6B
sebagai kontrol positif, well 7B sampai 9B sebagai kontrol negatif, dan well 10B
sampai 12B sebagai kontrol antibiotik.

Hasil Uji MIC juga dapat dilihat dengan pengukuran nilai absorbansi
menggunakan spektrofotometer dan didapatkan hasil yang berbeda pada setiap
perlakuan yang ditunjukkan pada Tabel 7.

Tabel 7. Hasil Uji MIC Ekstrak Kasar Tanaman Air

L. adscendens E. prostrata
Konsentrasi  Optical Konsentrasi Optical
(mg/ml) Density (mg/ml) Density
200 3,587 100 -
100 2,050 50 3,513
50 1,085 25 2,526
25 0,678 12,5 2,242
12,5 0,479 6,25 0,916
6,25 0,261 3,125 0,528
3,125 0,663 1,562 0,392
1,562 0,640 0,781 0,634
0,781 0,554 0,390 1,115
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0,390 0,691 0,195 1,379

0,195 0,885 0,097 1,100
0,097 1,071 0,048 1,009
K+ 0,985 K+ 1,121
K- 0,050 K- 0,133
KM 0,053 KM 0,057
KA 0,301 KA 0,365
Keterangan ;
K+ : kontrol positif menggunakan media MHB dan suspensi bakteri A.
hydrophila
K- : kontrol negatif menggunakan media MHB dan DMSO 5%
KM : kontrol media menggunakan 100% media MHB
KA : kontrol antibiotik menggunakan antibiotik chloramphenicol dengan

konsentrasii 30 ug

Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration) dilakukan dengan berbagai
macam konsentrasi menggunakan ekstrak kasar tanaman air L. adscendens dan
E. prostrata yang dilarutkan menggunakan akuades steril yang bertujuan untuk
mengetahui konsentrasi terkecil dalam menghambat bakteri A. hydrophila. Pada
penelitian ini dilakukan dengan menggunakan konsentrasi berbeda-beda
sehingga didapatkan hasil yang berbeda pada setiap konsentrasinya.

Data MIC yang diperoleh dalam penelitian ini dengan kode tanaman air L.
adscendens yaitu konsentrasi 6,25 mg/ml dengan nilai OD sebesar 0,261 dapat
menghambat bakteri A. hydrophila karena nilai OD mendekati kontrol antibiotik
sebesar 0,301. Pada tanaman air E. prostrata yaitu konsentrasi 1,562 mg/ml
dengan nilai OD sebesar 0,392 dapat menghambat bakteri A. hydrophila karena
nilai OD mendekati kontrol antibiotik sebesar 0,365. Maka dari konsentrasi
tersebut dilakukan uji lanjutan yaitu Uji Biofilm untuk melihat kerusakan biofilm A.
hydrophila karena ada senyawa antibakteri dari ekstrak tanaman air yang diuji
dengan konsentrasi yang rangenya lebih kecil yaitu 12 mg/ml, 9 mg/ml, 6 mg/ml
dan 3 mg/ml pada L. adscendens dan 10 mg/ml, 7 mg/ml, 4 mg/ml dan 1 mg/mi
pada E. prostrata karena dimungkinkan dengan konsentrasi yang rangenya lebih
kecil tersebut dapat merusak biofilm bakteri A. hydrophila sehingga didapatkan
konsentrasi minimum yang dapat merusak biofilm bakteri A. hydrophila.
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Semakin tinggi konsentrasi ekstrak semakin tinggi nilai OD. Jika
konsentrasi rendah maka nilai OD juga rendah. Hal ini menunjukkan bahwa nilai
OD berbanding lurus dengan masing-masing konsentrasi ekstrak. Jika selisih
nilai OD antara konsentrasi ekstrak yang telah diinokulasi bakteri mendekati
kontrol positif maka, konsentrasi ekstrak dianggap mampu menghambat
pertumbuhan A. hydrophila (Assidqi, et al., 2012).

4.3 Uji MBC (Minimum Bactericidal Concentration)

MBC atau kadar Bunuh Minimum (KBM) didefinisikan sebagai konsentrasi
terendah yang mampu membunuh seluruh pertumbuhan bakteri dan ditetapkan
pada konsentrasi yang memberikan zona jernih tanpa pertumbuhan mikroba
pada media Agar dengan pengamatan secara visual (Efendi dan Hertiani, 2013).

Penentuan nilai MBC dilakukan dengan metode dilusi padat dilanjutkan
dengan uji penegasan. Uji penegasan dilakukan dengan menggoreskan pada
permukaan media kemudian dilakukan streak plate pada media secara zig-zag
dan diinkubasi selama 24 jam. Bila masih terdapat pertumbuhan bakteri di sekitar
goresan streak plate maka menunjukkan MIC, sedangkan bila tidak terdapat
pertumbuhan bakteri di sekitar goresan streak plate maka menunjukkan MBC
(Warnida, et al., 2018).

Pada penelitian ini nilai MBC dengan kepadatan bakteri A. hydrophila 10°
CFU/ml pada L. adscendens yaitu pada pengenceran ke-5 dengan konsentrasi
12,5 mg/ml, sedangkan pada E. prostrata yaitu pada pengenceran ke-6 dengan
konsnetrasi 3,125 mg/ml. Hasil uji MBC ekstrak kasar tanaman air terhadap

pertumbuhan bakteri A. hydrophila disajikan pada Gambar 10.
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Gambar 11. Hasil Uji MBC (A) L. adscendens; (B) E. prostrata

Keterangan

Hasil MBC dengan konsentrasi tertinggi ke konsentrasi terendah dari
nomor 1 sampai nomor 12 serta kontrol positif, kontrol negatif, kontrol media dan
kontrol antibiotik.

Pada ekstrak tanaman air L. adscendens konsentrasi 200 mg/ml sampai
konsentrasi 12,5 mg/ml tidak terdapat pertumbuhan bakteri Gambar A(1-5). Pada
konsentrasi 6,25 mg/ml sampai 0.09765 mg/ml terlihat adanya pertumbuhan
bakteri Gambar A(6-12). Sedangkan pada kode ekstrak tanaman air E. prostrata
konsentrasi 100 mg/ml sampai konsentrasi 3,125 mg/ml tidak terdapat
pertumbuhan bakteri Gambar B(1-6). Pada konsentrasi 1,56 mg/ml sampai 0,048
mg/ml terlihat adanya pertumbuhan bakteri Gambar B(7-12). Berdasarkan hasil
penelitian dengan memperlihatkan pertumbuhan bakteri, dapat diketahui bahwa
L. adscendens konsentrasi ekstrak yang dapat menghambat bakteri yaitu 6,25
mg/ml, sedangkan konsentrasi yang dapat membunuh bakteri yaitu 12,5 mg/ml.
Sedangkan E. prostrata konsentrasi ekstrak yang dapat menghambat bakteri
yaitu 1,56 mg/ml dan konsentrasi yang dapat membunuh bakteri yaitu 3,125
mg/ml.
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Semakin tinggi konsentrasi antibakteri yang digunakan maka akan
semakin cepat bakteri mengalami kematian. Tetapi, penggunaan konsentrasi
yang tinggi dalam pengobatan juga tidak dianjurkan karena disamping
menimbulkan resistensi, penggunaan konsentrasi yang tinggi dapat bersifat
toksik pada hospes (ikan) serta kurang ekonomis dalam pemakaiannya
(Kusdarwati, et al. 2010).

4.4 Uji Biofilm

Uji aktivitas antibiofilm dapat dilakukan dengan uji penghambatan dan
degradasi biofilm. Metode pengujian yang digunakan adalah metode microtiter
assay dengan pewarnaan kristal violet. Uji degradasi biofilm dilakukan dengan
pembentukan biofilm pada microplate terlebih dahulu. Pengamatan aktivitas
antibiofilm didasarkan pada besarnya penghambatan dan degradasi yang dinilai
dari besarnya nilai OD (Optical Density) (Ulyah, et al., 2015).
a. L. adscendens L. H. Hara

Nilai Optical Density biofilm ekstrak kasar tanaman air L. adscendens
tehadap A. hydrophila dengan konsentrasi berbeda didapatkan nilai Optical
Density menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 630 nm
disajikan pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil Optical Density ekstrak tanaman L. adscendens pada A.hydrophila

nggmgn 1 UIar;gan 3 Total Rerata SD
A=3 0,300 0,275 0,335 0,910 0,304  + 0,030
B=6 0,287 0,285 0,261 0,833 0,277 +0,014
Cc=9 0,219 0,269 0,294 0,782 0,260 + 0,038
D=12 0,115 0,116 0,149 0,380 0,126 4+ 0,019

Total 2,905

Kemudian untuk mengetahui pengaruh perlakuan ekstrak tanaman air
terhadap A. hydrophila terhadap penghambatan biofilm, maka dilakukan analisis

sumber keragaman. Berikut adalah tabel analisa sumber keragaman yang
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disajikan pada Tabel 9 dan hasil perhitungan analisa sumber keragaman
disajikan pada Lampiran 6.

Tabel 9. Analisa Sumber Keragaman

Sumber Db JK KT F. Hit F5%  F1%
Keragaman
Perlakuan 3 0,056 0,019 19,00** 4,07 7,59
Acak 8 0,006 0,001
Total 11 0,062 0,006
Keterangan :**) : berbeda sangat nyata

Hasil analisa sumber keragaman diatas menunjukkan bahwa nilai F
Hitung sebesar 24,889 dimana lebih besar dibandingkan dengan nilai F tabel 5%
dan nilai F tabel 1%. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kasar
tanaman L. adscendens berpengaruh sangat nyata terhadap A. hydrophila.
Untuk mengetahui perbedaan dari masing-masing perlakuan, maka dilanjutkan
dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) yang disajikan pada Tabel 10.

Tabel 10. Hasil Uji Beda Nyata Terkecil

D C B A .
Rerata Perlakuan 0,126 0.260 0.277 0.304 Notasi
D=0,126 - = - - a
C =0,260 0,134** - - - b
B =0,277 0,151* 0,017 - - b
A =0,304 0,178** 0,044" 0,027" - b

Keterangan : ns): tidak berbeda nyata

**) : berbeda sangat nyata
Pada Tabel 10 uji BNT dapat diketahui bahwa pemberian ekstrak kasar
tanaman air L. adscendens berpengaruh terhadap bakteri A. hydrophila. Pada
tabel diatas menunjukkan bahwa perlakuan C berbeda sangat nyata dengan
perlakuan D. Perlakuan B berbeda sangat nyata dengan perlakuan D, tetapi
perlakuan B tidak berbeda sangat nyata dengan perlakuan C. Perlakuan A
berbeda sangat nyata dengan perlakuan D, tetapi perlakuan A tidak berbeda

sangat nyata dengan perlakuan B dan C. Kemudian berdasarkan hasil penelitian
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didapatkan grafik regresi uji biofilm dengan berbagai perlakuan yang disajikan

pada Gambar 12.
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Gambar 12. Hubungan antara konsentrasi dan Optical Density

Berdasarkan Gambar 12 dapat dilihat hubungan antara pemberian

konsentrasi berbeda ekstrak kasar tanaman air L. adscendens terhadap

penghambatan biofilm menunjukkan pola linier dengan persamaan y = 0,3802 -

0,0184x dan koefisien R?= 0,384.

b. E. Prostrata (L) L

Nilai Optical Density biofilm ekstrak kasar tanaman air E. prostrata

tehadap A. hydrophila dengan konsentrasi berbeda didapatkan nilai Optical

Density menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 630 nm

disajikan pada Tabel 11.

Tabel 11. Nilai Optical Density ekstrak tanaman E. prostrata pada A. hydrophila

P(enr1lglkr:11|a)m 1 UIanzgan 3 Total Rerata SD
A=1 0,342 0,359 0,357 1,058 0,352 40,009
B=4 0,315 0,305 0,321 0,941 0,313 40,008
cC=7 0,293 0,288 0,265 0,846 0,282 40,014
D=10 0,238 0,243 0,248 0,729 0,243 40,005
Total 3,574

Kemudian untuk mengetahui pengaruh perlakuan ekstrak tanaman air

terhadap A. hydrophila terhadap penghambatan biofilm, maka dilakukan analisis
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sumber keragaman. Berikut adalah tabel analisa sumber keragaman yang
disajikan pada Tabel 12 dan hasil perhitungan analisa sumber keragaman
disajikan pada Lampiran 5.

Tabel 12. Analisa Sumber Keragaman

K;‘;r;:ri;n Db JK KT F.Hit  F5%  F1%
Perlakuan 3 00195 0,0065 65000 4,07 7,59
Acak 8  0,0008 0,0001
Total 11 0,0203 0,0018

Keterangan :**) : berbeda sangat nyata

Hasil analisa sumber keragaman diatas menunjukkan bahwa nila F
Hitung sebesar 65,000 dimana lebih besar dibandingkan dengan nilai F tabel 5%
dan nilai F tabel 1%. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kasar
tanaman E. prostrata berpengaruh sangat nyata terhadap A. hydrophila. Untuk
mengetahui perbedaan dari masing-masing perlakuan, maka dilanjutkan dengan
Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) yang disajikan pada Tabel 13.

Tabel 13. Hasil Uji Beda Nyata Terkecll

\prata D o B A Notasi
peRgkuan 0243 0282 0313 0,352
D=0243 ] i ] ] a
C=0282  0039% - ; i ab
B=0313  0274* 0031 - / b
A=0352  0109% 0070 0039 - b

Keterangan : ns): tidak berbeda nyata

**) . berbeda sangat nyata
Pada Tabel 13 uji BNT dapat diketahui bahwa pemberian ekstrak kasar
tanaman air E. prostrata berpengaruh terhadap bakteri A. hydrophila. Pada tabel
diatas menunjukkan bahwa perlakuan C tidak berbeda sangat nyata dengan
perlakuan D. Perlakuan B berbeda sangat nyata dengan perlakuan D, tetapi
perlakuan B tidak berbeda sangat nyata dengan perlakuan C. Perlakuan A
berbeda sangat nyata dengan perlakuan D, tetapi perlakuan A tidak berbeda

sangat nyata dengan perlakuan B. Kemudian berdasarkan hasil penelitian
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didapatkan grafik regresi uji biofilm dengan berbagai perlakuan yang disajikan

pada Gambar 13.
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Gambar 13. Hubungan antara konsentrasi dan Optical Density

Berdasarkan Gambar 13 dapat dilihat hubungan antara pemberian
konsentrasi berbeda ekstrak kasar tanaman air E. prostrata terhadap
penghambatan biofilm menunjukkan pola linier dengan persamaan y = 0,364 -
0,012x dan koefisien R? = 0,9606. Pengujian koefisien determinasi (R?) bertujuan
untuk mengetahui seberapa besar kemampuan variabel bebas menjelaskan
variabel terikat (Suwati, 2013).

Biofilm terbentuk dari koloni bakteri, proses pembentukan dan maturasi
biofilm masih belum diketahui, tidak ada mekanisme pengaturan ukuran koloni
bakteri dan spesies. Biofilm biasanya terbentuk diatas permukaan yang
tergenang dalam suatu cairan dan biasanya tahan terhadap antibiotik,
desinfektan dan cairan pembersih. Biofilm sedikit peka terhadap bahan
antimikrobia, pada saat komunitas mikroba tidak dapat meningkatkan
kemampuan patogenitas (sinergis patogenitas) (Fatmawati, 2011).

4.5 Persentase Inhibisi
Konsentrasi ekstrak kasar tanaman air L. adscendens pada Uji Biofilm

adalah 3 mg/ml (P1), 6 mg/ml (P2), 9 mg/ml (P3) dan 12 mg/ml (P4). E. prostrata
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adalah 1 mg/ml (P1), 4 mg/ml (P2), 7 mg/ml (P3), dan 10 mg/ml (P4). Masing-
masing perlakuan konsentrasi dilakukan 3 kali pengulangan. Untuk kontrol positif
yaitu dengan menggunakan antibiotik cloramphenicol dan kontrol negatif dengan
menggunakan akuades. Hasil nilai Optical Density diukur menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 630 nm. Nilai % Inhibisi didapatkan
dari nilai OD Kontrol negatif dikurangi dengan OD masing-masing perlakuan.

Nilai Optical Density disajikan pada Tabel 14.

Tabel 14. Nilai Optical Density ekstrak kasar tanaman air terhadap A. hydrophila

Tanaman Ulangan Parakuan
K- K+ P1 P2 P3 P4
1 0,376 0,064 0,300 0,287 0,219 0,115
L 2 0,353 0,062 0,275 0,285 0,269 0,116
adsceﬁdens 3 0,343 0,062 0,335 0,261 0,294 0,149
Total 1,072 0,188 0,910 0,833 0,782 0,380
Rerata 0,357 0,062 0,304 0,277 0,260 0,126
1 0,387 0,085 0,342 0,315 0,293 0,238
2 0,385 0,072 0,359 0,305 0,288 0,243
E. prostrata 3 0,381 0,097 0,357 0,321 0,265 0,248

Total 1.153 0,253 1,058 0,941 0,846 0,729
Rerata 0,384 0,084 0,352 0,313 0,282 0,243

Dari tabel diatas dapat diketahui semakin tinggi konsentrasi ekstrak kasar
tanaman air maka nilai OD yang dihasilkan semakin rendah dan % inhibisi
semakin tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa nilai OD berbanding terbalik dengan
% inhibisi. Hasil data yang diperoleh nilai OD dari Tabel 14 yang digunakan
untuk mengetahui persentase inhibisi biofilm pada setiap perlakuan. Data OD
digunakan dalam perhitungan % inhibisi dengan rumus = (OD kontrol negatif —
OD sampel/ OD kontrol negatif) x 100%. Persentase inhibisi ekstak kasar
tanaman air terhadap A. hydrophila disajikan pada Tabel 15.

Tabel 15. Persentase Inhibisi Ekstrak Kasar Tanaman Air pada A. hydrophila (%)

Tanaman Ulangan Perlakuan
K- K+ P1 P2 P3 P4
1 0 82 20 23 41 69
L. 2 0 82 22 19 22 67
adscendens 3 0 81 2 23 14 56
Total 0 245 44 65 77 192
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Rerata 0 81 14 21 25 64

1 0 78 11 18 24 38

2 0 81 6 20 25 36

E. prostrata 3 0 74 6 15 30 34
Total 0 233 23 33 79 108

Rerata 0 77 7 17 26 36

Hasil persentase inhibisi biofilm A. hydrophila menunjukkan bahwa
semakin besar konsentrasi ekstrak maka semakin besar pula kerusakan biofilm,
sehingga nilai konsentrasi dan % inhibisi berbanding lurus. Pada perlakuan
kontrol negatif tidak terjadi aktivitas kerusakan biofilm. Hal ini menunjukkan
bahwa biofilm tidak mengalami kerusakan.

Tanaman air L. adscendens nilai % inhibisi terbesar yaitu pada
konsentrasi 12 mg/ml sebesar 64% dan terendah pada konsentrasi 3 mg/ml yaitu
sebesar 14 %. Tanaman air E. prostrata nilai % inhibisi terbesar yaitu pada
konsentrasi 10 mg/ml sebesar 36% dan terendah pada konsentrai 1 mg/ml yaitu
sebesar 7 %. Sehingga tanaman air E. prostrata lebih efektif daripada L.
adscendens karena dengan konsentrasi 10 mg/ml sudah dapat membentuk
biofilm sebesar 36%.

Semakin besar konsentrasi ekstrak maka semakin kecil rerata OD biofilm.
Hal ini diperkirakan karena, semakin besar konsentrasi yang digunakan, maka
kandungan senyawa antibakteri yang terdapat dalam ekstrak tersebut semakin
besar. Saponin, alkaloid, terpenoid, dan tannin memiliki kemampuan dalam
mengganggu integritas membran sel bakteri sehingga dapat menyebabkan
lisisnya sel bakteri. Dengan lisisnya sel bakteri tersebut, diharapkan tidak terjadi
pembentukan biofilm. Senyawa tannin memiliki kemampuan secara langsung
dalam menghambat pembentukan biofilm dengan cara menghambat produksi
enzim, mengganggu reaksi enzimatis dan menurunkan ion kalsium yang
berperan dalam proses koagulasi plasma. Dimana proses koagulasi plasma ini

dibutuhkan oleh bakteri untuk membentuk biofilm. Dengan adanya tannin, proses
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koagulasi plasma akan terhambat sehingga diharapkan tidak terjadi

pembentukan biofilm (Rachmawati, et al., 2015).
4.6 Uji Visualisasi 3 Dimensi (3D)

Visualisasi 3 dimensi (3D) dilakukan setelah mengetahui nilai inhibisi. Hal
ini dilakukan untuk mengetahui bentukan biofilm yang dihasilkan. Penampilan
visual 3D dengan menggunkan soffware Image-J. Pada tanaman air L.
adscendens menggunakan konsentrasi A (3mg/ml), B (6mg/ml), C (9mg/ml), dan
D (12mg/ml). Pada tanaman air E. prostrata menggunakan kosentrasi A
(Img/ml), B (4mg/ml), C (7mg/ml), dan D (10mg/ml). Hasil dari visualisasi 3D
disajikan pada Tabel 16.

Tabel 16. Visualisasi 3 Dimensi
Perlakuan L. adscendens L. H. Hara E. prostrata (L). L

Al

A2

A3
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Bl

B2

B3

C1

C2

C3
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D1

D2

D3

K-1

K-2
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K-3

K+1

K+2

K+3

Berdasarkan Tabel 16 menunjukkan hasil visualisai 3D biofilm bakteri A.
hydrophila menggunkan software Imagej. Berdasarkan Tabel 16 dapat diketahui
bahwa semakin sedikit bukit yang terbentuk pada gambar maka menunjukkan
semakin besar kerusakan biofilm yang dihasilkan. Namun apabila semakin
banyak bukit yang terbentuk maka menunjukkan semakin kecil kerusakan biofilm
yang dihasilkan. Bukit berwarna hijau menunjukkan besarnya tutupan biofilm
pada suatu substrat. Dari gambar visualisasi 3D diketahui bahwa tutupan biofilm

terluas secara berurutan pada tanaman air L. adscendens yaitu pada perlakuan
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kontrol negatif (tanpa perlakuan ekstrak), perlakuan A (3mg/ml), perlakuan B
(6mg/ml), perlakuan C (9mg/ml), perlakuan D (12mg/ml), dan perlakuan kontrol
(dengan pemberian antibiotik). Pada tanaman air E. prostrata tutupan biofilm
terluas secara berurutan yaitu pada perlakuan kontrol negatif (tanpa perlakuan
ekstrak), perlakuan A (Img/ml), perlakuan B (4mg/ml), perlakuan C (7mg/ml)),
perlakuan D (10mg/ml), dan kontrol positif (dengan pemberian antibiotik).
Menurut Prihanto, et al.,, (2015), metode penghitungan dan penyajian
biofilm dalam bentuk tiga dimensi (3D) menggunakan Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM), Scanning Electron Microscopy (SEM) dan Transmission
Electron Microscopy (TEM) yang dilanjutkan dengan menganalisisnya dengan
software berbayar adalah cara yang umum untuk pengujian biofilm. Metode
tersebut menghasilkan visualisasi yang baik tetapi metode-metode tersebut
tergolong mahal, membutuhkan proses preparasi sampel yang lama serta
mempunyai kelemahan pada penetrasi sampel yang disebabkan karena sampel
dalam kondisi kering sehingga dikhawatirkan dapat mengacaukan hasil analisis
sebagai akibat dari penyusutan biofilm. Image-J, adalah software pemrosesan
gambar yang dapat diunduh secara gratis dari "National Institute of Health”, USA.
Software ini dapat digunakan untuk menganalisis berbagai gambar yang
berhubungan dengan gambar analisis di bidang biologi molekuler seperti western

blotting dan PCR band.
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5.1

5. PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai Uji Antibakteri dan Biofilm Ekstrak

Kasar L. adscendens L. H. Hara, E. prostrata (L). L, dan E. benthamii C. B.

Clarke terhadap Bakteri A. hydrophila dapat disimpulkan sebagai berikut :

5.2

Pemberian ekstrak kasar tanaman berpengaruh terhadap daya hambat
bakteri A. hydrophila. Uji Antibakteri hasil terbaik yaitu pada ekstrak
tanaman L. adscendnes L. H. Hara yaitu sebesar 4,85 mm pada
konsentrasi 100 mg/ml dan 6,15 mm pada konsentrasi 200 mg/ml. Pada
uji MIC hasil yang diperoleh yaitu tanaman L. adscendens L. H. Hara
pada kosentrasi 6,25 mg/ml dan tanaman E. prostrata pada konsentrasi
1,562 mg/ml.

Pada pembentukan biofilm diketahui perlakuan terbaik yaitu tanaman L.
adscendens L. H. Hara pada kosentrasi 12 mg/ml dengan persentase
inhibisi sebesar 64 %. Sedangkan tanaman E. prostrata pada kosentrasi
10 mg/ml dengan persentase inhibisi sebesar 36 %. Sehingga E.
prostrata lebih efektif daripada L. adscendens karena dengan konsentrasi
10 mg/ml dapat menghambat biofilm sebesar 36%.

Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian ini yaitu dengan adanya

penelitian lanjutan yaitu uji fitokimia untuk mengetahui kandungan senyawa

bioktif pada tanaman dan uji potensi tanaman air tersebut terhadap pengaruh

lebih lanjut ke hewan uiji.
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Rendemen Ekstrak Kasar Tanaman Air

- Perhitungan Persentase Rendemen

Berat Ekstrak(gr)

Persentase Rendemen L. adscendens - x 100%
Berat kering daun (gr)
2,84
= x 100%
54,12
=5%
Persentase Rendemen E. prostrata Berat Ekstrak(gr) _y 10094

~ Berat kering daun (gr)

2,04

]

T 67,17

x 100%

=3%

. Berat Ekstrak
Persentase Rendemen E. benthamii — _ Berat Ekstrak(gr)
Berat kering daun (gr)

X 100%

2,62
= X 100%
23,36

=11%
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Lampiran 4. Pembuatan Larutan Ekstrak Kasar Tanaman Air

- Perhitungan Larutan Stok Ekstrak
Larutan Ekstrak 100 mg/ml =100 mg/ml

0,1 gram (ekstrak)

T1ml (larutan pengencer)

Larutan Ekstrak 200 mg/ml = 200 mg/ml

0,2 gram (ekstrak)

T1ml (larutan pengencer)

- Pengeceran larutan ekstrak kasar L. adscendens
Pengenceran larutan dilakukan dari larutan konsentrsi 200 mg/ml ke

larutan 12 mg/ml, 9 mg/ml, 6 mg/ml dan 3 mg/ml. Volume yang diinginkan

200 pl (0,2 ml).
a. 12 mg/ml
\h,le\VzNz

V1.200 mg/ml = 0,2 ml. 12 mg/ml

V1=0,012 ml = 12 pl larutan stok 200 mg/ml + 188 ul larutan

pengencer
b. 9 mg/ml
\h,le\VzNz

V1.200 mg/ml = 0,2 ml. 9 mg/ml

V1=0,009 ml =9 pl larutan stok 200 mg/ml + 191 ul larutan

pengencer
c. 6 mg/ml
\A,le\VzNz

V1,200 mg/ml = 0,2 ml. 6 mg/ml
V1= 0,006 ml = 6 ul larutan stok 200 mg/ml + 194 ul larutan

pengencer
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Lampiran 4. (Lanjutan)

d. 3 mg/mi
V1.N1 = V2.N>
V1.200 mg/ml = 0,2 ml. 3 mg/ml
V1= 0,003 ml = 3 ul larutan stok 200 mg/ml + 197 pl larutan
pengencer
- Pengeceran larutan ekstrak kasar E. prostrata
Pengenceran larutan dilakukan dari larutan konsentrsi 200 mg/ml ke

larutan 10 mg/ml, 7 mg/ml, 4 mg/ml dan 1 mg/ml. Volume yang diinginkan

200 pl (0,2 ml)
a. 10 mg/ml
VLN1::V3N2

V1,200 mg/ml = 0,2 ml. 10 mg/ml

V1=0,01 ml =10 pl larutan stok 200 mg/ml + 190 ul larutan

pengencer
b. 7 mg/ml
VLN1::VLN2

V1,200 mg/ml = 0,2 ml. 7 mg/ml

V1= 0,007 ml = 7 pul larutan stok 200 mg/ml + 193 pl larutan

pengencer
c. 4 mg/ml
VLN1=:V2N2

V1,200 mg/ml = 0,2 ml. 4 mg/ml
V1= 0,004 ml = 4 pl larutan stok 200 mg/ml + 196 pl larutan

pengencer
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Lampiran 4. (Lanjutan)

d. 1 mg/ml
V1.N1 = V2.N>
V1.200 mg/ml = 0,2 ml. 1 mg/ml
V1=0,001 ml =1 pl larutan stok 200 mg/ml + 199 pl larutan

pengencer

83



Lampiran 5. Perhitungan Data Hasil Penelitian

a. Ludwigia adscendens L.H. Hara

P(er:g;(rﬁgn 1 UIar;_gan 3 Total Rerata SD
3 0,300 0,275 0,335 0,910 0,304 £+ 0,030
6 0,287 0,285 0,261 0,833 0,277 +0,014
9 0,219 0,269 0,294 0,782 0,260 4+ 0,038
12 0,115 0,116 0,149 0,380 0,126  + 0,019

Total 2,905

e Perhitungan Sidik Ragam

Faktor Koreksi (FK) = %2

_2,905%

12
= 0,703
JK Total = (A12+A22+ ... + E3?) - FK

=(0,300% + 0,2872 + ... + 0,149%) — 0,703
=0,765-0,703
= 0,062

2
JK Perlakuan = @ ~FK

TA?+ TB?+ TC?+ TD?
= " - FK

_0,910%+ 0,8332%+ 0,7822+ 0,38072
3

- 0,703
= 0,056

JK Acak = JK Total — JK Perlakuan

= 0,062 - 0,056
= 0,006

Derajat Bebas (db) Total = (nxr) -1
=(4x3)-1=11
Derajat Bebas (db) Perlakuan =n—1
=4-1
=3
Derajat Bebas (db) Acak =n x (r— 1)

=4x(3-1)=8
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Lampiran 5. (Lanjutan)

- Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan

= 0,056/3
=0,019
- Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak
=0,006/8
=0,001
- F.Hitung = KTP/KTA
= 0,019/0,001
=19,00
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumber Db JK KT F. Hit F5%  F1%
Keragaman
Perlakuan 3 0,056 0,019 19,00** 4,07 7,59
Acak 8 0,006 0,001
Total 11 0,062 0,006

Keterangan: (**) berbeda nyata

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%
dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

_ |2XKT Acak
- SED= /f
— ’2 X (;,001 = 0,022

- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED

= 2,306 x 0,022
=0,052

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED

= 3,355 x 0,022
=0,075
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Lampiran 5. (Lanjutan)

e Tabel BNT
D C B A .
Rerata Perlakuan 0.126 0.260 0.277 0.304 Notasi
D =0,126 - - - - a
C =10,260 0,134** - - - b
B =0,277 0,151* 0,017" - - bc
A =0,304 0,178** 0,044 0,027" ) cd
Keterangan: (ns) = tidak berbeda nyata
(**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan D diikuti oleh perlakuan C kemudian diikuti
oleh perlakuan B dan A.

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perbandingan (Ci)

Perlguan Totah R (Tl mirer  kulpatik  Kubik

A 0,910 3 1 1

B 0,833 i} 1 3

c 0,782 1 ) 3

D 0,380 3 1 1
Q = Zci.Ti 1,641  -0325  -0,377

Kr = (Z¢i?). R 60 12 60
JK Regresi = Q2Kr 0,045 0009 0,002

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik

= 0,045 + 0,009 + 0,002
= 0,056
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Lampiran 5. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

) Sumber Db JK KT F. Hit F5%  F1%
eragaman
Perlakuan 3 0,056 0,019 19,000 4,07 7,59
Linier 1 0,045 0,045 45,000**
Kuadratik 1 0,009 0,009 9,000**
Kubik 1 0,002 0,002 2,000m
Acak 8 0,006 0,001
Total 11 0,062 0,006
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
**) = sangat berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

R2 Linier = JRUNET
JK Linier + JK Acak

0,045
~ 0,045 + 0,006

=0,884

5 . _ JK Kuadratik
R? Kuadratik JK Kuadratik + JK Acak

_ 0,009
0,009 + 0,006

=0,599

JK Kubik

2 i — _ JKKubik
R* Kubik ~ JK Kubik+JK Acak

0,002
0,002 + 0,006

= 0,286

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
dari nilai R? kuadratik dan kubik. Berdasarkan hasil tersebut maka kurva yang
digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan regresi linier. Dosis
yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x sedangkan nilai rerata
skoring dijadikan sebagai sumbu y, sehingga akan didapatkan garis linier pada

grafik.
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Lampiran 5. (Lanjutan)

Perlakuan X Y X.Y X2
Al 3 0,300 0,9 9
A2 3 0,275 0,825 9
A3 3 0,339 1,017 9
Bl 6 0,287 1,722 36
B2 6 0,285 1,71 36
B3 6 0,261 1,566 36
C1 9 0,219 1,971 81
C2 9 0,269 2,421 81
C3 9 0,294 2,646 81
D1 12 0,115 1,38 144
D2 12 0,116 1,392 144
D3 12 0,149 1,788 144

B1 = LEXV-UNEN _ 0183
nIx“—(2x)

B0 = EVEH)-COE) _ _ 4 380

n rx*—(Zx)?

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut: y = 0,3802 - 0,0183x

E. prostrata

P(er:]Ig/kr;]JSn 1 Ulanzgan 3 Total Rerata SD
1 0,342 0,359 0,357 1,058 0,352 40,009
4 0,315 0,305 0,321 0,941 0,313 40,008
7 0,293 0,288 0,265 0,846 0,282 40,014
10 0,238 0,243 0,248 0,729 0,243  +0,005
Total 3,574

e Perhitungan Sidik Ragam

2
- Faktor Koreksi (FK) = %

_ 3,5742
12

=1,064

- JK Total = (A12+A22+ ... +E3?) - FK

= (0,3422 + 0,3152 + ... + 0,248?) — 1,064
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Lampiran 5. (Lanjutan)
=1,085-1,064
=0,0203

2
- JK Perlakuan = @ ~FK

TA?+ TB?+ TC?+ TD?
= " - FK

_ 1,058+ 0,941%+ 0,846%+ 0,729
3

—-1,064
=0,0195

- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan

=0,0203 - 0,0195
=0,0008

- Derajat Bebas (db) Total = (nxr) -1
=(4x3)-1=11
- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1
=4-1
=3
- Derajat Bebas (db) Acak =n x (r—1)
=4x(3-1)=8

- Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan

=0,0195/3
=0,0065
- Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak
=0,0008/8
=0,0001
- F.Hitung = KTP/KTA
= 0,0065/0,0001
= 65,000
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumber Db JK KT F.Hit  F5%  F1%
Keragaman
Perlakuan 3 0,0195 0,0065 65,000** 4,07 7,59
Acak 8 0,0008 0,0001
Total 11 0,0203 0,0018

Keterangan: (**) berbeda nyata
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Lampiran 5. (Lanjutan)

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%
dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

_ SED = ’ZXK:Acak
— ’2X0é0001 — 0,008

- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED

= 2,306 x 0,008
=0,019

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED

= 3,355 x 0,008
=0,027
e Tabel BNT
eF\;Ie;I?LG D c B A Notasi
P 0243 0,282 0313 0,352
D =0,243 - g - - a
C=0,282 0,039 - - - a
B =0,313 0,274** 0,031" - - ab
A =0,352 0,109** 0,070" 0,039" - bc
Keterangan: (ns) = tidak berbeda nyata
**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan D diikuti oleh perlakuan C kemudian diikuti

oleh perlakuan B dan A.
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Lampiran 5. (Lanjutan)

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perbandingan (Ci)

Perlakuan Total Data (Ti) . ior kuadratik  kubik
1.058
A 3 1 1
0,941
B 1 1 3
0,846
C 1 1 -3
0,729
D 3 1 1
Q= Zci.Ti -1,082 0 -0,044
Kr = (Zci?). R 60 12 60
JK Regresi = Q¥/Kr 0,0195 0 0

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik

=0,0195 + 0,000 + 0,000
=0,0195

¢ Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumper Db IK KT ~ F.Hit F5% F1%
keragaman
Perlakuan 00195 00065 24889 4,07 759

Linier 0,0195 0,0195 19,500**

3
1
Kuadratik 1 0,0000 0,0000 0,0000"
1
8

Kubik 0,0000 0,0000 0,0000"
Acak 0,0008 0,0001
Total 11 0,0203 0,0018
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
(**) = sangat berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

R? Linier = JRLinter _
JK Linier + JK Acak

0,0195
0,00195 + 0,0008

=0,961
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2 . - JK Kuadratik
R® Kuadratik JK Kuadratik + JK Acak

0,0000
0,0000 + 0,006

=0,0000

2 . _ JK Kubik
R® Kubik ~ JK Kubik+]JK Acak

0,0000
0,0000 + 0,006

=0,0000

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
dari nilai R? kuadratik dan kubik. Berdasarkan hasil tersebut maka kurva yang
digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan regresi linier. Dosis
yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x sedangkan nilai rerata

skoring dijadikan sebagai sumbu y, sehingga akan didapatkan garis linier pada

grafik.

Perlakuan X Y XY X2
Al 1 0,342 0,342 1
A2 1 0,359 0,359 1
A3 1 0,357 0,357 1
Bl 4 0,315 1,26 16
B2 4 0,305 1,22 16
B3 4 0,321 1,284 16
C1 7 0,293 2,051 49
C2 7 0,288 2,016 49
C3 7 0,265 1,855 49
D1 10 0,238 2,38 100
D2 10 0,243 2,43 100
D3 10 0,248 248 100

B1 = LEXN-COEY) _ 4 9120
nIx—(2x)

BO = GVEA)-EOE) _ _ 4 3639

n Ix*—(Zx)?

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut: y = 0,3639 - 0,012
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Lampiran 6. Perhitungan Persentase Inhibisi Biofilm

Inhibisi (%) = (OD kontrol negatif — OD sampel) x 100%

OD kontrol negatif

e Inhibisi Ekstrak Kasar L. adscendens
a. Konsentrasi 3 mg/ml

Inhibisi a1 = (0,376 — 0,300) x 100%
0,376

= 0,20 x 100%
=20%

Inhibisi az = (0,353 —0,275) x 100%
0,353

= 0,23 x 100%
= 23%

Inhibisi a3 = (0,343 —0,335) x 100%
0,343

=0,02 x 100%

=2%
Rata-rata = (20+23+2)
3
=14%
b. Konsentrasi 6 mg/ml
Inhibisi by = (0,376 — 0,287) x 100%
0,376

= 0,23 x 100%
=23%

Inhibisi b2 = (0,353 —0,269) x 100%
0,353
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= 0,19 x 100%
=19%

Inhibisi bs = (0,343 —0,294) x 100%
0,343

= 0,23 x 100%
=23%

Rata-rata =  (23+19+23)
3

=21%
. Konsentrasi 9 mg/ml

Inhibisi c1 = (0,376 — 0,219) x 100%
0,376

= 0,41 x 100%
=41%

Inhibisi c = (0,353 —0,269) x 100%
0,353

= 0,22 x 100%
=22%

Inhibisi c3 = (0,343 —0,294) x 100%
0,343

= 0,14 x 100%
=14%

Rata-rata = (41+22+14)
3

= 25%
. Konsentrasi 12 mg/ml

Inhibisi d1 = (0,376-0,115) x 100%
0,376
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= 0,69 x 100%
= 69%

Inhibisi d2 = (0,353 —0,116) x 100%
0,353

= 0,67x 100%
=67%

Inhibisi ds = (0,343 —0,149) x 100%
0,343

= 0,56x 100%
= 56%

Rata-rata = (69+67+56)
3

= 64%
e Inhibisi Ekstrak Kasar E. prostrata
a. Konsentrasi 1 mg/mi

Inhibisi ax = (0,387 —0,342) x 100%
0,387

=0,11 x 100%
=11%

Inhibisi az = (0,385 —0,305) x 100%
0,385

= 0,6 x 100%
=6%

Inhibisi as = (0,381 —0,357) x 100%
0,381

= 0,6 x 100%

= 6%
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Rata-rata = (11+6+6)

3
=7%
. Konsentrasi 4 mg/ml
Inhibisi by = (0,387 —0,315) x 100%
0,387

= 0,18 x 100%
=18%

Inhibisi b2 = (0,385 —0,305) x 100%
0,385

= 0,20 x 100%
=20%

Inhibisi bs = (0,381 —0,321) x 100%
0,381

= 0,15 x 100%

15%

Rata-rata (15+18+20)

3

17%
. Konsentrasi 7 mg/ml

Inhibisi c1 = (0,387 —0,293) x 100%
0,387

= 0,24 x 100%
=24%

Inhibisi ¢ = (0,385 —0,288) x 100%
0,385

= 0,25 x 100%

= 25%
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Inhibisics = (0,381-0,265) x 100%
0,381

= 0,30 x 100%

30%

(24+25+30)
3

Rata-rata

26%
. Konsentrasi 10 mg/ml

Inhibisi d1 = (0,387-0,238) x 100%
0,387

= 0,38 x 100%
= 38%

Inhibisi d2 = (0,385 —0,243) x 100%
0,385

= 0,36 x 100%
= 36%

Inhibisi ds = (0,381 —0,248) x 100%
0,381

= 0,34 x100%
= 34%

Rata-rata = (38+36+34)
3

= 36%
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian
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