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RINGKASAN

Amira Nur Anisa. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kasar Daun Bidara (Ziziphus
mauritiana) terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens secara In Vitro (di bawah
bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS dan Budianto, S.Pi., MP., M.Sc).

Indikator keberhasilan dalam usaha budidaya ikan adalah kondisi
kesehatan ikan. Oleh karena itu, masalah penyakit merupakan masalah yang
sangat penting untuk ditangani secara serius. Salah satu contoh serangan
penyakit yang disebabkan bakteri pada ikan air tawar ialah bakteri P. fluorescens
menyebabkan bisul pada ikan. pengendalian yang sering dilakukan untuk
mengatasi serangan P. fluorescens yakni menggunakan antibiotik. Namun
penggunaan antibiotik akan menyebabkan bakteri menjadi resisten. Penggunaan
bahan alami sebagai pengganti antibiotik merupakan alternatif yang aman untuk
menghambat dan membunuh pertumbuhan mikroba serta ramah lingkungan.
Salah satu alternatif untuk pengobatan dari alam yang memiliki aktivitas
antibakteri adalah daun bidara (Z. mauritiana).

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Budidaya lkan Divisi Parasit Dan
Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, Universitas Brawijaya
Malang pada bulan Desember 2019-Februari 2020. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui aktivitas daya hambat ekstrak daun bidara terhadap bakteri P.
fluorescens secara In Vitro.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
yang dilaksanakan dengan memberikan variabel bebas secara kepada objek
penelitian untuk diketahui akibatnya di dalam variabel terikat. Rancangan
percobaan yang digunakan adalah Rancangan Percobaan Acak Lengkap (RAL)
dengan menggunakan 5 perlakuan dan 3 kali ulangan dengan dosis perlakuan
(A) 10 ppm ; (B) 60 ppm ; (C) 110 ppm ; (D) 160 ppm dan (E) 210 ppm serta
kontrol positif dan kontrol negatif. Perlakuan kontrol positif menggunakan
antibiotik tetracycline 30 ppm.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan pemberian ekstrak daun
bidara terhadap bakteri P. fluorescens berbeda sangat nyata yaitu pada
pengamatan diameter zona bening didapatkan nilai tertinggi pada perlakuan E
dengan rata-rata 10,47 + 0,21 mm, sedangkan rerata zona bening terendah pada
perlakuan A dosis 10 ppm dengan hasil 7,33 + 0,89 mm. Hubungan zona bening
antar perlakuan ekstrak daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens
menunjukkan perpotongan garis secara linear dengan persamaan y = 7,90 +
0,01336x dan koefisien R? = 0,844. Artinya 84,4% pemberian ekstrak daun bidara
berpengaruh terhadap zona bening yang terbentuk. Berdasarkan hasil penelitian
tentang aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun bidara terhadap bakteri P.
fluorescens diperoleh kesimpulan bahwa ekstrak kasar daun bidara memberikan
hasil yaitu memiliki aktivitas antibakteri terhadap P. fluorescens yang bersifat
bakteriostatik.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Akuakultur atau perikanan budidaya (budidaya perairan) merupakan
bentuk pemeliharaan dan penangkaran berbagai macam hewan atau tumbuhan
perairan yang menggunakan air sebagai komponen pokoknya. Kegiatan dalam
perikanan budidaya adalah budidaya ikan, budidaya udang, budidaya tiram, dan
budidaya rumput laut (alga). Di Indonesia, kegiatan budi daya yang paling umum
dilakukan di kolam, tambak, tangki, karamba, serta karamba apung (Dewi, 2017).

Indikator keberhasilan dalam usaha budidaya ikan adalah kondisi
kesehatan ikan. Oleh karena itu, masalah penyakit merupakan masalah yang
sangat penting untuk ditangani secara serius. Penyakit pada ikan merupakan
salah satu masalah yang sering dijumpai dalam usaha budidaya ikan (Wiyanto,
2010). Timbulnya wabah penyakit tersebut pada dasarnya sebaga akibat
terjadinya gangguan keseimbangan dan interaksi antara ikan, lingkungan yang
tidak menguntungkan ikan dan berkembangnya patogen penyebab penyakit
(Kordi dan Ghufron, 2004).

Penyakit yang disebabkan oleh bakteri merupakan penyakit yang paling
umum menyerang ikan yang dibudidayakan. Bakteri sendiri merupakan jasad
renik yang sangat kecil dengan ukuran sekitar 20 kali lebih kecil daripada sel —
sel jamur, protozoa atau sel daging ikan. Bakteri sangat banyak terdapat di
lingkungan alam semesta dan sebagian besar bakteri itu sendiri sebenarnya
tidak menyebabkan penyakit. Namun, karena bakteri mampu memperbanyak diri
sangat cepat, maka jika tidak ditanggulangi dan terdapat dalam tubuh ikan dapat
menyebabkan penyakit (Murtidjo, 2002).

Salah satu contoh serangan penyakit yang disebabkan bakteri pada ikan

air tawar ialah bakteri P. fluorescens yang menyebabkan bisul pada ikan. Gejala
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yang dialami ialah mempunyai bisul pada kulit, sirip, rongga perut dan organ-
organ dalam. Aktivitas bakteri P. fluorescens dapat menyebabkan anemia dan
kematian masal (Kordi dan Ghufron, 2004). Bakteri P. fluorescens merupakan
bakteri gram negatif yang berbentuk batang dan berukuran 0,8 x 2,5 um. Bakteri
ini bersifat motil dan berflagel tunggal atau flagel lopotrich. Bakteri ini biasanya
tak membentuk kapsul, hanya beberapa di antaranya membentuk kapsul,
demikian juga tidak berbentuk spora (Nur, 2019). Bakteri Pseudomonas
merupakan bakteri saprofit yang dapat hidup di air tawar, payau, dan asin.
Beberapa diantaranya bersifat pathogen pada ikan (Afrianto, Liviawaty, Jamaris,
dan Hendi, 2015).

Nur (2019) menyatakan bahwa pengendalian yang sering dilakukan untuk
mengatasi serangan P. fluorescens yakni menggunakan antibiotik seperti
streptomysin. Hardi (2018) menambahkan antibiotik yang bisa digunakan untuk
mengatasi bakteri P. fluorescens vyaitu ciprofloaxcin, nitroflorantion, dan
oxytetracycline. Feliatra (2018) mengungkapkan bahwa penggunaan antibiotik
dalam waktu yang lama untuk mengobatai organisme target, maka akan ada
organisme target yang masih hidup dan untuk membasminya membutuhkan
dosis antibiotik yang lebih tinggi dari sebelumnya. Apabila kondisi tersebut terus
terjadi, maka organisme target akan menjadi resisten terhadap antibiotik. Hal ini
sangat berbahaya bagi organisme budidaya yang terserang mikroba. Selain itu,
masalah lainnya adalah bahaya yang ditimbulkan terhadap lingkungan
sekitarnya, ikan yang bersangkutan dan manusia yang mengkonsumsinya
(Mulyani, Bachtiar, dan Agung, 2013).

Salah satu alternatif yang dapat dilakukan untuk menghindari serangan
bakteri tersebut adalah penggunaan antibakterial lain yang bersifat alami dan
efektif untuk membunuh dan menghambat pertumbuhan bakteri, ramah

lingkungan dan mudah terurai di perairan (Mulyani, Bachtar, dan Kurnia, 2013).
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Penggunaan bahan alami sebagai pengganti antibiotik merupakan alternatif cara
yang aman untuk menghambat dan membunuh pertumbuhan mikroba serta
ramah lingkungan. (Sivasankari dan Sankaravadivoo, 2015). Sianturi, Prajitno,
dan Sanoesi (2019) telah melakukan penlitian tentang sensitivitas ekstrak kasar
batang ciplukan (Physalis angulata) terhadap bakteri P. fluorescens yang diuiji
secara in vitro. Bahan aktif juga berperan penting dalam menghambat P.
fluorescens. Batang ciplukan (Physalis angulata) mengandung senyawa
antibakteri seperti flavonoid yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
Moningka, Kojong, dan Sudewi (2015) menambahkan daun ekor kucing
(Acalypha hispida Burm. F.) juga bersifat sebagai antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Senyawa yang diduga bersifat
sebagai antibakteri dalam ekstrak daun ekor kucing ialah tanin, saponin, minyak
atsiri, flavonoid, dan acalyphin.

Bahan alami lainnya yang dapat dijadikan sebagai pengganti antibiotik
adalah daun bidara. Haeria, Dhuha, dan Habra (2018) menyatakan bahwa
ekstrak daun bidara memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti saponin, tanin,
alkaloid, senyawa fenolik, terpenoid dan flavonoid. Pengujian telah dilakukan
oleh Haeria, Dhuha, dan Habra (2018) bahwa ekstrak daun bidara menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.
Abdallah, Elsharkawy, dan Ad-dra (2016) menyatakan bahwa ekstrak daun
bidara bersifat sebagai antibakteri terhadap bakteri Proteus vulgaris dan
Klebsiella pneumonia. Lebih lanjut Upadhyay, Mishra, Srivastava, Upadhyay,
Ghosh, dan Singh (2015) menambahkan bahwa ekstrak daun bidara dapat
menghambat bakteri Bacillus subtilis dan P. aeruginosa. Berdasarkan informasi
tersebut sifat antibakteri pada daun bidara diduga dapat menghambat

pertumbuhan P. fluorescens, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
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mengetahui tentang aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun bidara terhadap

bakteri P. fluorescens secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Indikator keberhasilan dalam usaha budidaya ikan adalah kondisi
kesehatan ikan. Timbulnya wabah penyakit tersebut pada dasarnya sebaga
akibat terjadinya gangguan keseimbangan dan interaksi antara ikan, lingkungan
yang tidak menguntungkan ikan dan berkembangnya patogen penyebab
penyakit. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri merupakan penyakit yang paling
umum menyerang ikan yang dibudidayakan. Salah satu contoh serangan
penyakit yang disebabkan bakteri pada ikan air tawar ialah bakteri P. fluorescens
yang menyebabkan bisul pada ikan. Gejala yang dialami ialah mempunyai bisul
pada kulit, sirip, rongga perut dan organ-organ dalam. Pengendalian yang sering
dilakukan untuk mengatasi serangan P. fluorescens yakni menggunakan
antibiotik. Penggunaan antibiotik secara berkepanjangan dapat menyebabkan
organisme target akan menjadi resisten terhadap antibiotik, residu terhadap
lingkungan sekitarnya, ikan vyang bersangkutan dan manusia yang
mengkonsumsinya. Penggunaan bahan alami sebagai pengganti antibiotik
merupakan alternatif cara yang aman untuk menghambat dan membunuh
pertumbuhan mikroba serta ramah lingkungan. Salah satu bahan alami yang
dapat digunakan sebagai antibakteri adalah daun bidara. Berdasarkan uraian
diatas dapat diperoleh rumusan masalah yakni:

Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun bidara terhadap

bakteri P. fluorescens secara In vitro?

1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak

kasar daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens secara In vitro.



1.4 Hipotesis
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Ho: Diduga pemberian ekstrak kasar daun bidara tidak memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro.
H.: Diduga pemberian ekstrak kasar daun bidara memiliki aktivitas antibakteri

terhadap bakteri P. fluorescens secara in vitro.
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1.5 Kegunaan
Penelitian ini berguna untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak
kasar daun bidara dengan dosis yang berbeda terhadap bakteri P. fluorescens

secara in vitro.

1.6 Waktu dan Tempat Pelaksanaan
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Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2019 — Februari 2020 di
Laboratorium Budidaya lkan Divisi Penyakit dan Kesehatan l|kan, Fakultas

Perikanan dan limu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Bidara (Z. mauritana)
2.1.1 Klasifikasi
Adapun Klasifikasi dari daun bidara menurut Backer dan Brink, (1965),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Rosales
Famili : Rhamnaceae
Genus . Ziziphus
Spesies . Z. mauritiana

2.1.2 Morfologi

Tanaman bidara adalah semak pohon berduri dengan tinggi
hingga 15 m, diameter batang 40 cm atau lebih. Kulit batang abu-abu gelap atau
hitam, pecah-pecah tidak beraturan. Morfologi daun bidara yakni daun tunggal
dan berselang-seling, memiliki panjang 4-6 cm dan lebar 2,5-4,5 cm. Tangkai
daun berbulu dan pada pinggiran daun terdapat gigi yang sangat halus (Goyal,
Nagori, dan Sasmal, 2012).

Daun bidara memiliki susunan yang selang-seli, ringkas dan berbentuk
bulat membujur. Panjang daun berkisar antara 2 — 9 cm dengan lebar 1,5 -5 cm.
Daun ini memiliki permukaan atas yang licin dan dan berkilau. Bagian bawah
daun ini banyak bulu putih, terlihat jelas tiga urat memanjan. Panjang tangkai
daun bidara 8 — 15 mm (Chooi, 2004). Morfologi daun bidara disajikan pada

Gambar 1.
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Gambar 1. Daun Bidara (Z. mauritiana) (Abdallah, Elsharkawy, dan Ad-dra,
2016).

2.1.3 Habitat dan Penyebaran

Tanaman bidara adalah tumbuhan semak tropis yang berasal dari anak
benua India, Asia Tenggara, Iran dan beberapa daerah di Afrika (Abdallah,
Elsharkawy, dan Ad-dra, 2016). Tanaman bidara (Z. mauritiana) memiliki sifat
toleran terhadap perubahan lingkungan yang cukup ekstrim (Goyal, Nagori, dan
Sasmal, 2012).

Tanaman bidara adalah sejenis pohon kecil yang selalu hijau, penghasil
buah yang tumbuh di daerah afrika utara dan tropis serta asia barat, tumbuh di
Israel di lembah-lembah sampai ketinggian 500 mdpl. Khususnya di Indonesia
tanaman ini banyak tumbuh di daerah sumbawa (Nusa Tenggara Barat) (Bintoro,
Ibrahim, dan Situmeang, 2017).
2.1.4 Senyawa Aktif

Tanaman bidara memiliki kandungan fenolat dan flavonoid yang kaya
akan manfaat. Diantara manfaatnya, terdapat manfaat biologi yaitu; antioksidan,
antiinflamasi, antimikroba. Berdasarkan dari kandungan fenolat dari daun bidara
ini salah satunya berfungsi untuk mencegah tumbuhnya bakteri (Marfu’ah,
Ramadhani, dan Hasanah, 2019). Berdasarkan analisis fitokimia ekstrak akar

tanaman bidara mngandung senyawa aktif antara lain alkaloid, flavonoid,
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triterpenoid dan tannin (Sameera dan Mandakini, 2015). Haeria, Dhuha, dan
Habra (2018) menyatakan bahwa ekstrak daun bidara memiliki kandungan
senyawa bioaktif seperti saponin, tanin, alkaloid, senyawa fenolik, terpenoid dan
flavonoid.

Kemampuan senyawa alkaloid sebagai antibakteri dilakukan dengan
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
pada bakteri tersebut (Alamsyah dan Kurniawan 2014).

Akiyama, Yamasaki, Oono, dan Iwatsuki (2011) menjelaskan bahwa tanin
juga mempunyai target pada polipeptida dinding sel sehingga pembentukan
dinding sel menjadi kurang sempurna. Hal ini menyebabkan sel bakteri menjadi

lisis karena tekanan osmotik maupun fisik sehingga sel bakteri akan mati.

2.2 Ekstrak

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang
sesuai, kemudian semua atau sebagian pelarut diuapkan dan serbuk yang
tersisa diperlakukan sedemikian sehingga memenuhi baku yang telah ditentukan
(Rinidar, Isa, Armansyah, dan Hasan, 2017). Salah satu contoh ekstrak nabati
adalah ekstrak daun kersen yang memiliki kadar fenolik (Puspitasari dan
Prayogo, 2017), ekstrak daun ekor kucing (Moningka, Kojong, dan Sudewi,
2015), dan ekstrak rumput laut (Siregar, Sabdono dan Pringgenies, 2012).

Metode ekstraksi dapat dilakukan dengan beberapa metode antara lain
metode influsa, soxhlet dan maserasi. Metode influsa adalah proses penyarian
dengan menggunakan pelarut air pada temperatur 90 °C selama 15 — 20 menit.
Metode soxhletasi dilakukan dengan cara meletakkan bahan yang akan

diekstraksi ke dalam kertas saring di dalam sebuah alat ekstraksi yang bekerja
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secara kontinu. Maserasi adalah metode ekstraksi dengan cara merendam
simplisia dalam cairan pelarut selama waktu tertentu dan disimpan di dalam
toples dalam keadaan tanpa ada cahaya yang masuk (Najib, 2018). Didapatkan
ekstrak daun bidara dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol
80%. Metode maserasi bertujuan untuk mendapatkan senyawa aktif yang

terkandung di dalam daun bidara seperti flavonoid, saponin, tanin dan fenol

UNIVERSITAS
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(Abdallah, Elsharkawy, dan Ad-dra, 2016). Selain itu, Bintoro, Ibrahim, dan
Situmeang (2017) juga mendapatkan hasil ekstraksi daun bidara dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etil asetat. Pelarut etil asetat dipilih sebagai
pelarut karena sifatnya yang semipolar namun cenderung lebih banyak menarik

zat aktif yang bersifat polar. Saponin merupakan senyawa aktif yang bersifat
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polar.

2.3 Antibakteri
Suatu antibakteri adalah senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan

bakteri (Rosyidah, Nurmuhaimina, Komari, dan Astuti, 2010). Berdasarkan cara

NIVERSITAS

kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakterisidal dan bakteriostatik.
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Antibakteri bakteriostatik adalah zat yang bekerja menghambat pertumbuhan
bakteri, sedangkan antibakteri bakterisida adalah zat yang bekerja mematikan
bakteri (Siregar, Sabdono, dan Pringgenies, 2012). Prajitno (2007), menyatakan
mekanisme kerja antibakteri antara lain dengan jalan merusak dinding sel,
merusak membran sitoplasma, mendenaturasi protein sel dan menghambat kerja

enzim dalam sel.

REPOSITORY.UB.AC.ID

Hardi (2018) menambahkan terdapat antibiotik yang bisa digunakan untuk
mengatasi bakteri P. fluorescens vyaitu ciprofloaxcin, nitroflorantion, dan
oxytetracycline. Menurut Saparinto (2009), pengobatan pada ikan yang terinfeksi

bakteri P. fluorescens dapat menggunakan beberapa antibiotik seperti
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oksitetrasiklin dengan perendaman selama 24 jam dengan konsentrasi 2-5 mg/l.
Pengobatan melalui makanan bisa menggunakan teramisin dengan konsentrasi
50 mg/kg ikan/hari selama minimal 6 hari berturut-turut. Ginovyan, Hovsepyan,
Sargsyan, Grigoryan, dan Thrchunyan (2017) menambahkan bahwa P.
fluorescens memberikan respon yakni sensitif terhadap antibiotik tetracycline
dengan dosis 30 ppm.

Moningka, Kojong, dan Sudewi (2015) menambahkan bahwa daun ekor
kucing (Acalypha hispida Burm. F.) merupakan bahan alam yang bersifat sebagai
antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan E. coli. Senyawa yang diduga bersifat
sebagai antibakteri dalam ekstrak daun ekor kucing ialah tanin, saponin, minyak
atsiri, flavonoid, dan acalyphin. Selain itu Rastina, Sudarwanto, dan Wientarsih
(2015) menambahkan bahwa daun kari (Murraya koenigii) juga memiliki senyawa
antibakteri seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan fenolik.

Tanaman bidara memiliki kandungan fenolat dan flavonoid yang kaya
akan manfaat. Diantara manfaatnya, terdapat manf aat biologi yaitu; antioksidan,
antiinflamasi, antimikroba. Berdasarkan dari kandungan fenolat dari daun bidara
ini salah satunya berfungsi untuk mencegah tumbuhnya bakteri (Marfu’ah,
Ramadhani, dan Hasanah, 2019). Haeria, Dhuha, dan Habra (2018)
menambahkan bahwa ekstrak daun bidara memiliki kandungan senyawa bioaktif
seperti saponin, tanin, alkaloid, senyawa fenolik, terpenoid, dan flavonoid.
Ekstrak daun bidara memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri
S. aureus dan E. coli. Sejalan dengan itu Abdallah, Elsharkawy, dan Ad-dra
(2016) menambahkan ekstrak daun bidara memiliki kadungan senyawa aktif
seperti flavonoid, saponin, tanin dan fenol yang bersifat sebagai antibakteri

terhadap bakteri P. aeruginosa.
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2.4 Biologi Bakteri P. fluorescens

2.4.1 Klasifikasi

§ Klasifikasi bakteri P. fluorescens menurut pernyataan dari Siegrist, 2010
g p—J adalah:
= 3
e < Kingdom : Bacteria
(NN]
>
= o Phylum : Proteobacteria
>00
Class : Gamma Proteobacteria
Order : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadaceae
e
§ Genus : Pseudomonas
=
é Species : P. fluorescens
o

2.4.2 Morfologi

Manurung dan Susantie (2017) menyatakan Pseudomonas sp. termasuk
bakteri gram negatif. Bakteri ini bersifat aerob dan memiliki bentuk batang
pendek. Bakteri Pseudomonas merupakan patogen oportunistik yang menyerang

ikan air tawar dan digolongkan ke dalam kelompok bakteri perusak sirip. Selain
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itu Austin (2007), menambahkan bahwa P. fluorescens bergerak menggunakan
flagela, tumbuh pada suhu 4°C dan memiliki pigmen fluorescent.

Spesies P. fluorescens berasal dari bahasa latin yang berarti berpendar
atau bersinar. Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif yang
berbentuk batang dan berukuran 0,8 x 2,5 um. Bakteri ini bersifat motil dan

berflagel tunggal atau flagel lopotrich. Bakteri ini biasanya tak membentuk
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kapsul, hanya beberapa di antaranya membentuk kapsul, demikian juga tidak
berbentuk spora (Nur, 2019). Morfologi bakteri P. fluorescens disajikan pada

Gambar 2.
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2014).

2.4.3 Habitat
Bakteri P. fluorescens adalah bakteri yang dominan hidup pada

ekosistem air tawar (Mastan, 2013). Kemampuan metabolisme P. fluorescens

REPOSITORY.UB.AC.ID

yang sangat fungsional membuat bakteri ini memliki kemampuan untuk bertahan
dalam berbagai lingkungan di luar inang mamalia, termasuk tanah, rizosfer dan
permukaan tanaman. Tumbuh pada pH 4 sampai 8 (Scales, Dickson, Lipuma
dan Huffnagle, 2014). Nursyirwani dan Amolle (2007) menyatakan bahwa bahwa

bakteri P. fluorescens dapat tumbuh optimal pada kisaran suhu 30-35 °C dan
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pertumbuhan nya terhambat apabila suhu diatas 41 °C.
2.4.4 Infeksi Bakteri P. fluorescens

Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri gram negatif, berbentuk batang,
dan motil dengan flagella. P. fluorescens menyerang ikan air tawar dan
merupakan patogen oportunistik. Secara umum tanda-tanda klinis infeksi P.

fluorescens mirip dengan Aeromonas hidrophila antara lain terjadi 25 hemoraghik

REPOSITORY.UB.AC.ID

septicemia, hemoraghik pada insang dan ekor serta borok pada kulit (Irianto
2005).

Bakteri tersebut dapat menyebabkan pembengkakan dan kerusakan pada
hati, ginjal dan limpa pada ikan dan juga menyebabkan kematian massal pada

semua spesies ikan air tawar pada berbagai tahapan pertumbuhan. Bakteri
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patogen dapat menginfeksi ke dalam tubuh ikan melalui insang dan kulit yang
terluka dan dapat menimbulkan gejala penyakit seperti pembengkakan pada
kulit, pembengkakan perut, luka kemerahan, nekrosis, borok/luka, dan
septicemia (Budianto dan Suprastyani, 2017).

Hal ini berkaitan dengan penyataan Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi,
(2019), bahwa salah satu contoh serangan penyakit yang disebabkan bakteri
pada ikan air tawar ialah bakteri P. fluorescens menyebabkan bisul pada ikan.
Gejala yang dialami ialah mempunyai bisul pada kulit, sirip, rongga perut dan
organ-organ dalam. Aktivitas bakteri P. fluorescens dapat menyebabkan anemia
dan kematian masal. Penyakit bisul yang disebabkan oleh bakteri ini juga sering
disebut hemorrhagic septicemia.

Cahyono (2001) menyatakan gejala yang tampak pada ikan terinfeksi
bakteri jenis ini adalah ikan berwarna gelap (kusam), nafsu makan berkurang
atau sama sekali tidak ada nafsu makan, ikan bergerombol didekat pintu
pengeluaran air, luka pada kulit, sirip dan sisik rusak, perdarahan pada tubuh
ikan, insang rusak berwarna keputih-putihan dan timbul luka borok. Faktor-faktor
yang menunjang berkembangnya penyakit ini adalah kualitas perairan yang
buruk, kandungan bahan organik di perairan yang tinggi dan perubahan musim

kering (kemarau) ke musim penghujan.

2.5 Metode In Vitro

Harti (2015) menyatakan bahwa pengukuran aktivitas antibakteri dapat
dilakukan dengan metode in vitro untuk menentukan potensi suatu zat antibakteri
dalam larutan, konsentrasi suatu zat antibakteri terhadap cairan badan atau
jaringan dan kepekaan suatu bakteri terhadap konsentrasi yang dikenai.
Penentuan kepekaan bakteri terhadap antibakteri dapat dilakukan dengan

metode difusi dan dilusi.
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Uji patogenitas secara in vitro dilakukan oleh Budianto dan Suprastyani
(2017) untuk membuktikan bakteri B. subtilis memiliki senyawa yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. iniae dan P. fluorescens. Adanya aktivitas
antibakteri pada B. subtilis terhadap bakteri uji disebabkan oleh genus Bacillus
memiliki senyawa bakteriosin dengan karakter yang spesifik. Gram, Melchiorsen,
Spanggaard, Huber, dan Nielsen (1999) juga telah melakukan uji in vitro untuk
membuktikan sifat patogenitas P. fluorescens yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio anguillarum.

Uji secara in vitro telah dilakukan oleh Moningka, Kojong, dan Sudewi
(2015) untuk mengetahui aktivitas antibakteri daun ekor kucing (Acalypha hispida
Burm. F.) terhadap terdahap bakteri S. aureus dan E. coli. Lebih lanjut, Sianturi,
Prajitno, dan Sanoesi (2019) telah melakukan penlitian tentang sensitivitas
ekstrak kasar batang ciplukan (P. angulata) terhadap bakteri P. fluorescens yang

diuji secara in vitro.
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3.1 Materi Penelitian

3.1.1 Alat Penelitian

<
<
=]
E 3 Peralatan yang digunakan dalam peneltian ini disajikan pada Tabel 1 dan
§ é Lampiran 1
2 ) P '
-
Tabel 1. Peralatan Penelitian
No. Alat Fungsi
1. | Autoklaf Sebagai alat untuk mensterilisasi alat dan
= bahan yang digunakan
g 2. Beaker glass Sebagai tempat untuk pembuatan media
g 3. Botol film Sebagai tempat pengenceran ekstrak
& 4. | Botol kaca Sebagai alat untuk maserasi
§ 5. Bunsen Sebagai alat untuk mencegah kontaminasi saat
& perlakuan
6. Cawan petri Sebagai tempat untuk uji cakram
7. Colony counter Sebagai alat untuk menghitung kepadatan
<L bakteri
>= 8. Erlenmeyer 100 Sebagai tempat pembuatan media
" s ml dan 250 ml
|<_): —~ 9. Gelas ukur 10 ml, Sebagai alat untuk mengukur larutan yang
7 3 100 ml dan 250 ml | digunakan
o < 10. | Hot plate Sebagai alat untuk memanaskan media
> o 11. | Inkubator Sebagai alat untuk menginkubasi
= fara) 12. | Jangka sorong Sebagai alat untuk mengukur zona bening
13. | Jarum ose Sebagai alat untuk inokulasi bakteri
14. | Laminar air flow Sebagai tempat untuk dilakukannya perlakuan
(LAF)
15. | Lemari pendingin Sebagai tempat menyimpan media
16. | Mikropipet 100 pl - | Sebagai alat untuk mengambil bahan yang
3 1000 pl berbentuk cairan
g 17. | Oven Sebagai alat untuk mengeringkan cawan petri
g 18. | Pinset Sebagai alat untuk membantu mengambil
& kertas cakram pada perlakuan
§ 19. | Pipet volume Sebagai alat untuk mengambil larutan
g 20. | Rak tabung reaksi Sebagai tempat tabung reaksi
21. | Rotary vacum Sebagai alat untuk evaporasi
evaporator
22. | Sendok bahan Sebagai alat untuk mengambil sampel
23. | Spatula Sebagai alat untuk menghomogenkan media
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No. Alat Fungsi

24. | Spektrofotometer Sebagai alat untuk mengukur absorbansi

25. | Sprayer Sebagai wadah alkohol 70%

26. | Tabung reaksi Sebagai alat untuk pengenceran bakteri, kultur
bakteri

27. | Timbangan Sebagai alat untuk menimbang sampel dengan

analitik ketelitian 1073

28. | Timbangan digital Sebagai alat untuk menimbang sampel dengan
ketelitian 1072

29. | Triangle Sebagai alat untuk meratakan bakteri pada
media

30. | Vortex mixer Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan

31. | Washing bottle Sebagai tempat akuadest

3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam peneltian ini disajikan pada Tabel 2 dan

Lampiran 2.

Tabel 2. Bahan Penelitian

No. Bahan Fungsi
1. | Alkohol 70% Sebagai bahan untuk desinfeksi dan sterilisasi
2. | Aluminium foil Sebagai bahan untuk membungkus peralatan
yang akan disterilisasi
3. | Pseudomonas Sebagai media pertumbuhan bakteri
Selective Agar (PSA)
4. | Media Tryptitone Soy Sebagai media reinokulasi bakteri
Broth (TSB)
5. | Akuadest Sebagai bahan untuk bahan pelarut pada
perlakuan
6. | Blue tip dan yellow Sebagai bahan untuk mengambil larutan
tip dalam volume tertentu
7. | Ekstrak Daun Bidara Sebagai objek yang akan diuji
8. | Metanol Sebagai bahan untuk proses maserasi
9. | Sarung tangan Sebagai bahan untuk pelindung tangan
10.| Isolat bakteri P. Sebagai bakteri untuk perlakuan uji
fluorescens
11.| Kapas Sebagai bahan untuk menutupi alat yang
disterilisasi
12.| Kertas cakram Sebagai bahan untuk uji difusi
13.| Kertas label Sebagai bahan untuk memberi tanda
14, Kertas timbang Sebagai bahan untuk membantu
penimbangan
15.| Masker Sebagai bahan untuk menghindari
kontaminasi
16.| NaCl Sebagai bahan untuk pembuat NaFis
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3.2 Kerangka Konsep
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Kerangka konsep dalam penelitian ini disajikan pada bagan Gambar 3

< berikut ini.
Z
2 p— Ekstrak daun P. fluorescens
= 3 bidara
o
Ll <L Merusak
=~ 4 permeabilitas dinding
>00 < > sel, denaturasi protein Membran sel rusak,
\ - AYANOL > pertumbuhan
terhambat
Membentuk ikatan dengan
protein fungsional sel mikroba Menginaktifkan
s Tanin enzim, transport
= 7] ”| protein terganggu,
g‘ hakteri lisis
§ Mengganggu kerja
] enzim, mengeluarkan | Merusak membran
: senyawa intraseluler sitoplasma,
< | Saponin ¥ menghambat ||
transport nutrisi,
E kematian sel
L=
= 3 Mengganggu
2 peptidoglikan Lapisan dinding sel
w <L Alkaloid J  tidakterbentuk |
=0 secara utuh,
=]as kematian sel
Ekstrak kasar daun
bidara memiliki aktivitas
antibakteri terhadap
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§ Gambar 3. Kerangka Konsep Penelitian
8
& Keterangan:

—  mekanisme kerja

Flavonoid bekerja dengan cara denaturasi protein. Proses ini juga
menyebabkan gangguan dalam pembentukan sel sehingga merubah komposisi

komponen protein. Fungsi membran sel yang terganggu dapat menyebabkan
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peningkatan permeabilitas sel, diikuti dengan terjadinya kerusakan sel bakteri
(Saputra dan Anggraini, 2016).

Aktivitas saponin dalam menghambat pertumbuhan bakteri yaitu dengan
mengganggu kerja enzim dan merusak membrane sitoplasma yang berakibat
pada terhambatnya transport nutrisi yang pada akhirnya menyebabkan kematian
bakteri. Tanin mempunyai daya antibakteri dengan cara mempresipitasi
protein, sehingga sintesis protein bakteri akan terganggu karena diduga tannin
mempunyai efek yang sama dengan senyawa fenolik (Siregar, Sabdono, dan
Pringgenies, 2012). Polifenol atau fenol dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan cara menghambat aktivitas enzim protease, menghambat enzim pada
protein transport selubung sel bakteri dan destruksi atau inaktivasi fungsi materi

genetik (Anisah, Khotimah, dan Yanti, 2014).

3.3 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen.
Pada dasarnya metode eksperimen yang dilakukan untuk mengungkapkan
hubungan sebab akibat dua variabel atau lebih, dengan mengendalikan
pengaruh variabel yang lain. Metode eksperimen dilaksanakan dengan
memberikan variabel bebas secara sengaja (bersifat induse) kepada objek
penelitian untuk diketahui akibatnya di dalam variabel terikat. Jadi, penelitian
eksperimen harus mengandung unsur kelompok kontrol, kelompok perlakuan

dan interverensi perlakuan (Zulnaidi, 2007).

3.4 Rancangan Penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan yaitu menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 2 kontrol dan 5 perlakuan yang dilakukan 3
kali ulangan. Sastrosupadi (2000), mengatakan bahwa Rancangan Acak

Lengkap (RAL) digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat
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percobaan yang seragam atau homogen, sehingga RAL banyak digunakan untuk
percobaan laboratorium, rumah kaca, dan peternakan. Adapun model untuk RAL

adalah sebagai berikut:

<
2 Yij= ptTiteij
5
o
w <L Keterangan :
% oc ¥ : Respon
>00 u - Nilai tengah umum

) D : Pengaruh perlakuan
£ : Pengaruh galat percobaan

Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa pemberian ekstrak
daun bidara dengan konsentrasi yang berbeda. Dasar penelitian ini adalah
penelitian pendahuluan untuk mengetahui pengaruh dosis yang diberikan

terhadap daya hambat yang tepat dalam penggunaan daun bidara. Adapun
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=
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o
a.
L
<

penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dengan 3 kali ulangan dan 2 kontrol

§ terdiri dari kontrol positif dan kontrol positif. Berikut disajikan denah penelitian
v s pada Gambar 4.
7=
(%)
G <
2ot
= C3 D2 K- B3 K+ E2 Al
>0
¢ ) E3 A2 K+ B1 c2 D1 K-
D3 C1 D3 K+ B2 El A3
=)
2.
§ Gambar 4. Denah Rancangan Penelitian
% Keterangan :
= K+ : Kontrol positif.
K- : Kontrol negatif.
A : Ekstrak daun bidara dosis 10 ppm.
B : Ekstrak daun bidara dosis 60 ppm.
C : Ekstrak daun bidara dosis 110 ppm.
D : Ekstrak daun bidara dosis 160 ppm.
E : Ekstrak daun bidara dosis 210 ppm.
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Perlakuan kontrol positif yaitu dengan pemberian antibiotik tetreacycline

REPOSITORY.UB.AC.ID

30 ppm. Kontrol negatif yaitu hanya kertas cakram tanpa pemberian ekstrak daun
bidara. Kontrol positif berfungsi untuk mengetahui kemampuan daya hambat
yang antibiotik tetreacycline terhadap bakteri P. fluorescens. Sedangkan kontrol
negatif untuk melihat bahwa tidak terdapat antibiotik tertentu pada kertas cakram

yang digunakan untuk metode difusi pada penelitian ini dan tidak berpengaruh
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terhadap zona bening yang terbentuk.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Persiapan Penelitian

A. Sterilisasi Alat dan Bahan

REPOSITORY.UB.AC.ID

Sterilisasi alat dan bahan penelitian dilakukan pada pada laboratorium
menggunakan autoklaf. Proses sterilisasi digunakan untuk menghilangkan atau
mengurangi mikroba yang tidak diinginkan pada bahan pembawa. Teknik
sterilisasi media yang umumnya digunakan adalah sterilisasi autoklaf. Metode

sterilisasi pemanasan (panas lembab) biasanya menggunakan autoklaf yang

NIVERSITAS

memanfaatkan panas dalam suatu ruangan bertekanan dengan temperatur 121
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°C selama 60 menit. Sterilisasi merupakan tahap yang harus dilakukan sebelum
penginokulasian agar alat dan bahan bebas dari mikroba (Nurrobifahmi, Anas,
Setiadi, dan Ishak, 2017).

e Sterilisasi Tempat Perlakuan

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

REPOSITORY.UB.AC.ID

kontaminan. Tangan laboran yang bersinggungan dengan meja dan barang di
sekitar tempat perlakuan harus selalu dalam kondisi aseptis. Sterilisasi tempat
dapat dilakukan dengan cara kimia menggunakan alkohol 70% maupun secara

cara fisika yaitu dengan pembakaran langsung serta dapat dengan penyinaran
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sinar UV. Pada penelitian ini sterilisasi tempat dilakukan dengan menggunakan
sinar UV yang terdapat pada LAF.
B. Persiapan Sampel
1. Daun Bidara
Daun bidara didapatkan dari persawahan warga di daerah Pesanggrahan,
Kecamatan Batu, Batu, Jawa Timur. Daun bidara didapatkan sebanyak 10 kg
berat basah dan setelah dikeringkan beratnya menjadi 7 kg.
2. Bakteri P. fluorescens
Isolat bakteri P. fluorescens didapatkan dari Laboratorium Mikrobiogi,
Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP), Jepara, Jawa Tengah.
Isolat bakteri yang didapatkan ditanam pada media agar miring PSA dalam
tabung reaksi.

C. Pembuatan Ekstrak Daun Bidara

Proses ekstraksi daun Bidara dilakukan dengan metode maserasi,
menurut pendapat Abdallah, Elsharkawy, dan Ad-dra, (2016) yakni untuk
melakukan ekstraksi daun bidara menggunakan larutan metanol 80% dengan
perbandingan 1:5. Waktu perendaman dilakukan selama 3 hari. Hasil maserasi
disaring menggunakan kertas saring Wattman No. 41 dan dievaporasi dengan
suhu 45°C.

Proses ekstraksi daun bidara menggunakan metode maserasi menurut
Chairunnisa, Wartini, dan Suhendra (2019) dengan sedikit modifikasi yaitu
dilakukan dengan menimbang 500 gram bubuk daun bidara dan dimasukkan ke
dalam toples, kemudian ditambahkan pelarut methanol sebanyak 2,5 liter dan
dibungkus alumunium foil, kemudian didiamkan selama 3 hari. Selama proses
maserasi, dihomogenkan secara manual dengan cara digoyangkan setiap 12 jam
selama 5 menit, sehingga diperoleh ekstrak yang masih tercampur dengan

pelarut. Selanjutnya ekstrak disaring menggunakan kertas saring Whatman No.
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1. Ekstrak yang diperoleh dimasukkan ke dalam labu evaporator untuk
dihilangkan pelarut yang terdapat dalam ekstrak sehingga didapatkan ekstrak
kental. Ekstraksi dengan metode maserasi memiliki kelebihan yaitu terjaminnya
zat aktif yang diekstrak tidak akan rusak. Proses pembuatan ekstrak kasar daun
bidara disajikan pada Lampiran 3.

D. Pembuatan Media

Media yang dapat digunakan untuk menjamin dan menumbuhkan bakteri

tersebut yaitu media PSA dan media TSB.
e PSA untuk Agar Miring

Media PSA digunakan untuk peremajaan bakteri, adapun prosedur
pembuatannya ialah media PSA ditimbang sebanyak 0,48 gr. Selanjutnya media
dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquades sebanyak 10
ml kemudian dipanaskan dengan hot plate bertujuan agar media homogeny
kemudian dituangkan ke tabung reaksi. Tabung reaksi ditutup kapas dan dilapisi
alumunium foil serta diikat oleh tali. Kemudian distrerilisasi dengan autoclave
pada suhu 121 °C selama 15 menit. Selanjutnya tabung reaksi yang berisi media
PSA dimiringkan dengan kemiringan 30 ° (Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi, 2019).
e TSB untuk Kultur Bakteri

Media TSB digunakan sebagai reinokulasi bakteri P. fluorescens, adapun
prosedur pembuatannya adalah media TSB ditimbang sebanyak 0,3 qgr.
Selanjutnya media dimasukkan kedalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan
aguades sebanyak 10 mlkemudian dipanaskan dengan hot plate bertujuan agar
media homogen. Media yang sudah homogen ditutup kapas dan dilapisi
alumunium foil serta diikat oleh tali. Kemudian distrerilisasi dengan autoclave
pada suhu 121 °C selama 15 menit. Media TSB yang telah dingin dapat
digunakan untuk reinokulasi bakteri dari PSA miring ke media cair (Sianturi,

Prajitno, dan Sanoesi, 2019).
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e PSA untuk Uji Cakram

Media PSA digunakan sebagai media agar dalam melakukan uji cakram.
Media PSA ditimbang 4,84 gr dengan menggunakan timbangan digital. Media
dimasukkan kedalam erlenmeyer, kemudian dilarutkan dengan aquades
sebanyak 100 ml dan dihomogenkan. Media yang dihomogenkan dalam
erlenmeyer ditutup kapas dan dibungkus alumunium foil serta diikat dengan tali.
Media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan
tekanan 1 atm. Media ditunggu hingga hangat kuku atau hingga suhu + 30 °C
dituang ke dalam cawan petri dengan masing-masing cawan diisi + 20 ml yang
dilakukan didalam LAF untuk menghindari kontaminasi dari bakteri lain, ditunggu
hingga memadat. Media yang tidak langsung digunakan dapat disimpan dalam
lemari pendingin (Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi, 2019).
E. Peremajaan Bakteri P. fluorescens

Peremajaan bakteri dilakukan dalam keadaan steril, dengan
menginokulasi kembali isolat bakteri P. fluorescens menggunakan jarum ose
bulat yang telah dipanaskan diatas bunsen dan digores pada media agar miring
secara zig-zag dalam kondisi yang steril kemudian diinkubasi pada suhu 32 °C
selama 24 jam. Prosedur peremajaan bakteri menggunakan metode yang
dilakukan oleh Maftuch, Suprastyana, dan Setyawan (2018) dengan sedikit
modifikasi. Proses peremajaan bakteri P. fluorescens disajikan pada Lampiran 3.
F. Kultur Bakteri

Prosedur dalam kultur bakteri yaitu biakan bakteri yang sudah
diremajakan pada media agar miring diambil dengan menggunakan jarum ose
sebanyak 1 gores dalam keadaan steril. Kemudian ose yang berisi bakteri

dicelupkan pada media TSB yang sudah dipersiapkan. Media disimpan pada
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inkubator dengan suhu 32 °C selama 24 jam (Sianturi, Prajitno, dan Sanoesi,
2019).
G. Pengenceran Bakteri P. fluorescens

Metode pengenceran bakteri berdasarkan pendapat Moningka, Kojong,
dan Sudewi (2015) dengan sedikit modifikasi yaitu proses suspensi bakteri
menggunakan NaCl 0,9% dengan prosedur kerja sebagai berikut: Disuspensikan
bakteri uji dengan larutan NaCl 0,9% sebanyak 1 mL, kemudian suspensi bakteri
ini dibuat disetarakan kekeruhannya dengan larutan standar Mc. Farland.
Adapun bakteri yang digunakan untuk uji daya hambat bakteri setelah pemberian

ekstrak daun bidara adalah bakteri dengan kepadatan 107 sel/ml.

3.6 Pelaksanaan Penelitian
3.6.1 Identifikasi Bakteri
Uji Biokimia adalah suatu cara untuk mengidentifikasi bakteri melalui sifat-
sifat fisiologinya. Kismiyati, Subekti, Yusuf, dan Kusdarwati, (2009), menyatakan
uji biokimia antara lain: uji O/F, uji oksidase, uji katalase, uji motilitas, produksi
indol, uji TSIA, uji gula.
o Uji Katalase
Tujuan uji katalase adalah untuk mengetahui sifat bakteri dalam
menghasilkan enzim katalase. Cara kerja dari uji katalase yaitu larutan
H202 3% diteteskan pada obyek, kemudian suspensikan koloni bakteri dengan
ose.
e Uji Oksidase
Tujuan uji oksidase adalah untuk mengetahui ada tidaknya enzim oksidase
pada bakteri dengan menggunakan paper oksidase yang dapat dilihat perubahan

warna yang terjadi pada paper oksidase.
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e Uji Oksidatif/Fermentatif
Uji O/F medium (Oksidatif/Fermentatif) bertujuan untuk mengetahui sifat
oksidasi atau fermentasi bakteri terhadap glukosa dengan menggunakan dua
tabung media yang salah satunya ditutup dengan parafin, sehingga diharapkan
di dalam media tidak terdapat udara yang dapat mendukung terjadinya
fermentasi.
e Uji Motilitas
Uji motilitas bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut motil atau
tidak dan wuntuk mengetahui produksi indol dari Tryptophane. Uji ini
menggunakan media MIO (Moatility Indole Ornitin).
e UjiTSIA
Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar) bertujuan untuk membedakan jenis bakteri
berdasarkan kemampuan memecahkan dextrose, laktosa, sukrosa dan
pembebasan sulfida, selain itu uji TSIA berfungsi untuk mengetahui apakah
bakteri tersebut menghasilkan gas, H2S atau tidak. Media yang digunakan
mempunyai dua bagian, yaitu slant (miring) dan butt (tusuk).
e Uji Gula
Uji gula bertujuan untuk mendeterminasi kemampuan bakteri dalam
mendegradasi gula dan menghasilkan asam organik yang berasal dari tiaptiap
jenis gula, yaitu glukosa, sukrosa, maltosa, arabinosa, manitol dan inositol.

Selain dengan uji biokimia, identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan
melakukan pewarnaan gram. Pewarnaan gram bertujuan untuk menentukan
apakah bakteri tersebut termasuk di dalam kelompok bakteri gram positif atau
kelompok bakteri gram negatif. Cara kerja dari pewarnaan gram yaitu
suspensikan bakteri dengan ose, kemudian letakkan pada obyek dan difiksasi,

tetesi dengan larutan gram A yang mengandung kristal violet, kemudian ditetesi
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dengan akuades, kemudian tetesi dengan larutan gram B yang mengandung
lugol, tetesi dengan larutan gram C yang mengandung alkohol, dan yang terakhir
tetesi dengan larutan gram D yang mengandung safranin (Kismiyati, Subekti,
Yusuf, dan Kusdarwati, 2009).

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan melakukan pewarnaan gram.
Pewarnaan gram bertujuan untuk menentukan apakah bakteri tersebut termasuk
di dalam kelompok bakteri gram positif atau kelompok bakteri gram negatif. Cara
kerja dari pewarnaan gram yaitu suspensikan bakteri dengan ose, kemudian
letakkan pada obyek dan difiksasi, tetesi dengan larutan gram A yang
mengandung kristal violet, kemudian ditetesi dengan akuades, kemudian tetesi
dengan larutan gram B yang mengandung lugol, tetesi dengan larutan gram C
yang mengandung alkohol, dan yang terakhir tetesi dengan larutan gram D yang

mengandung safranin (Kismiyati, Subekti, Yusuf, dan Kusdarwati, 2009).

3.6.2 Uji Daya Hambat

Uji daya hambat dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari
pemberian ekstrak kasar daun bidara yang dilihat dari zona bening di sekeliling
kertas cakram. Metode uji daya hambat berdasarkan pendapat Rustanti (2016)
dengan sedikit modifikasi yaitu larutan agar dituang dalam cawan petri dan
dibiarkan memadat, kemudian ditambahkan dengan 0,1 mL larutan bakteri P.
fluorescens, dari hasil pengenceran, kemudian diratakan dengan triangle. Kertas
cakram yang telah dipreparasi diletakkan di atas permukaan media bakteri dan
diinkubasi pada suhu 32 °C selama masa pertumbuhan optimum bakteri yakni
24-48 jam. Selanjutnya, diukur diameter zona beningnya menggunakan jangka
sorong digital merk . Diameter zona bening adalah diameter yang tidak ditumbuhi
bakteri di sekitar kertas cakram. Preparasi kertas cakram yaitu merendam kertas

cakram ke dalam ekstrak daun bidara sesuai dosis perlakuan dengan variasi
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sampel selama 10 — 15 menit. Kontrol positif dibuat dengan merendam kertas
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cakram dalam tetracycline 30 ppm sedangkan kontrol negatif hanya
menggunakan kertas cakram tanpa perlakuan apapun. Kertas cakram yang
digunakan memiliki diamter 5,85 mm. Pelaksanaan uji daya hambat disajikan

pada Lampiran 3.

UNIVERSITAS

' BRAWIJAYA

3.7 Parameter Uji

Parameter uji dalam penelitian ini ada 2 yaitu parameter utama dan
parameter penunjang. Parameter utama dalam penelitian ini adalah hasil
pengamatan yaitu zona bening yang terlihat disekitar kertas cakram. Parameter

penunjang yaitu suhu inkubasi yang digunakan untuk mengetahui pertumbuhan
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bakteri P. fluorescens selama penelitian.

3.8 Analisis Data
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak kasar daun bidara
terhadap bakteri P. fluorescens dilakukan menggunakan analisa keragaman atau

uji F (ANOVA) sesuai dengan rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak
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Lengkap (RAL) dengan selang kepercayaan 95%. Uiji ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap respon zona bening
yang diukur atau uji F. Apabila nilai uji F berbeda nyata atau berbeda sangat
nyata maka dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) untuk mengetahui

perbedaan antar perlakuan.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Identifikasi Bakteri P. fluorescens
Pengidentifikasian bakteri bertujuan untuk memastikan bahwa bakteri
yang digunakan adalah bakteri P. fluorescens. Proses identifikasi pada penelitian

ini menggunakan metode pewarnaan gram. Pewarnaan gram adalah metode
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yang digunakan untuk mengetahui morfologi sel bakteri serta untuk membedakan
bakteri gram positif dan gram negatif. Hasil pewarnaan gram bakteri P.

fluorescens disajikan pada Gambar 5.
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Bakteri Ry
P. fluorescens | [

Gambar 5. Pewarnaan Gram Bakteri P. fluorescens dengan perbesaran 1000x
(Dokumentasi Pribadi, 2020).
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Hasil dari pewarnaan menunjukkan bahwa bakteri P. fluorescens
termasuk bakteri gram negatif dilihat dari warna yang dihasilkan yaitu warna
merah. Hal ini dikarenakan bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan
yang tipis, lipid yang tebal dan permeabilitas yang cukup tinggi sehingga mudah
melepas zat warna kristal violet dan bakteri hanya menyerap zat warna safranin.

Ciri-ciri bakteri P. fluorescens jika dilihat dari hasil pewarnaan yaitu memiliki
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bentuk tubuh seperti batang berantai pendek dan hidup berkoloni.
Perbedaan warna pada bakteri gram positif dan gram negatif
menunjukkan bahwa adanya perbedaan struktur dinding sel antara kedua jenis

bakteri tersebut. Bakteri gram positif memiliki struktur dinding sel dengan
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kandungan petidoglikan yang tebal sedangkan bakteri gram negatif memiliki
struktur dinding sel dengan kandungan lipid yang tinggi (Fitri dan Yasmin, 2011).

Kegiatan penelitian ini dilakukan uji biokimia terhadap bakteri P.
fluorescens oleh pihak Laboratorium Uji Balai Besar Perikanan Budidaya Air
Payau (BPBAP) Jepara. Hasil uji biokimia yang dilakukan di Laboratorium Uji
BPBAP Jepara dapat disajikan pada Lampiran 4.

Bakteri P. fluorescens merupakan bakteri aerob yang bersifat gram
negatif, berbentuk batang dengan ukuran 0,5 — 1 x 1,5 — 4 ym serta mampu
membentuk siderofor (pigmen kuning kehijauan) pada media yang kekurangan
ion Fe seperti King’s B. Koloni bakteri ini berbentuk bulat, rata dan fluidal.
Tumbuh baik pada kisaran suhu 20 — 41 °C, dengan pH optimum pada kisaran 6
— 7 dan suhu optimum pada 30 °C. (Arwiyanto, Maryudani, dan Azizah, 2007).

Hasil uji biokimia dari bakteri P. fluorescens pada penelitian ini yaitu
bersifat gram negatif, berbentuk batang, katalase positif, oksidase positif, H>S
negatif, indol negatif dan dapat hidup pada suhu 37 °C dan memiliki pigmen
fluorescens. Hasil ini sesuai dengan uji biokimia bakteri P. fluorescens yang
dilakukan oleh Suyono dan Salahudin (2011) yang menunjukkan bahwa P.
fluorescens adalah bakteri gram negatif dan memilkiki sifat biokimia yakni
katalase positif dan glukosa negatif.

Wahyuni, Lianto dan Khaeruni (2014) menyatakan bahwa uji biokimia
merupakan salah satu uji untuk identifikasi bakteri, uji-uji tersebut digunakan
untuk mengetahui aktivitas metabolisme mikroorganisme. Sifat metabolisme
bakteri dalam uji biokimia diamati dari interaksi metabolit-metabolit yang
dihasilkan dengan reagen-reagen kimia dan kemampuannya menggunakan

senyawa tertentu sebagai sumber karbon dan sumber energi.
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4.2 Uji Daya Hambat

Ekstrak kasar daun bidara memiliki sifat antibakteri terhadap P.
fluorescens yang dapat dilihat dengan terbentuknya zona bening di sekeliling
kertas cakram. Zona bening yang dihasilkan oleh aktivitas antibakteri daun bidara
disajikan pada Gambar 6 sedangkan hasil uji daya hambat untuk semua

perlakuan dan ulangan disajikan pada Lampiran 6. Hasil uji dengan lima

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

perlakuan dan tiga kali ulangan didapatkan rata-rata zona bening setelah
dilakukan pengamatan selama 24 jam disajikan pada Tabel 3. Uji analisa sidik
ragam untuk mengetahui pengaruh dari setiap perlakuan disajikan pada Tabel 4.
Untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dilakukan uji Beda Nyata Terkecil

(BNT) yang disajikan pada Tabel 5.
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Gambar 6. Hasil Uji Cakram (Dokumentasi Pribadi, 2020).
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Tabel 3. Data hasil pengukuran zona bening ekstrak bidara terhadap bakteri P.
fluorescens setelah 24 Jam

§ Perlakuan 5 Ulangazn (mm) 5 Total (mm) F\;fgg/i
o it A 6,86 6,77 8,35 21,98 7,33 £ 0,89
l<_): — B 9,13 10,02 9,23 28,38 9,46 + 0,49
@ ; C 9,42 10,41 9,35 29,18 9,73 + 0,59
g < D 9,86 9,76 9,96 29,58 9,86 + 0,10
=~ 4
>0
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H 10,7 10,3 10,4 314 10,47 £ 0,21
Total 140,52
Tabel 4. Analisa Sidik Ragam
Sumber Keragaman | db JK KT F.Hit F5% | F1%
Perlakuan 4 |17,259 | 4,314 | 15,088** | 3,48 5,99
Acak 10 | 2,859 | 0,285
Total 14
Keterangan: (**) berbeda sangat nyata
Tabel 5. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
A B C D E .
Perlakuan | Rerata 733 9.46 9.73 9.86 1047 Notasi
A 7,33 ) a
B 9,46 | 2,13* - b
C 9,73 | 2,40% | 0,27™ - bc
D 9,86 | 2,53* 0,40 | 0,13™ - bc
E 10,47 | 3,14* 1,01* | 0,74™ | 0,61" - c
Keterangan :
Ns : tidak berbeda nyata
* : berbeda nyata
15,00
14,00
E 13,00 y =0,01336x + 7,90
£ 1200 R2= 0,844
_‘g‘ 11,00 > SRR i—— 5
£ 10,00 . e o
£ 9,0 B DO Lo
g 800 SRR
8 7.0 ¢
6,00
5,00
10 60 110 160 210
Dosis Perlakuan (ppm)

Gambar 7. Grafik Zona Bening Daun Bidara

Uji daya hambat dilakukan dengan menggunakan 5 dosis ekstrak daun

bidara yaitu dosis 10 ppm, 60 ppm, 110 ppm, 160 ppm, 210 ppm, kontrol positif

dan kontrol negatif. Dosis yang digunakan dimulai dari 10 ppm merupakan hasil

dari penelitian pendahuluan yang didukung dengan jurnal dimana kertas cakram

yang direndam dalam ekstrak dosis 10 ppm memiliki daya hambat. Penelitian

yang dilakukan oleh Asimuddin, Shaik, dan Fathima (2020) menunjukkan hasil
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pada penggunaan ekstrak daun bidara dengan konsentrasi 7 ppm sudah memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri P. aeruginosa dan E. coli. Perhitungan dosis
perlakukan disajikan pada Lampiran 7. Kontrol positif menggunakan antibiotik
tetracycline 30 ppm yang digunakan sebagai perbandingan. Sedangkan kontrol
negatif hanya meggunakan kertas cakram tanpa adanya perendaman ekstrak
daun bidara.

Data yang tersaji pada Tabel 3 menunjukkan bahwa diameter zona
bening pada setiap dosis memiliki ukuran yang berbeda. Zona bening yang
dihasilkan pada dosis 10 ppm sebesar 7,33 + 0,89 mm; dosis 60 ppm sebesar
9,46 £ 0,49 mm; dosis 110 ppm sebesar 9,73 = 0,59 mm; dosis 160 ppm sebesar
9,86 =+ 0,10 mm dan dosis 210 ppm sebesar 10,47 + 0,21 mm. Hasil yang
didapatkan selama penelitan yakni setiap dosis perlakuan memiliki zona bening
yang berbeda. Diameter zona bening yang terbentuk salah satunya dipengaruhi
oleh konsentrasi ekstrak daun bidara yang digunakan dalam penelitian. Data
hasil penelitian yang lebih rinci disajikan pada Lampiran 8.

Perhitungan pada tabel 4 dapat dilihat bahwa perlakuan E dosis 210 ppm
memiliki rerata zona bening tertinggi sebesar 10,47 + 0,21 mm dan rerata zona
bening terendah pada perlakuan A dosis 10 ppm dengan hasil 7,33 = 0,89 mm.
Tingginya dosis yang diberikan menunjukkan semakin banyak bahan aktif yang
terdapat pada ekstrak tersebut. Jumlah pasta ekstrak yang diberikan pada dosis
210 ppm lebih banyak dibandingkan dosis 10 ppm, maka dapat diartikan bahwa
kandungan bahan aktif pada dosis 210 ppm lebih banyak dibandingkan dengan
dosis 10 ppm. Rerata zona bening pada perlakuan A dosis 10 ppm, perlakuan B
dosis 60 ppm, dperlakuan C dosis 110 ppm, perlakuan D dosis 160 ppm
diklasifikasikan dalam respon hambat “sedang”. Perlakuan E dosis 210 ppm

diklasifikasikan dalam respon “kuat”.
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Hasil perhitungan sidik ragam menunjukkan bahwa ekstrak kasar daun
bidara memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri P. fluorescens dan
memberikan pengaruh yang sangat berbeda nyata. Hal tersebut terlihat dari nilai
F hitung (15,088) yang lebih besar dibandingkan dengan F 5% (3,48). Dapat
diambil kesimpulan yakni HO ditolak sedangkan H1 diterima yang artinya adalah
pemberian ekstrak kasar daun bidara memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri P. fluorescens.

Berdasarkan grafik terlihat bahwa penambahan dosis pada perlakuan
ekstrak daun bidara terhadap zona bening menunjukkan pola linier dengan
persamaan y = 7,90 + 0,01336x dan koefesien R? = 0,844. Nilai R> menunjukkan
bahwa 84,4% penggunaan ekstrak daun bidara dengan dosis yang berbeda
berpengaruh terhadap zona bening yang terbentuk. Pada dosis 10 ppm hingga
210 ppm grafik mengalami peningkatan pada hasil zona bening. Peningkatan
zona bening dipengaruhi oleh bertambahnya dosis atau konsentrasi yang di
berikan pada setiap perlakuan.

Penelitian yang dilakukan Taufig (2018) menunjukkukan hasil bahwa
ekstrak daun bidara pada konsentrasi 10%, 30% dan 90% memiliki aktivitas
antibakteri yang semakin meningkat terhadap E. Coli. Sesuai pendapat Rastina,
Sudarwanto, dan Wientarsih (2015) penjelasan kemampuan suatu bahan
antimikroba dalam meniadakan kemampuan hidup mikroorganisme tergantung
pada konsentrasi bahan antimikroba itu. Berdasarkan hasil penelitian
membuktikan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang diberikan, maka
semakin besar pula diameter zona bening yang terbentuk di sekeliling kertas
cakram.

Dari hasil penelitian selama 24 jam menunjukkan bahwa ekstrak daun
bidara yang baik digunakan berdasarkan kekuatan daya hambat yaitu pada

perlakuan E dengan dosis 210 ppm. Ekstrak daun bidara bersifat bakteriostatik
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terhadap bakteri P. fluorescens karena hanya mampu menghambat pertumbuhan
bakteri, hal tersebut dilihat dari data hasil pengamatan 48 jam yang disajikan
pada Lampiran 8 dimana zona bening semakin menurun.

Rahmawati, Sudjarwo, dan Widodo (2014) menjelaskan bahwa diamater
zona bening terlihat dari zona bening di sekitar lubang. Jika semakin luas zona
bening maka semakin besar suatu bahan dalam menghambat pertumbuhan
bakteri. Siregar, Sabdono, dan Pringgenies (2012) mengungkapkan bahwa
faktor-faktor yang mempengaruhi ukuran daerah penghambatan yaitu sensitivitas
organisme, medium kultur, kondisi inkubasi, dan kecepatan difusi agar. Faktor-
faktor yang mempengaruhi kecepatan difusi agar, yaitu konsentrasi
mikroorganisme, komposisi media, suhu inkubasi, dan waktu inkubasi.

Moningka Kojong dan Sudewi (2015) menyatakan bahwa terdapat
ketentuan daya antibiotik-antibakteri yaitu daerah hambatan 20 mm atau lebih
termasuk kategori sangat kuat, daerah hambatan 10-20 mm kategori kuat,
daerah hambatan 5-10 mm kategori sedang, dan daerah hambatan 5 mm atau
lebih termasuk kategori lemah.

Siregar, Sabdono, dan Pringgenies (2012) memberikan pernyataan
berdasarkan cara kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakterisidal dan
bakteriostatik. Antibakteri bakteriostatik adalah zat yang bekerja menghambat
pertumbuhan bakteri, sedangkan antibakteri bakterisida adalah zat yang bekerja
mematikan bakteri. Aktivitas senyawa antibakteri ditandai dengan terbentuknya
zona bening di sekitar paper disc.

Angelina, Turnip, dan Khotimah (2015) menunjukkan hasil penelitian
bahwa penurunan diameter zona bening dari inkubasi 24 jam sampai dengan
inkubasi 48 jam diduga akibat adanya viskositas ekstrak yang dapat
mempengaruhi kemampuan berdifusi ekstrak kedalam media agar sehingga

mempengaruhi daya hambat. Lebih lanjut Mustafidah, Shaleh dan Alimudin
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(2015) menambahkan bahwa penurunan zona bening ini diduga karena bakteri
mengalami mekanisme resistensi non genetik yaitu bakteri dalam keadaan
istirahat (inaktivasi metabolik) biasanya keadaan ini tidak dipengaruhi oleh
antibakteri. Apabila bakteri berubah menjadi aktif kembali, maka bakteri kembali
bersifat sensitif terhadap antibakteri seperti semula.

Penelitian yang dilakukan oleh Priyanka, Kumar, Bankar dan Karthik
(2014) menunjukkan hasil ekstrak daun bidara dengan konsentrasi 100 ppm
efektif bersifat sebagai antibakteri terhadap P. aeruginosa. Ekstrak daun bidara

juga bersifat antibakteri terhadap P. vulgaris dengan dosis 100 ppm.

4.3 Mekanisme Antibakteri

Ekstrak daun bidara mengandung senyawa aktif yang mampu berperan
sebagai antibakteri. Uji fitokimia daun bidara yang dilakukan di UPT Laboratorium
Herbal Materia Medica menunjukkan hasil bahwa daun bidara positif
mengandung flavonoid, alkaloid, tannin, saponin, dan fenol. Hasil uji fitokimia
disajikan pada Lampiran 5. Mekanisme kerja senyawa antibakteri dibedakan
menjadi dua, yaitu bakteriostatik dan bakteriosidal. Antibakteri tergolong
bakteriostatisk apabila bersifat menghambat pertumbuhan bakteri, sedangkan
jika bersifat membunuh bakteri maka termasuk bakteriosidal. Mekanisme kerja
dari senyawa aktif sebagai antibakteri antara lain dengan cara merusak membran
sel bakteri, mengganggu aktivitas enzim serta denaturasi protein.

Yahaya, Shehu, Isah, Oladele, dan Shemishere (2019) melakukan uiji
fitokimia secara kuantitatif terhadap ekstrak daun bidara. Hasil uji fitokimia
tersebut menunjukkan bahwa kandungan senyawa alkaloid memiliki persentase
paling besar dibandingkan senyawa lainnya yang terdapat dalam ekstrak daun
bidara. Persentase alkaloid sebesar 7,80% sedangkan tannin sebesar 2.85%;

flavonoid sebesar 0.66%, dan saponin sebesar 1.90%. Maka dapat dikatakan
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bahwa senyawa yang paling aktif bekerja sebagai antibakteri dalam ekstrak daun
bidara adalah alkaloid.

Wahdaningsih, Untari, dan Fauziah (2016) menyatakan bahwa
mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri secara umum dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
tersebut. Selain itu senyawa alkaloid terdapat gugus basa yang mengandung
nitrogen akan bereaksi dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding sel
bakteri dan DNA bakteri. Reaksi ini mengakibatkan terjadinya perubahan struktur
dan susunan asam amino sehingga akan menimbulkan perubahan
keseimbangan genetik pada rantai DNA. Hal ini akan menyebabkan terjadinya
lisis sel bakteri yang akan menyebabkan kematian sel pada bakteri.

Heni, Arreneuz, dan Zahara (2015) menambahkan senyawa alkaloid
memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan mekanisme penghambatan dengan
cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
tersebut. Selain itu, alkaloid juga menghambat pembentukan sintesis protein
sehingga dapat mengganggu metabolisme bakteri.

Berdasarkan penelitian Heni, Arreneuz, dan Zahara (2015) mengenai
mekanisme anitbakteri senyawa alkaloid yakni bekerja dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri serta menghambat sisntesis
enzim. Senyawa alkaloid dalam ekstrak daun bidara diketahui bersifat
bakteristatik, karena dalam penelitian ini zona bening mengalami penurunan
pada waktu 48 jam yang berarti hanya bersifat menghambat bakteri P.
fluorescens. Pernyataan tentang mekanisme  alkaloid disampaikan oleh
Oktaviana, Mursiti, dan Wijayati (2019) bahwa alkaloid memiliki kemampuan

sebagai zat antibakteri. Kemampuan alkaloid sebagai antibakteri dikarenakan
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alkaloid dapat menghambat kerja enzim dalam mensintesis protein bakteri,
sehingga metabolisme bakteri terganggu. Alkaloid juga dapat menyebabkan
kematian pada sel bakteri dengan merusak komponen penyusun peptidoglikan.
Gambar 8 menunjukkan reaksi penguraian fosfolipida pada membran
sitoplasma bakteri oleh flavon. Pada perusakan membran sitoplasma, ion H* dari

senyawa fenol dan turunannya (flavonoid) akan menyerang gugus polar (gugus
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fosfat) sehingga molekul fosfolipida akan terurai menjadi gliserol, asam
karboksilat dan asam fosfat. Hal ini mengakibatkan fosfolipida tidak mampu
mempertahankan bentuk membran sitoplasma akibatnya membran sitoplasma
akan bocor dan bakteri akan mengalami hambatan pertumbuhan dan bahkan

kematian (Prajitno,2007).
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Gambar 8. Reaksi penguraian fosfolipida pada membran sitoplasma bakteri oleh
flavon (Prajitno, 2007)

Siregar, Sabdono, dan Pringgenies (2012), menambahkan berdasarkan
cara kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakterisidal dan bakteriostatik.
Antibakteri bakteriostatik adalah zat yang bekerja menghambat pertumbuhan

bakteri, sedangkan antibakteri bakterisida adalah zat yang bekerja mematikan
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bakteri.

4.4 Suhu Inkubasi P. fluorescens
Parameter penunjang dari penelitian ini yaitu suhu selama inkubasi.

Proses pertumbuhan bakteri dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan salah
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satunya yaitu suhu. Suhu inkubasi yang digunakan selama penelitian ini adalah
32 °C. Suhu tersebut masih berada dalam kisaran optimal untuk mendukung
pertumbuhan P. fluorescens. Setiap spesies bakteri dapat tumbuh pada kisaran
suhu optimal yang berbeda.

Nursyirwani dan Amolle (2007) menyatakan bahwa bahwa bakteri P.
fluorescens dapat tumbuh optimal pada kisaran suhu 30-35 °C dan pertumbuhan
nya terhambat apabila suhu diatas 41 °C. Sesuai dengan pendapat Sembiring
dan Sriwuryandari (2000) bakteri P. fluorescens dapat hidup optimal berada pada
kisaran suhu 30-34 °C. Suyono dan Salahudin (2011) menambahkan sifat
morfologi dari bakteri Pseudomonas sp. adalah bentuk sel batang, termasuk
kelompok bakteri gram negatif, motil. Pertumbuhan bakteri Pseudomonas sp.
pada suhu 20-40 °C obligat aerobik.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Nursyirwani dan Amolle
(2007) dapat disimpulkan bahwa suhu inkubasi P. fluorescens selama penelitian
ini berada dalam kisaran optimal. Apabila suhu inkubasi di luar batas optimal
bakteri yakni di atas 41 °C maka akan menghambat pertumbuhan bahkan

menyebabkan kematian pada bakteri tersebut.
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tentang aktivitas antibakteri ekstrak kasar
daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens diperoleh kesimpulan bahwa ekstrak

kasar daun bidara memberikan hasil yaitu memiliki aktivitas antibakteri terhadap

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

P. fluorescens yang bersifat bakteriostatik.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian tentang aktivitas antibakteri ekstrak kasar
daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

serta uji in vivo untuk mendapatkan dosis yang optimal serta membuktikan
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keefektifan ekstrak daun bidara pada organisme budidaya.
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Safranin

Lampiran 2. Dokumentasi Bahan Penelitian (Lanjutan)

aIrdv'an‘’AdoLISOd3y <>< —. — 2’<m m arrdvan‘’AdoLIsSOd3y <>< —. — 2’<m m arrdv'an‘’AdoLISOd3y <>< —. — 2’<m m

SVLISHIAINN SVLISHIAINN SVLISHIAINN




REPOSITORY.UB.AC.ID

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

<
2
2
e
s

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

'BRAWIJAYA

Lampiran 3. Kegiatan Penelitian

A. Pembuatan Ekstrak Daun Bidara (Z. mauritiana)

Daun bidara
dikeringkan

Proses
maserasi
selama 3 hari

maserasi
disaring

Dihaluskan
dengan blender

Dicampur
metanol 80%
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Lampiran 3. Kegiatan Penelitian (Lanjutan)
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C. Pelaksanaan Uji Daya Hambat
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Lampiran 4. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. fluorescens
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Lampiran 5. Hasil Uji Fitokimia Daun Bidara (Z. mautitiana)
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Lampiran 6. Hasil Foto Uji Daya Hambat

e Hasil Foto Uji Daya Hambat selama 24 Jam

1.

2. Perlakuan B dosis 60 ppm
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Lampiran 6. Hasil Foto Uji Daya Hambat (Lanjutan)
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= ]
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7. Kontrol negatif
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<
2
2
e
s

¢ Hasil Foto Uji Daya Hambat selama 48 Jam

1. Perlakuan 10 ppm

e b

By
'6‘1

~ (v )
. &AM
BT Aok
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2. Perlakuan B dosis 60 ppm

3. Perlakuan C dosis 110 ppm
4. Perlakuan D dosis 160 ppm
5. Perlakuan E dosis 210 ppm
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Lampiran 7. Perhitungan Dosis

Pelarut yang digunakan dalam pembuatan ekstrak dosis uji yaitu DMSO
10%, adapun perhitungan dosis yang digunakan sebagai berikut:
a. Dosis 5000 ppm
Pembuatan dosis 5000 ppm merupakan dosis stok ekstrak kasar daun bidara

tertinggi yang digunakan dalam pembuatan dosis 10 — 210 ppm.

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

Pembuatan stok ekstrak sebesar 5000 ppm dengan rumus berikut:

25 mg ekstrak kasar
5ml (0,5 DMSO 100% + 4, 5 aguades steril)

5000 ppm =

b. Dosis 10 ppm

V1 x N1 =V2x N2
1,5mlx 10 =V2 x 5000
V2 = 0,003 ml

=
J
<
o
=
>
x
(]
=
wv
o
a.
L
<

DMSO 10 % = 1,5 ml - 0,003 ml = 1,497 ml

c. Dosis 60 ppm

§ VIxN1  =V2xN2
o it 15mix60  =V2x5000
2= V2 = 0,018 ml
s DMSO 10 % = 1,5 ml — 0,018 ml = 1,482 ml
[a's
§ é d. Dosis 110 ppm
=)
> VIXxN1  =V2xN2

3 ) 1,5mlx 110 = V2 x 5000

V2 = 0,033 ml

DMSO 10 % = 1,5 ml - 0,033 ml = 1,467 ml

d. Dosis 160 ppm

V1x N1 =V2x N2
1,5 ml x 160 =V2 x 5000
V2 = 0,048 ml

DMSO 10 % =1,5ml - 0,048 ml = 1,452 ml

REPOSITORY.UB.AC.ID

e. Dosis 210 ppm

V1 x N1 =V2 x N2
1,5ml x 210 =V2 x 5000
V2 = 0,063 ml

DMSO 10 % = 1,5 ml - 0,063 ml = 1,437 ml

UNIVERSITAS
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Lampiran 8. Analisis Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara

e Data hasil pengukuran zona bening ekstrak kasar bidara terhadap
bakteri P. fluorescens setelah 24 Jam

Perlakuan £ Ulanga;n (mm) > Total (mm) Rse.lfg?\/i
A 6,86 6,77 8,35 21,98 7,33+ 0,89
B 9,13 10,02 9,23 28,38 9,46 + 0,49
C 9,42 10,41 9,35 29,18 9,73 £ 0,59
D 9,86 9,76 9,96 29,58 9,86 + 0,10
E 10,5 10,3 10,4 31,4 10,47 £ 0,21
Total 140,52

e Data hasil pengukuran zona bening ekstrak kasar bidara terhadap
bakteri P. fluorescens setelah 48 jam

g Perlakuan Ulangan (mm) Total (mm) Rerata +
o 1 2 3 STDEV
g A 6,21 6,02 7,32 19,55 6,52 + 0,70
§ B 8,87 9,65 8,83 27,35 9,12 £+ 0,46
e C 9,03 9,71 8,77 27,51 9,17 £ 0,49
D 9,33 9,16 9,21 27,7 9,23 £ 0,09
§ E 9,88 | 9,57 10,05 29,5 9,83 + 0,24
< Total 131,61
V) —
= § Perhitungan
e
(W]
= é e Faktor Koreksi (FK) =—
S0
) _ 140,527
~ 15
= 1316,39

e Jumlah Kuadrat (JK total) =) x> — FK
= (A12+ A22 + A32+ ... + E3?) - FK

= (6,862 +6,77% + 8,35% + ... +10,4%) — 1316,39
= 20,12

=
J
<
o
=
>
x
(]
=
wv
o
[-9
w
<

a —E{E -r!.]z —

r

e JK Perlakuan FK

_ (TA®+TB®+TC*+ TD*+TE?)

- FK

¥

21,987+ 23,38%429,18%+ 29,58%+31 .47
X 3

—1316,39
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=17,26

o JK galat = JK Total-JK Perlakuan

=20,12-17,26
=2,86

e db Total (nxr)-1

5x3)-1

' BRAWLJAYA
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= 14

n-1

e db Perlakuan

5-1

=4

e db Galat = db Total — db Perlakuan

=
J
<
o
=
>
x
(]
=
wv
o
a.
L
<

=15-5

=10
e Analisa Sidik Ragam dengan Uji F tabel aktivitas antibakteri ekstrak
kasar daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens selama 24 jam

:
V) =
é - Sumber Keragaman | db JK KT F.Hit F5% | F1%
&2 3 Perlakuan 4 117,259 | 4,314 |15,088* | 3,48 5,99
> é Acak 10 | 2,859 | 0,285
<o Total 14

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata

N

Berdasarkan tabel di atas didapatkan hasil bahwa aktivitas ekstrak kasar
daun bidara terhadap bakteri P. fluorescens memberrikan pengaruh berbeda
sangat nyata. Hal ini dikarenakan nilai F. Hitung sebesar 15,088 lebih besar

daripada nilai F 5% dan F 1%. Maka nilai HO ditolak yang berarti perlakuan yang

REPOSITORY.UB.AC.ID

diberikan terhadap bakteri memiliki hasil berbeda sangat nyata, dan penggunaan
ekstrak kasar daun bidara dengan konsentrasi yang berbeda memberikan
pengaruh berbeda sangat nyata terhadap pertumbuhan bakteri P. fluorescens.
Selanjutnya untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dilakukan uji BNT

(Beda Nyata Terkecil).
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Lampiran 8. Analisa Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara (Lanjutan)

e Hasil Uji BNT (Beda Nyata Terkecil)

< A B C D E :
Perlakuan | Rerata Notasi
E 7,33 9,46 | 9,73 | 9,86 | 10,47
V) = A 7,33 y a
ég B 9,46 | 2,13* - b
& ~ C 9,73 | 240% | 027™ | - bc
ZD: D 986 | 2,53* 0,40"™ | 0,13"s - bc
<o E 1047 | 314+ | 101* |074™ | 061" | - c
X Keterangan:
ns : Tidak berbeda nyata
* : Berbeda nyata
. SED — l:.rKl"ncfzk\
\] ulangan (r]
e
§ _ [zx0285
< N3
S
§ =0,44

e BNT5% =t(0,05dbG)SED =2,28 x 0,44 = 0,97

<<
S
2 s » Tabel Uji Polinomial Orthogonal
E 3 Perlakuan Tot_al D PerbanFiingan ((;i) .
= <L (T) | Linier | Kuadratik | Kubik | Kuartik
=~ 4 A 21,98 32 2 -1 1
>0 B 28,38 | -1 1 2 -4
) C 29,18 0 -2 0 6
D 29,58 1 -1 -2 -4
E 31,4 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) 20,04 -9,56 7,02 -3,38
2 Hasil Kuadrat 10 14 10 70
= Kr= (Zcir2)*r 30 42 30 210
S JK=Q"2/Kr 13,39 22| 1,64 0,05
8 Total JK Regresi 15,56
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Lampiran 8. Analisa Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara (Lanjutan)

» Tabel Sidik Ragam Regresi

§ K;‘;g":rﬁ;n db JK KT | F.Hitung | F5% | F1%
N s Perlakuan 4 15,56 541 | 12,06
s § Linier 1] 1339| 13,39| 4681*
& ~ Kuadratik 1 2,18 2,18 7,61*
= o’ Kubik 1 1,64 1,64 5,74*
<o Kuartik 1 0,05 0,05 0,19™
Acak 10 2,86 0,29 1ns
Total 14 35,68
Keterangan :
** = Berbeda sangat nyata
ns = Tidak berbeda nyata
)
g s JKE Linier
] 1. KT Linier = Toray
> iniar
S 13,39
S Bra
= =13,39
. JE Kuadratik
< 2. KT Kuadratik = TN
uaarall
2z _218
V) = R
= S = 2,18
o
L < / JK Kubik
> oF 3. KT Kubik —_—
= db kubik
o5 _L64
1
=1,64
K Kuatrik
4. KT Kuatrik it arix
db kuatrik
s 0,05
g Bre
2 =0,05
o
§ / . KT Kuadratik
2 5. F Hitung Kuadratik =/
& KT Acak
_218
0,29
=7,61

<
2
)
o
[+e
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Lampiran 8. Analisa Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara (Lanjutan)

_ KT Kubik

KT Acak
1,64

0,29
=574

6. F Hitung Kubik

] . KT Kuatrik
7. F Hitung Kuatrik Ses——S1
KT Acak

0,05
0,29
=0,19

Dari hasil sidik ragam terlihat bahwa regresi linier berbeda sangat nyata,
berarti regresi yang sesuai untuk kurva respon ini adalah regresi linier dimana

koefisien determinasinya sebagai berikut:

R2 Linier 10,824
R2 Kuadratik : 0,432
R2 Kubik 10,365

Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F

hitung linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu 46,81.

o Mencari persamaan linier y = a + bx
X Y XY X2
10 6,86 68,6 100
10 6,77 67,7 100
10 8,35 83,5 100
60 9,13 547,8 3600
60 10,02 601,2 3600
60 9,23 553,8 3600
110 9,42 1036,2 12100
110 10,41 1145,1 12100
110 9,35 1028,5 12100
160 9,86 1577,6 25600
160 9,76 1561,6 25600
160 9,96 1593,6 25600
210 10,7 2247 44100
210 10,3 2163 44100
210 10,4 2184 44100
>x=1650 140,52 16459,2 | 256500
Rerata=110 9,37
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Lampiraan 8. Analisa Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara (Lanjutan)

(Zx.Zy)
Gy e T

S v Univeranse

< X . o |
2= _ (16459,2) -(1650x140,52)/15

— - ke
= 3 (256500 - —‘1615;:'
o <
> = 0,01336
Sn
=

(3y) (3x)
\ b i ET‘:‘II -{bil ETX)

140,52 1650
= - ( 0,01336 —)
15 15

=7,90

Persamaan Linier y = bo + bix
y = 7,90 + 0,01336x

10  =7,90 + 0,01336 (10)

REPOSITORY.UB.AC.ID

= 7,90 + 0,1336
= 8,03

60  =7,90 + 0,01336 (60)
= 7,90 + 0,8016
=8,70

UNIVERSITAS

110 =7,90+ 0,01336 (110)

<
C
2
>
e

)

= 7,90 + 1,4696
=9,37

160 = 7,90 + 0,01336 (160)
= 7,90 + 2,1376
= 10,04

REPOSITORY.UB.AC.ID

210  =7,90 + 0,01336 (210)
= 7,90 + 2,8056
= 10,70

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

68



69

REPOSITORY.UB.AC.ID

Lampiran 8. Analisa Data Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Bidara (Lanjutan)

JK Linier

RZ =
JK Linier+JK Acak

13.39
13,39 +2.86

0,844766

r =R

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

\/0,844766
=0,919112
Berdasarkan perhitungan a dan b, maka didapatkan persamaan linier
sebagai berikut : y = 7,90 + 0,01336x

> Grafik Hubungan Zona Bening antar Perlakuan Ekstrak Daun
Bidaraterhadap Bakteri P. fluorescens
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15,00

14,00 y =7,90 + 0,01336x
£ 1300 R?=0,844
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10 60 110 160 210
Dosis Perlakuan (ppm)
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