UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK DAUN KIPAHIT
(Tithonia diversifolia) TERHADAP BAKTERI
Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda
DAN Edwardsiella ictaluri

OLEH

MIKE OKTARIA DANI
NPM : 174310201

SKRIPSI

Diajukan sebagai Syarat untuk Memperoleh
Gelar Sarjana Perikanan

1“"““‘.’?.‘.'41

X

il
a

PROGRAM STUDI BUDIDAYA PERAIRAN
FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSTAS ISLAM RIAU
PEKANBARU
2021



UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK DAUN KIPAHIT
(Tithonia diversifolia) TERHADAP BAKTERI
Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda

A omy e W

SKRIPSI
NAMA : MiIKE OKTAKRKIA DANI
NPM + 174310201

PROGRAM STUDI : BUDIDAYA PERAIRAN

K ARV ATTENAT A JXINT TELABDIPERT A LYANIK ANTDAT AM UTIAN
KOMPREHENSIF YANG TELAH DILAKSANAKAN PADA TANGGAL 09 JULI
2021 DAN TELAH DISEMPURNAKAN SESUAI SARAN YANG TELAH

™71 C‘E“I’)AV ATT I/ADWV A TT NATATT IY‘I\JUD'I‘T‘I’)AVA JC‘VA‘D AT DONVET CQATANT
Eid S L L By BROAAN L SR BAdVARO MR RLVE UIVELANAS L SR A BEIN Auuj_.unlnn

STUDI PADA FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS ISLAM RIAU

DISETUJUI OLEH:

DOSEN PEMBIMBING

ML, -

Dr. Jarod Setiay., S.P1, M.Sc
NIDN: 1016066802

- <) :?:“:‘-N_‘ i
_ ,:.:;'-'_«:‘.'jﬁﬂ.:‘gé}yt:a YT TAS DEDTANTAN > s TIIA PROGDAM STTIDI
&/ ANRERSITAS ISLAM RIAU " VBUDIDAYA PERAIRAN
- A f) | {0 a .". .
\ — /
D ASiti Zahrah, MP Dr. Jarod Setiaji, S.Pi. M.Sc

NIDN: 0013080004 NIDN: 1016066802



UNIVERSITAS ISLAM RIAU

KARYA ILMIAH INI TELAH DIPERTAHANKAN DALAM
PERAIRAN FAKULTAS PERTANIAN

UJIAN KOMPREHENSIF PROGRAM STUDI BUDIDAYA

=
>
B |
E

.d
=)
-

TANGGAL: 09 Juli 20

Dokumen ini adalah Arsip Milik :
Perpustakaan Universitas Islam Riau



BIOGRAFI PENULIS

Mike Oktaria Dani adalah nama penulis skripsi ini.
Lahir pada tanggal 27 Oktober 1999, di Padang
Kecamatan Lubuk Begalung, Provinsi Sumatera Barat.

Penulis merupakan anak terakhir dari 6 bersaudara dari

pasangan Alm Dasril dan Ismarni. Penulis pertama kali

'I, masuk SD Negeri 12 Tanah Sirah pada tahun 2006 dan
tamat tahun 2012, pada tahun yang sama penulis melanjutkan pendidikan ke SMP
Semen Padang dan tamat pada tahun 2014. Setelah tamat di SMP penulis
melanjutkan ke SMA PGRI 2 Padang dan tamat pada tahun 2017. Kemudian pada
tahun 2017 penulis terdaftar sebagai Mahasiswi di Universitas Islam Riau, Fakultas
Pertanian, Program Studi Budidaya Perairan. Dengan izin Allah SWT pada tanggal 9
Juli 2021 penulis berhasil menyelesaikan pendidikan Sastra-1 (S1) dan sekaligus
berhasil meraih gelar Sarjana Perikanan Sastra-1 (S1) dengan judul penelitian “Uji
Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kipahit (7ithonia diversifolia) Terhadap Bakteri
Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda dan Edwardsiella ictaluri”. Dibimbing

oleh Bapak Dr. Jarod Setiaji, S.P1, M.Sc.

Mike Oktaria Dani, S.Pi



UCAPAN TERIMA KASIH

Dalam penyusunan skripsi ini, penulis banyak mendapat dukungan dan juga

saran dari berbagai pihak. Peneliti dan sekaligus penulis haturkan kehadiran Allah

SWT berkat rahmat, taufik dan hidayah Nya, serta kesehatan dan kesempatan kepada

penulis. Pada kesempatan ini penulis mengucapkan terima kasih yang sebesar-

besarnya kepada :

1.

Orang tua yaitu Ibu yang selalu mendoakan dan memberikan dukungan moril
maupun materil demi kesuksesan penulis.

Bapak Prof. Dr. H. Syaftrinaldi, S.H, M.CL selaku Rektor Universitas Islam Riau
(UIR).

Ibu Dr. Ir. Hj. Siti Zahrah, MP selaku Dekan Fakultas Pertanian Universitas
Islam Riau.

Bapak Dr. Jarod Setiaji, S.Pi, M.Sc selaku Ketua Program Studi Budidaya
Perairan dan Dosen Pembimbing yang telah banyak membantu penulis.

Ibu Hj. Sri Ayu Kurniati, SP, M.Si selaku Sekretaris Program Studi Budidaya
Perairan.

Bapak Ir. T. Iskandar Johan, M.Si selaku Ketua Balai Benih Ikan (BBI) Fakultas
Pertanian Universitas Islam Riau.

Bapak Muhammad Hasby, S.Pi, M.Si, Bapak Dr. Ir. H. Agusnimar, M.Sc, Bapak
Ir. H. Rosyadi, M.Si dan Bapak Ir. Fakhrunnas M Jabbar, M.I.Kom selaku Dosen
Perikanan Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau yang telah mendidik dan

membekali ilmu pengetahuan yang sangat berguna dan bermanfaat untuk penulis.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Hisra Melati, S.Pi, M.Si, Rahman Fauzi, S.Pi, F.A. Faza, S.Pi selaku Pengurus
Balai Benih Ikan (BBI) UIR yang telah memberikan bantuan serta masukan
sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi ini.

Valentio F.P, S.Si selaku staff laboratoium Balai Benih Ikan (BBI) UIR yang
telah memberikan bantuan serta masukan sehingga penulis dapat menyelesaikan
penelitian dan skripsi ini.

Desma dewi, Andi Putra, Deliati, Atri Yeni dan Lisa Anggraini yaitu Keluarga
dan saudara, yang telah memberikan dukungan moril dan materil kepada penulis
sehingga dapat menyelesaikan studi ini.

Sahabatku Yelli R dan Lisa Y yang telah memberikan semangat dan dukungan
moril kepada penulis sehingga dapat menyelesaikan skripsi ini.

Apriansyah, Putri Marina, Rahmat Huluan, Ahmed Bahri, S.Pi dan Annisa Fajar
yang membantu penulis dalam penelitian dan masukan sehingga dapat
menyelesaikan skripsi ini.

Keluarga besar HIMAPIKAN tanpa disebutkan nama masing-masing terima
kasih atas dukungan juga canda tawanya, semoga terus terjalin ikatan
kekeluargaan dimanapun kita berada.

Nurul F, Ristina, Andre S, Nurman A, Syawal M, Kevin M dan Japri Y. yaitu
teman-teman seperjuangan angkatan 2017 yang telah memberikan dorongan serta
masukan sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi ini.

Semua pihak yang tidak dapat disebutkan namanya satu persatu, terimakasih atas

segalanya.



ABSTRAK

MIKE OKTARIA DANI (174310201) “UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI
DAUN KIPAHIT (Tithonia diversifolia) TERHADAP BAKTERI Aeromonas
salmonicida, Edwardsiella tarda dan Edwardsiella ictaluri”. Dibawah bimbingan
Bapak Dr. Jarod Setiaji, S.Pi., M.Sc. Penelitian ini dilakukan selama 30 hari di
laboratorium Balai Benih Ikan (BBI) Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun
Kipahit terhadap pertumbuhan bakteri 4 salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri dan
untuk mengetahui konsentrasi ekstrak daun Kipahit yang baik untuk menghambat
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri. Bahan yang digunakan
pada penelitian ini yaitu ekstrak daun Kipahit, pelarut etanol 95%, bakteri A4
salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri. Metode yang digunakan adalah metode
eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan
2 ulangan yaitu P1 konsentrasi (10%), P2 konsentrasi (20%), P3 konsentrasi (30%),
P4 konsentrasi (40%) dan P5 konsentrasi (50%). Hasil penelitian menunjukkan
senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak daun Kipahit (7.
diversifolia) berdasarkan uji fitokimia adalah alkaloid, fenolik, flavonoid dan
steroid/terpenoid. Ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri, dan zona hambat yang
dihasilkan pada kategori sangat kuat.

Katakunci : Ekstrak, daun Kipahit (7ithonia diversifolia), Aeromonas salmonicida,
Edwardsiella tarda dan Edwardsiella ictaluri.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Usaha budidaya perikanan memiliki potensi yang besar dari segi ekonomi.
Dalam kegiatan budidaya yang menguntungkan memiliki resiko yang cukup
besar, karena ikan merupakan makhluk yang bernyawa dan kapan saja bisa
mengalami kematian. Kematian pada ikan disebabkan oleh umur ikan, kondisi
lingkungan, dan wabah serangan penyakit. Penyakit ikan adalah sesuatu yang
menimbulkan gangguan pada ikan baik secara langsung maupun tidak langsung.
Salah satu patogen penyebab timbulnya penyakit pada usaha budidaya adalah
bakteri, bakteri merupakan organisme yang sering ditemukan pada lingkungan
perairan, tidak memiliki membran inti sel dan memiliki ukuran yang sangat kecil.

Menurut Novriadi et al. (2014) bakteri merupakan organisme yang paling
umum dijumpai di lingkungan akuatik serta memiliki keragaman morfologi,
ekologi dan fisiologi yang cukup tinggi. Sebagian besar bakteri patogen pada
budidaya ikan memiliki sel berbentuk batang pendek dan bersifat Gram negatif.
Adapun jenis bakteri yang menjadi penyebab utama penyakit infeksi pada ikan
antara lain: A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Menurut Handayani (2012) bakteri A. salmonicida merupakan patogen
opportunistik, yang dapat menyerang baik ikan air tawar maupun ikan air laut.
Bakteri ini berbentuk batang pendek dengan ukuran 1,3 — 2,0 x 0,8 — 1,3 um, tidak
motil, bersifat gram negatif. Kemudian menurut Holts (1994) bakteri E. tarda
memiliki ukuran 1pm x 2 — 3 um, berbentuk batang pendek, non acud fast, tidak

berspora dan tidak berkapsul. Sedangkan menurut Mayer dan Bullock (1973)



bakteri E. ictaluri memiliki bentuk batang, tepian rata, memiliki koloni cembung
dan berwarna putih.

Untuk itu dibutuhkan suatu pengobatan yang berguna untuk penyembuhan
bakteri pada ikan tersebut, salah satu pengobatan yang baik dan tidak memiliki
efek samping tentunya ialah pengobatan dengan menggunakan bahan alami.
Bahan alami sebagai antibakteri alternatif yang dapat digunakan untuk
menghambat dan membunuh bakteri. Salah satu bahan alami yang dapat
digunakan sebagi antibakteri yaitu daun Kipahit.

Menurut Wardhana dan Diana (2014) menyatakan bahwa tanaman daun
Kipahit (7. diversifolia) memiliki aktivitas antibakteri. Tanaman daun Kipahit (7.
diversifolia) ini mengandung senyawa golongan alkaloid dan golongan flavonoid.
Hal ini sesuai dengan pernyataan Nurjanah et al. (2018) bahwa tanaman daun
Kipahit merupakan salah satu tanaman obat yang digunakan sebagai obat
tradisional di Indonesia bahkan diberbagai negara lainnya. Tanaman ini
mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin. Berdasarkan
informasi tersebut, sifat antibakteri pada tanaman daun Kipahit diduga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas fluorescens.

Berdasarkan uraian di atas, penulis tertarik meneliti aktivitas bakteri
tumbuhan daun Kipahit terhadap bakteri lainnya yang belum diteliti yaitu bakteri

A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.



1.2.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas rumusan masalah dalam penelitian ini

adalah sebagai berikut :

1.

1.3.

Apakah ekstrak daun Kipahit memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Berapakah konsentrasi ekstrak daun Kipahit yang baik untuk menghambat
pertumbuhan bakteri 4. sa/monicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Batasan Masalah

Batasan masalah yang terdapat dalam penelitian ini adalah aktivitas

antibakteri dari ekstrak daun Kipahit dengan konsentrasi yang berbeda terhadap

bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

1.4.

1.5.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun Kipahit terhadap
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak daun Kipahit yang baik untuk

menghambat pertumbuhan bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

Memberikan informasi ilmiah bahwa ekstrak daun Kipahit dapat digunakan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E.
ictaluri.

Sebagai bahan rujukan dan pertimbangan bagi peneliti selanjutnya agar

dapat menghasilkan penelitian yang lebih maksimal dan relevan.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Daun Kipahit (Tithonia diversifolia)
Menurut Tania et al. (2016) klasifikasi Kipahit (7. diversifolia) adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spematophyta
Kelas : Dicotiledoneae

Sub Kelas : Metaclamideas
Ordo : Campanulate
Family : Asteraceae

Genus : Tithonia

Species : Tithonia diversifolia

it

Gambar 1. Daun Kipahit (7. diversifolia) (Dokumentasi Pribadi)
Tumbuhan Kipahit atau kembang bulan atau bunga matahari Mexico
diperkirakan berasal dari Meksiko, menyebar ke negara-negara tropika basah atau

subtropika di Amerika Selatan, Asia, dan Afrika (Sonke, 1997). Kipahit termasuk



family Asteraceae, dapat tumbuh baik pada tanah yang kurang subur, sebagai
semak di pinggir jalan, lereng-lereng tebing atau sebagai gulma di sekitar lahan
pertanian. Adaptasi tumbuhan Kipahit cukup luas, berkisaran antara 2 — 1.000 m
di atas permukaan laut (Jama et al. 2000).

Tanaman daun Kipahit (7. diversifolia) berupa tumbuhan perdu dengan
tinggi mencapai 5 m, batang tegak, bulat, berkayu, dan berwarna hijau. Daun
tunggal berseling dengan panjang 26 — 32 cm, lebar 15 — 25 cm, ujung dan
pangkal runcing, pertulangan menyirip, dan berwarna hijau. Bunga manjemuk
muncul di ujung ranting, tangkai bulat, kelopak berbentuk tabung, berbulus halus,
putik melengkung, dan berwarna kuning. Buahnya berbentuk kotak, bulat, buah
muda berwarna hijau dan buah tua berwarna cokelat. Biji berbentuk bulat, keras,
dan berwarna cokelat. Tanaman ini berakar tunggang dan berwarna putih kotor
(Hutapea, 1994).

Tanaman daun Kipahit ini kaya akan insulin yang terdiri dari gula-gula
fruktosa yang tidak dapat dicerna oleh enzim pencernaan tetapi difermentasi oleh
usus besar. Oleh karena itu dengan mengkomsumsi daun Kipahit ini secara rutin

dan teratur dapat menurunkan kadar gula dalam darah (Widowati, 2006).

2.2. Kandungan Daun Kipahit (Zithonia diversifolia)

Senyawa komponen aktif yang terkandung di dalam ekstrak tumbuhan dapat
menimbulkan daya hambat terhadap pertumbuhan mikroorganisme. Essiett dan
Akpan (2013) menyatakan bahwa pada tanaman daun Kipahit (7. diversifolia) ini
terdapat senyawa aktif yaitu saponin, tanin, flavonoid dan alkaloid. Kehadiran dari
beberapa metabolit sekunder ini menunjukkan bahwa tanaman tersebut memiliki

peran penting secara medis dan dapat digunakan beberapa pengguna etno.



Tanaman ini memiliki aktivitas antioksidan, antialergi, antiinflamasi, antimikroba,
dan antikanker. Kehadiran tanin menunjukan bahwa tanaman ini memiliki
aktivitas antivirus dan antibakteri dan dapat menyembuhkan luka. Sedangkan
senyawa aktif saponin sangat penting karena bersifat kardoaktif.

Michael et al. (2011) menyatakan bahwa saponin berfungsi sebagai zat
antibakteri, antijamur, antioksidan dan antiinflamasi, senyawa saponin yang
terkandung pada daun bidara dapat diperoleh melalui ekstraksi.

Tanin merupakan fenolat polimer yang larut dalam air yang mengendapkan
protein. Tanin juga dapat menjadi racun bagi bakteri berfilamen, tanin dapat
mengikat dinding sel bakteri dan mencegah pertumbuhan dan aktivitas protease
(Gutierrez et al. 2013).

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang umum ditemukan di alam,
manfaat dari flavonoid yaitu menjaga pertumbuhan normal, pengaruh infeksi dan
kerusakan. Flavonoid sudah dikenal sebagai antibakteri, anti karsinogenik, anti
alergi, anti tumor, dan digunakan sebagai pengobatan tradisional (Harbone, 1997).
Mekanisme yang dimiliki oleh flavonoid dalam memberikan efek antibakteri
dengan cara merusak dinding sel bakteri.

Kandungan alkaloid dalam ekstrak etanol daun Kipahit mempunyai
kemampuan antibakteri karena memiliki gugus aromatik kuartener yang mampu
berinterkalasi dengan DNA. Selain itu alkaloid juga mampu mengganggu
integritas komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri. Peptidoglikan
merupakan suatu komponen penyusun dinding sel bakteri sehingga adanya
gangguan tersebut akan menyebabkan lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk

secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Rahman et al. 2017).



Mekanisme senyawa terpenoid sebagai antibakteri dengan membentuk
ikatan polimer yang kuat dengan porin sehingga mengakibatkan rusaknya pada
porin. Rusaknya porin mengakibatkan sel bakteri mengalami kekurangan nutrisi
sehingga pertumbuhan bakteri tersebut menjadi terhambat (Hasibuan dan

Rosidanelli, 2016).

2.3. Proses Ekstraksi

Menurut Berk (2009) ekstraksi merupakan proses pemisahan berdasarkan
kelarutan bahan, proses ekstraksi memiliki dua perbedaan kelarutan bahan.
Ekstrak disaring menggunakan kain saring agar antara ampas dan filtratnya
terpisah (Anditasari et al. 2014). Menurut Rahayu (2009) ekstraksi merupakan
pemisahan suatu zat dari campurannya dengan pembagian sebuah zat terlarut
antara dua pelarut yang tidak dapat tercampur untuk mengambil zat terlarut
tersebut dari satu pelarut ke pelarut lain.

Ekstrak merupakan bahan kering yang digunakan untuk ekstraksi, yang
mana hasilnya berbentuk kental maupun cair. Adapun peroses cara pengerjaannya
yaitu dengan melakukan penyaringan simplisia tumbuhan atau hewan sesuai
prosedur, diluar pengaruh cahaya matahari secara langsung. Ekstraksi merupakan
proses pengambilan senyawa kimia dari ekstrak dengan cara pelarut dikocok agar
kandungan kimia yang terdapat pada tumbuhan atau hewan dapat larut dan
terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Terdapat dua cara
ekstraksi yang umum digunakan yaitu dengan cara dingin dan panas. Adapun cara
dingin yang digunakan yaitu dengan cara maserasi dan perkolasi, sedangkan cara
panas yaitu dengan melakukan reflux, soxhlet, digest, infusa, dan dekokta

(Departemen Kesehatan III, 1979).



Sedangkan menurut Aisyah (2015) Ekstraksi merupakan proses pencarian
senyawa aktif dari nabati dan hewani. senyawa aktif yang terdapat di dalam sel
tumbuhan maupun sel hewan memiliki ketebalan yang berbeda, sehingga perlu
adanya metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut tertentu dalam
mengekstraksinya. Ekstraksi kandungan kimia yang terdapat dalam tumbuhan
dilakukan dengan tujuan menarik senyawa kimia yang terdapat dalam ekstrak
yang merupakan bahan alami yang terdapat pada tumbuhan. Ekstrak ini
didasarkan pada prinsip perpindahan massa komponen zat kedalam pelarut,
dimana perpindahan itu dimulai dengan terjadi pada lapisan antar muka kemudian
berdifusi masuk ke dalam pelarut.

Mukhriani (2014) menjelaskan bahwa pembuatan ekstrak khususnya untuk
bahan yang berasal dari tumbuhan tahapannya adalah sebagai berikut :

1. Pengelompokan bagian tumbuhan (daun, batang, bunga, dan lain-lain),
pengeringan dan penggililngan bagian tumbuhan.

2. Pemilihan pelarut, ini digunakan untuk memisahkan zat aktif. Pelarut yang
dipilih secara selektif tergantung pada zat aktif yang diharapkan

3. Pemisahan dan pemurnian merupakan pemisahan zat aktif yang diharapkan
sehingga didapatkan ekstrak murni.

4. Pengeringan ekstrak ini bertujuan untuk menghilangkan pelarut dari bahan
sehingga menghasilkan massa kering keruh.

5. Rendemen yaitu perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simplisia awal.

Irianty et al. (2012) menambahkan proses ekstraksi dipengaruhi oleh suhu,

ukuran partikel, jenis pelarut, waktu ekstraksi, dan metode ekstraksi.



Maserasi

Simanjuntak (2008) menyatakan bahwa metode ekstraksi yang umum
dipakai adalah metode perendaman karena cara pengerjaan dan peralatannya yang
sederhana. Adapun masalah saat melakukan ekstraksi menggunakan cara ini yaitu
penggunaan pelarut yang banyak dan penggunaan waktu dalam mengekstraksi
bahan baku yang cukup lama.

Istigomah (2014) menyatakan bahwa maserasi proses ekstrak simplisia
yang menggunakan larutan tertentu dengan pengadukan pada suhu ruangan.
Maserasi ini berfungsi untuk mengambil senyawa-senyawa berkhasiat yang tahan
terhadap panas ataupun tidak, maserasi merupakan cara ekstraksi yang paling
mudah.

Istiqgomah (2014) menambahkan bahwa metode maserasi dapat dilakukan
dengan cara memasukan serbuk tanaman dan pelarut kedalam wadah yang
tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi selesai ketika sudah tercapai
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi
dalam sel tanaman. Setelah melakukan proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari
sampel dengan melakukan penyaringan. Kerugian dalam menggunakan metode ini
yaitu membutuhkan cukup banyak waktu, serta pelarut yang digunakan cukup
banyak dan besar kemungkinan beberapa senyawa yang terdapat dalam ekstrak
akan hilang. Namun disisi lain metode ini dapat menghindari rusaknya senyawa-

senyawa yang bersifat termolabil.

Pelarut
Menurut Ardydi (2013) berdasarkan kepolaran pelarut, pelarut terbagi

dalam tiga kategori yaitu :



1. Pelarut Protik Polar
Protik menunjukan atom hydrogen yang menyerang atom elektronegatif
yang dalam hal ini adalah oksigen. Dengan kata lain pelarut protik polar adalah
senyawa yang memiliki rumus umum ROH. Contoh dari pelarut protik polar
adalah air (H,0), metanol (CH3OH), dan asam asetat (CH;COOH).
2. Pelarut Aprotik
Polar apotik menunjukan molekul yang tidak mengandung ikatan O-H.
pelarut dalam kategori ini semuanya memiliki ikatan yang memiliki ikatan dipol
besar. Contoh dari pelarut ini adalah aseton (C3HgO) dan etil asetat (C4HgO»,).
3. Pelarut Non-Polar
Pelarut nonpolar merupakan senyawa yang memiliki konstanta dielektrik
yang rendah dan tidak larut dalam air. Contoh pelarut dari kategori ini adalah

benzene (CgHg), karbon tetraklorida (CCly), dan etil eter (CH;CH,OCH,CH3).

2.4. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Nuraina (2007) menyatakan bahwa pengujian aktivitas antibakteri
merupakan suatu proses pengukuran seberapa besar konsentrasi yang dihasilkan
dari senyawa dalam memberikan efek kepada mikroorganisme. Adapun faktor
yang mempengaruhi kemampuan antimikroba dalam menghambat pertumbuhan
mikroba yaitu : zat antimikroba, suhu, penyimpanan, sifat dari mikroba itu seperti
jumlah, umur, dan keadaan mikroba, sifat fisika serta kimia dari makanan seperti
kadar air, derajat keasaaman (pH) dan jumlah senyawa.

Menurut Jawetz et al. (2007) menyatakan bahwa metode yang sering

digunakan yaitu metode difusi kertas cakram. Kertas cakram mengandung
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beberapa obat yang diletakan di atas medium padat yang diinokulasi terhadap
permukaan pada organisme yang diuji. Selanjutnya melalui proses inkubasi,
diameter zona bening di sekitar kertas cakram diukur untuk pengukuran dalam
kekuatan inhibisi obat dalam melawan organisme tertentu.

Metode difusi terbagi menjadi beberapa cara antara lain menurut (Jawerz et
al.2007) :

1. Metode Silinder Gelas

Metode silinder yaitu meletakan beberapa silinder yang terbuat dari gelas
atau besi tahan karat di atas media agar yang telah diinokulasi dengan bakteri.
Tiap silinder ditempatkan sedemikian rupa hingga berdiri diatas media agar, diisi
dengan larutan yang akan diuji dan diinkubasi. Setelah di inkubasi, pertumbuhan
pada bakteri diamati untuk melihat ada atau tidaknya daerah hambatan
disekeliling silinder.

2. Metode Kertas Cakram (Disk diffusion)

Metode cakram kertas adalah meletakan cakram kertas yang telah direndam
dengan larutan uji diatas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri.
Setelah diinokulasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada atau tidaknya
daerah hambatan disekeliling cakram. Kelebihan yang terdapat pada metode difusi
cakram ini adalah mudah dilakukan, tidak perlu memerlukan peralatan khusus dan
relatif murah. Kekurangan yang terdapat pada metode difusi cakram ini adalah
ukuran zona bening yang terbentuk tergantung oleh kondisi inkubasi, inoculum,

predifusi, dan preinkubasi serta ketebalan medium.
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3. Metode Cetak Lubang (metode sumur)

Metode lubang yaitu membuat lubang pada agar padat yang telah
diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan
penelitian, kemudian lubang diisi dengan larutan yang akan diuji. Setelah
diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah

hambatan disekeliling lubang.

2.5. Bakteri Patogen

Bakteri merupakan uniseluler yang pada umumnya tidak berklorofil, ada
beberapa yang fotosintetik dan produksi asekdualnya secara pembelahan dan
bakteri mempunyai ukuran sel kecil dimana setiap selnya hanya dapat dilihat
dengan menggunakan bantuak mikroskop. Ukuran bakteri bervariasi baik
penampang maupun panjang, tetapi pada umumnya penampang bakteri berkisaran
0,7 — 1,5, dengan panjang berkisaran 1,6 pm (Anonim, 2003). Bakteri patogen
merupakan bakteri yang mampu menyebabkan penyakit. Bakteri patogen dapat
menyebar melalui populasi manusia dalam berbagai cara. Pengobatan infeksi yang
disebabkan oleh bakteri patogen melibatkan antibiotik, obat yang diformulasikan

khusus untuk membunuh bakteri (Pelczar dan Chan, 1998).

2.5.1. Aeromonas salmonicida

A. salmonicida (sinonim Bacillus salmonicida, Bacterium trutta) pertama
kali ditemukan pada ikan Trout di Jerman oleh Emmerich dan Weibel (1894).
A. salmonicida terdiri dari 4 sub spesies, yaitu 4. salmonicida, A. achromogene,
A. masoucida, dan A. smithia (Cipriano dan Bullock, 2001).

Menurut Buchanan dan Gibbsons (1974) dalam Departemen Kelautan dan

Perikanan (2007) klasifikasi ilmiah A4. sa/monicida adalah sebagai berikut :
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Domain : Bacteria

Kingdom : Proteobacteria

Filum : Gammaproteobacteria
Kelas : Aeromonadales

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas salmonicida

Gambar 2. 4. salmonicida (Cipriano dan Bullock, 2001)

A. salmonicida merupakan bakteri Gram negatif (Austin dan Austin, 2007).
Bakteri Gram negatif merupakan bakteri yang tidak mempertahankan zat warna
metil ungu pada metode perwarnaan Gram. Bakteri 4. salmonicida berbentuk
batang pendek (1,3 — 2,0 x 0,8 — 1,3 pm), non motil atau tidak bergerak, tidak
membentuk spora, fakulatif anaerob, pertumbuhan optimum pada suhu 22°C,
memproduksi brown pigmen yang diffusible (untuk strain typical) (Pusat
Karantina Ikan, 2007).

Secara taksonomi bakteri A. salmonicida dibagi menjadi 2 jenis yaitu typical
dan atypical. Strain typical mempunyai inang dominan ikan-ikan salmonid dan

menyebabkan penyakit furunculosis dengan gejala klinis yang khas sedangkan
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strain atypical mempunyai karakteristik yang memiliki banyak variasi dari sifat
fisiologi, biokimia, dan serelogi serta ketahanan terhadap antibiotik.

Menurut Depatemen Kelautan dan Perikanan (2009) menyatakan bahwa
koloni bakteri 4. salmonicida berwarna putih, kecil, bulat, dan cembung. Strain
typical dapat menghasilkan pigmen coklat yang akan akan lebih keliatan apabila
medium ditambah dengan tyrosine atau phenylalanine (Robert, 1989). Pada media
dengan kandungan asam amino tinggi pigmen coklat akan jelas kelihatan pada
umur kultur 48 jam. Secara biokimia bakteri ini mempunyai sifat-sifat oksidase
positif dan memfermentasi glukosa

Ikan yang terserang bakteri 4. salmonicida biasanya akan memperlihatkan
tanda-tanda seperti : warna tubuhnya akan berubah menjadi agak gelap, kulitnya
akan menjadi kasat dan timbul pendarahan yang selanjutnya akan menjadi borok
(hemoragi), seluruh siripnya rusak dan insangnya menjadi berwarna keputih-
putihan, mata rusak dan agak menonjol (exopthalmia) (Afrianto dan Liviawaty,
1992).

Menurut McCarthy dan Robert (1980) dalam Koski (2005) menyatakan
bahwa gejala klinis atau tanda-tanda serangan bakteri A. salmonicida pada ikan
menyebabkan kemampuan berenangnya menurun dan sering ke permukaan air
dikarenakan insang rusak menyebabkan pendarahan pada insang sehingga sulit
untuk bernapas, sering terjadi pendarahan pada organ bagian dalam seperti hati,
ginjal maupun limpa, sering pula terlihat perutnya kembung (dropsi), lender
berdarah pada rectum, pembentukan cairan berdarah, pendarahan pada pangkal

sirip, pendarahan didasar sirip dada, dan kematian yang tinggi.
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2.5.2. Edwardsiella tarda

Menurut Mac. Faddin (1980) klasifikasi bakteri E. tarda adalah sebagai
berikut :
Kingdom : Eubacteria

Sub kingdom : Prokayota

Filum : Proteobacteria
Divisi : Protophta

Kelas : Schizomycetes
Ordo : Pseudomonadales
Sub ordo : Thiorhodaceae
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Edwardsiella
Spesies : Edwardsiella tarda

e

Gambar 3. E. tarda (Anorﬁm, 2021)

Fageneiy

Menurut Afrianto dan Liviawaty (1992) bakteri E. tarda merupakan
penyebab penyakit bakteri yang paling serius pada budidaya ikan dan dilaporkan

juga menyerang kelompok ikan air tawar, laut, beberapa reptillia dan mamalia
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laut. Bakteri E. tarda dilaporkan juga dapat menjadi patogen bagi manusia.
Infeksi yang terkait dengan spesies ini antara lain gastroenteritis (radang lambung
atau usus), infeksi luka seperti selulitis atau gangrene gas yang berhubungan
dengan trauma pada permukaan mukosa atau selaput lender, dan meningitis.

Faktor penyebab dari infeksi bakteri E. tarda, yaitu paparan dari lingkungan
perairan atau hewan peliharaan (jenis reptile atau amfibi), maupun kebiasaan
memakan ikan mentah yang mengandung bakteri E. tarda (Janda dan Abbot,
1993).

Bakteri E. tarda sudah tersebar di beberapa negara seperti Eropa, Thailand,
Amerika Serikat, Malaysia, Asia, Canada, dan Australia. Di Indonesia E. tarda
ditemukan di DI Yogyakarta, Kalimatan Barat, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jambi,
Bangka Belitung, Kalimatan Tengah, Sulawesi Tengah, DKI Jakarta, dan
Sumatera Barat (Biro Hukum, 2010).

Menurut Plumb (1993) E. tarda disebabkan oleh bakteri dari genus
Edwardsiella dan umumnya menyerang spesies-spesies ikan di daerah tropis. E.
tarda berbentuk batang pendek, Gram negatif, non acid fast, motil, tidak
membentuk spora dan tidak membentuk kapsul, termasuk ke dalam kelompok
Enterobacteriaceae. Bakteri ini hidup secara alamiah di perairan tawar dan laut
khususnya perairan yang banyak mengandung bahan organik dan juga lumpur.
Beberapa inang alamiah bisa bertahan sebagai carier dan penularannya secara
horizontal yaitu kontak antara inang satu dengan inang lain melalui media air.
Bakteri E. tarda ini juga merupakan bakteri yang zoonosis dan dapat
menyebabkan penyakit gastrointestinae dan extraintestinae atau diare yang akut

pada manusia.
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Menurut Hawke (1979) dalam Austin dan Austin (1987) morfologi koloni
bakteri E. tarda adalah permukaan rata, berbentuk bundar, diameter 2 mm, sedikit
cembung, tepi rata, perkembangan koloni tidak menghasilkan pigmen, koloni
transparan, suhu optimal 35°C dan tidak tumbuh pada suhu <10°C atau >45°C.
Waktu pembelahan bakteri E. tarda tiap 34 menit.

Menurut Septiama (2008) gejala klinis ikan yang terserang bakteri E. tarda
adalah :

a. Pada infeksi ringan penyakit ini hanya menampakan luka-luka kecil dengan
ukuran 3 — 5 mm pada samping belakang tubuh (posteriolaterol).

b. Sebagai perkembangan lebih lanjut, luka bernanah berkembang dalam otot
rusuk dan lambung yang apabila mengeluarkan gas H,S.

c. Pada kasus akut, luka bernanah secara cepat bertambah dalam berbagai
ukuran. Perkembangan lebih lanjut luka-luka (rongga-rongga) tersebut berisi
gas dan terlihat bentuk cembung menyebar ke seluruh tubuh.

d. Ikan kehilangan warna dan luka-luka kemudian merata ke seluruh tubuh

e. lkan cenderung kehilangan kontrol pada tubuh bagian belakang.

2.5.3. Edwardsiella ictaluri

Karakteristik dari bakteri E. ictaluri adalah bergerak dengan flagella, tidak
berspora dan tidak berkapsul, batang, pleomorfik, termasuk bakteri Gram negatif,
berukuran 0,75 — 2,5 um, koloni kecil, bulat transparan, tidak berwarna, suhu
optimum 28 - 30°C (Holt ef al. 1994). Masa inkubasi E. ictaluri adalah 36- 48
jam, tampak sebagai koloni non pigmen yang halus, bundar (berdiameter 1 — 2
mm), cembung ramping sampai keseluruhan tepi. Bakteri ini tumbuh lambat atau

tidak sama sekali pada suhu 37°C (Anonim, 2006a).
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Adapun klasifikasi bakteri E. ictaluri menurut Holt et al. (1994) adalah
sebagai berikut :
Kingdom : Eubacteria

Subkingdom : Prokaryota

Phylum : Proteobacteria
Divisi : Protophyta

Kelas : Szhizomycetes

Ordo : Pseudomonadales
Subordo : Thiorhodaceae
Familia : Enterobacteruaceae
Genus : Edwardsiella
Spesies : Edwardsiella ictaluri

Gambar 4. E. ictaluri (Paniogoro et al. 2005)

Menurut Hawke ef al. (1998) ikan yang terinfeksi bakteri E. ictaluri
seringkali terlihat berenang berputar-putar, kepala ikan tersebut mengejar
ekornya. Keadaan tingkah laku berputar (whirling atau kepala mengejar ekor)
tersebut merupakan tanda adanya bakteri E. ictaluri pada otak ikan. Ikan yang

terinfeksi akan berenang menggantung dengan kepala di atas dan ekor di bawah.
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E. ictaluri dapat menginfeksi inangnya melalui hidung, saluran
gastrointestinal dan insang, kemudian akan menyebar ke organ tubuh melalui

bakteroemia akut (Nusbaum dan Morrison, 2002).
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III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Balai Benih Ilkan Fakultas
Pertanian Universitas Islam Riau pada bulan Januari sampai Maret 2021.
3.2. Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1. Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Alat Penelitian

No Alat Jumlah Fungsi

Menimbang bahan yang

1. | Timbangan analitik i Cnit diperlukan

Sterilisasi alat dan bahan yang

2. | Autoclave e diperlukan

Sendok | Buah Mengambil bahan yang

3 diperlukan
4. | Kaca arloji 1 Buah | Wadah media saat penimbangan
Wadah untuk memanaskan media
5. | Erlenmeyer 50 ml 19 Buah BB etofilpatocen
6. | Erlenmeyer 250 ml 1 Buah | Wadah untuk memanaskan media
7. | Magnetic Glfred | Buah Mengaduk media saat pemanasan
di hot plate
8. | Hot plate 1 Unit Memanaskan media yang akan
digunakan
9. | Laminar air flow 1 Unit Tempgt menanam - dan_infeksi
bakteri patogen
10. | Cawan petri 15 Buah | Tempat media agar
11. | Tabung reaksi 6 Buah | Tempat media agar miring

Menakar agar yang  akan

12. | Gelas ukur 25 ml 1 Buah | . 3
dimasukan ke cawan petri

13. | Gelas ukur 250 ml 1 Buah | Menakar aquades

14 | Vortex | Unit Menghomogenkan suspense
ekstrak

15. | Aluminium foil 1 Roll | Menutup — wadah — media yang
digunakan

16. | Rak tabung reaksi 2 Buah | Tempat meletakan tabung reaksi

17. | Micro pipet 10-100 um 1 Buah Mengambll sampel - bakteri ke
media agar
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Mengambil sampel ekstrak daun

18. | Micro pipet 100-1000 pm 1 Buah Kipahit

19. | Jarum ose 2 Buah Infeksi bakteri patogen ke media
agar dan broth

20. | Bunsen 2 Buah | Sterilisasi jarum ose

21. | Beaker glass 20 ml

Wadah kertas cakram dan cakram

7 Buah antibiotik yang akan digunakan

22. | Pinset 1 Buah | Mengambil kertas cakram

23. | Incubaior 1 Unit Tempe}t inkubasi dan pembiakan
bakteri

24. | Jangka sorong 1 Buah | Mengukur diameter daya hambat

25. | Rotary evavorator 1 Buah | Mengekstraksi daun Kipahit

26. | Botol selai kaca 1 Buah | Wadah penyimpanan ekstrak

27. | Botol vial 5 Buah | Wadah stok konsentrasi ekstrak

23 | Plat tetes | Buah Wadah kertas cakram yang akan

ditetesi konsentrasi dari ekstrak

3.2.2. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Bahan Penelitian

No. Bahan Fungsi
1. | Nutrien Agar (NA) Media isolasi, kultur dan permunian bakteri
patogen
2. | Nutrien Borth (NB) Media pemurnian bakteri
3. | Aquades Pelarut media agar dan broth
4. | Ekstrak Daun Kipahit Bahan sampel uji
5. | Alkohol Sterilisasi
6. | Spiritus Bahan bakar Bunsen
7. | Bakteri 4. salmonicida Bakteri patogen uji antagonis
8. | Bakteri E. tarda Bakteri patogen uji antagonis
9. | Bakteri E. ictaluri Bakteri patogen uji antagonis
10. | Kertas Cakram Uji antagonis
11. | Kertas Cakram Antibiotik | Control positif uji antagonis
Oksitetrasiklin
12. | Etanol 95% Mengekstraksi ekstrak daun Kipahit
13. | Metanol Melarutkan ekstrak
14. | Tissu Untuk mengeringkan alat penelitian
15. | Kloroform 0,05 N Uji alkaloid
16. | H,SO42N Uji alkaloid dan uji terpenoid/steroid
17. | Mayer Uji alkaloid
18. | Dragendorff Uji alkaloid
19. | Serbuk Magnesium Uji flavonoid
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20. | HCI37% Uji flavonoid

21. | Acetic Acid Uji terpenoid/steroid

22. | Asam Asetat Anhidrida Uji terpenoid/steroid

22. | FeCl3 1% Uji fenolik

23. | Aquades Sebagai pelarut NA, NB dan uji fitokimia

3.3. Hasil Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri

Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui apakah ekstrak daun Kipahit
dengan konsentrasi 50% memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri A.
salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri. Hasil uji pendahuluan, didapatkan bahwa
ekstrak daun Kipahit dengan kosentrasi 50% memiliki aktivitas antibakteri yang
ditunjukan dengan terbentuknya zona hambat (zona bening) pada bakteri 4.
salmonicida sebesar 28 mm, E. tarda sebesar 27 mm dan E. ictaluri sebesar 27
mm pada area sekitar cakram, efektivitas daya hambat ini tergolong kuat. Hasil uji
pendahuluan ini digunakan untuk memenuhi konsentrasi perlakuan pada

penelitian ini.

3.4. Rancangan Percobaan dan Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif dengan pendekatan
eksperimental, dimana untuk mengetahui kemampuan daya antibakteri ekstrak
daun Kipahit terhadap bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri yang
dilakukan dengan lima perlakuan dan dua kali ulangan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini adalah

perbedaan konsentrasi ekstrak daun Kipahit, sebagai berikut :
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P1 = Ekstrak daun Kipahit konsentrasi 10%
P2 = Ekstrak daun Kipahit konsentrasi 20%
P3 = Ekstrak daun Kipahit konsentrasi 30%
P4 = Ekstrak daun Kipahit konsentrasi 40%
PS5 = Ekstrak daun Kipahit konsentrasi 50%

Metode perlakuan ini dilakukan dengan dua tahap yaitu pertama adalah
eksperimental laboratorium. Daun Kipahit (7. diversifolia) di ekstraksi dengan
metode maserasi yaitu dengan menggunakan pelarut etanol 95%. Ekstrak daun
Kipahit (7. diversifolia) menentukan aktivitas sediaan ekstrak daun Kipahit
sebagai kandidat antibakteri. Kedua, metode yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu difusi cakram, dimana dalam teknik ini media agar yang telah diinokulasi
dengan bakteri patogen kemudian dimasukan kertas cakram pada media yang

telah diisi ekstrak uji.

3.5. Prosedur Penelitian
3.5.1. Pengambilan Sampel Daun Kipahit (Zithonia diversifolia)

Sampel penelitian yang digunakan adalah daun Kipahit yang diperoleh di
sekitaran Jalan Kamang Mudiak Jorong Rawang Bunian Kecamatan Tilatang

Kamang Kabupaten Agam Sumatera Barat.

3.5.2. Ekstraksi Daun Kipahit (7ithonia diversifolia)

Dalam proses pembuatan ekstrak daun Kipahit metode yang digunakan
yaitu metode ekstraksi maserasi. Metode ini digunakan karena cara pengerjaan
dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan. Proses
pengerjaannya yaitu sampel dari daun Kipahit yang telah kering kemudian

dimasukan ke dalam bejana maserasi lalu diberi cairan pelarut etanol 95%
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secukupnya. Etanol yang digunakan karena termasuk pelarut polar sehingga
pelarut diharapkan dapat menarik zat-zat aktif yang sifatnya polar (yang
dibutuhkan), kemudian ditutup dan disimpan pada tempat yang tidak terkena
cahaya matahari langsung, sambil berulang-ulang diaduk. Setelah 2 hari sampel
tersebut disaring untuk memisahkan larutan dengan ampasnya, ampas dari daun
Kipahit tersebut dimasukan kembali ke dalam bejana maserasi dan dilakukan
seperti semula. Hasil saringan divapkan dalam rotary evavorator dengan suhu
40°C untuk mendaptkan ekstrak murni dari daun Kipahit, setelah mendapatkan
ekstrak murni daun dari proses evaporasi, ekstrak dimasukkan kedalam botol selai

kaca dan ditutup menggunakan tisu agar penguapannya maksimal.

3.5.3. Pembuatan Konsentrasi Suspensi Ekstraksi Daun Kipahit (Zithonia
diversifolia)

Konsentrasi suspense ekstrak daun Kipahit yang akan digunakan yaitu mulai
dari 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50% dengan cara:
1. Konsentrasi 10% (0,2 g ekstrak daun Kipahit + 2 ml Metanol)
2. Konsentrasi 20% (0,4 g ekstrak daun Kipahit + 2 ml Metanol)
3. Konsentrasi 30% (0,6 g ekstrak daun Kipahit + 2 ml Metanol)
4. Konsentrasi 40% (0,8 g ekstrak daun Kipahit + 2 ml Metanol)

5. Konsentrasi 50% (1 g ekstrak daun Kipahit + 2 ml Metanol)

3.5.4. Sterilisasi Alat dan Bahan
Sebelum melakukan kultur bakteri dan uji aktivitas antibakteri, peralatan
yang terbuat dari kaca dibersihkan terlebih dahulu dengan mencucinya dengan

sabun dan dibilas dengan air yang mengalir dan bersih, setelah dicuci alat tersebut
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dibungkus dengan menggunakan plastik bening lalu dimasukan ke dalam alat
autoclave untuk disterilsasi dan didiamkan selama 30 menit pada suhu 121°C.

Untuk sterilisasi aquades, hal pertama yang dilakukan yaitu aquades yang
dibutuhkan dimasukan ke dalam erlenmayer sebanyak 1000 ml atau sesuai yang
dibutuhkan, setelah itu bagian atas dari erlenmayer tersebut ditutup dengan
menggunakan aluminium foil dan dimasukan ke dalam autoclave untuk
disterilisasi selama 15 menit pada suhu 121°C.

Sterilisasi dilakukan untuk membunuh mikroba yang terdapat pada
peralatan. Teknik sterilisasi yang paling sering digunakan adalah sterilisasi
dengan menggunakan uap air panas bertekanan atau menggunakan autoclave.
Suhu atau tekanan yang tinggi diberikan kepada alat dan bahan memberikan
kekuatan yang lebih besar untuk membunuh sel dibanding dengan udara panas.
Biasanya untuk mensterilkan media digunakan suhu 121°C selama 15 menit dan

alat selama 30 menit (Fardiaz, 1992).

3.5.5. Peremajaan Bakteri Patogen

Peremajaan bakteri patogen merupakan proses penanaman ulang patogen
yang sebelumnya sudah ada ke media yang baru untuk mempertahankan
ketersediaan patogen atau bakteri tersebut, bakteri patogen yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri. Peremajaan bakteri
patogen ini dilakukan pada media agar miring, untuk membuat media agar miring
langkah pertama yang dilakukan yaitu mempersiapkan enam buah tabung reaksi
yang sudah disterilisasi.

Langkah selanjutnya yaitu Nutrient Agar (NA) ditimbang sebanyak 1,08 gr

dan ditambahkan aquades sebanyak 54 ml ke dalam erlenmayer 100 ml, setelah
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itu masukan magnetik stirrer dan ditutup menggunakan aluminium foil. Larutkan
sampai homogen lalu dipanaskan menggunakan hot plate dengan suhu 200°C
hingga mendidih. Setelah mendidih larutan diangkat dan dinginkan sebentar lalu
disterilkan ke dalam autoclove selama 20 menit pada suhu 121°C. Setelah
dipanaskan dan disterilkan media NA dituangkan kedalam tabung reaksi sebanyak
9 ml, miringkan tabung reaksi dan dinginkan sampai media NA mengeras. Setelah
media mengeras, lalu tanam bakteri patogen masing-masing dilakukan dua kali
ulangan dengan menggunakan metode jarum ose. Tandai setiap tabung reaksi
sesuai dengan bakteri patogen yang terdapat di dalamnya, kemudian dilakukan

inkubasi ke dalam incubator selama 24 jam dalam suhu 30°C.

3.5.6. Kultur Bakteri Patogen pada Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth (NB) merupakan media yang akan digunakan untuk kultur
bakteri dan patogen yang berbentuk cair atau liquid. Pembuatan media NB
menggunakan tiga erlenmeyer, langkah pertama yang akan dilakukan untuk
pembuatan media NB yaitu, timbang NB sebanyak 0,24 gr, kemudian tambahkan
aquades sebanyak 45 ml kedalam erlenmeyer 50 ml, setelah itu masukan magnetik
stirrer dan ditutup menggunakan aluminium foil. Kemudian panaskan media NB
dengan menggunakan hot plate dengan suhu 200°C sambil diaduk menggunakan
magnetik stirrer hingga mendidih dan bening. Setelah mendidih media NB
diangkat dan didinginkan sebentar, lalu masukan ke dalam erlenmeyer 30 ml
sebanyak 3 buah. Masing-masing erlenmeyer tersebut di isi media NB sebanyak
10 ml, tutup bagian atasnya dengan menggunakan aluminium foil, lalu sterilkan

pada autoclove pada suhu 121°C selama 20 menit.
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Media NB yang telah disterilkan kemudian didinginkan ke dalam Laminar
air flow, setelah media tersebut dingin tanam tiga bakteri patogen yang
sebelumnya sudah di remajakan, yaitu A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri
pada masing-masing erlenmeyer dengan cara ambil bakteri pada tabung reaksi
menggunakan jarum ose steril, kemudian masukan ke dalam erlenmeyer yang
sudah berisi NB yang dingin, aduk sampai homogen lalu tutup bagian atas
erlenmeyer menggunakan aluminium foil. Proses kultur bakteri dilakukan secara
aseptis, setelah semua bakteri patogen di tanam ke dalam NB, lalu masukan ke

dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 30°C.

3.5.7. Uji Aktivitas Antibakteri

Dalam melakukan uji aktivitas antibakteri metode yang digunakan yaitu
metode difusi cakram untuk mengetahui kekuatan daya hambat ekstrak terhadap
bakteri patogen dengan menggunakan media Nutrient Agar (NA), dengan cara
menanam sediaan ekstrak dalam media agar yang telah diberi bakteri A.
salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri, bakteri ini diperoleh dari Laboratorium
Balai Benih Ikan Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau.

Nutrient Agar (NA) merupakan media yang digunakan untuk kultur bakteri
dan patogen yang berbentuk padat. Pembuatan media NA untuk 15 cawan petri,
langkah pertama yang dilakukan yaitu timbang NA sebanyak 4,5 gr kemudian
tambahkan aquades sebanyak 225 ml ke dalam erlenmeyer 250 ml, homogenkan,
lalu masukan magnetik stirrer dan tutup dengan aluminium foil. Panaskan
menggunakan Aot plate dengan suhu 200°C hingga mendidih. Setelah mendidih
angkat dan dinginkan sebentar, lalu masukan ke dalam erlenmeyer 50 ml

sebanyak 15 buah. Masing-masing erlenmeyer di isi sebanyak 15 ml, tutup bagian
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atasnya menggunakan aluminium foil, kemudian sterilkan menggunakan
autoclove pada suhu 121°C selama 20 menit.

Media NA yang sudah disterilkan kemudian diletakan ke dalam laminar air
flow tunggu suhu media 40°C atau hangat kuku. Setelah media hangat kuku tanam
tiga bakteri patogen yang sebelumnya sudah dikultur pada media NB dengan cara
ambil suspensi bakteri dengan mikro pipet dan diteteskan sebanyak 30 pL ke
dalam erlenmeyer, homogenkan, setelah itu tuang ke dalam cawan petri diratakan
pada media, lalu diamkan selama 30 menit.

Setelah itu teteskan kertas cakram dengan sediaan ekstak daun Kipahit
sebanyak 30uL. Setelah itu kertas cakram yang telah ditetesi diletakan di atas
media dan ditekan dengan pelan menggunakan pinset agar menempel sempurna.
Setelah selesai diberi label, lalu diinkubasi secara terbalik selama 24 jam dengan
suhu 30°C. Hasil dari inkubasi berupa daerah bening di sekitar cakram menujukan
bahwa tidak ada pertumbuhan bakteri diinterpretasikan sebagai zona hambat.
Penelitian ini menggunakan metode difusi cakram atau tes Kirby Bauer, terdiri
dari satu kertas cakram antibiotik (+), satu kertas cakram kontrol (-), dan dua
kertas cakram yang sudah ditetesi suspense ekstrak daun Kipahit. Untuk lebih

jelasnya dapat dilihat pada Gambar 3.1.

0,
O,

Keterangan :

@ 1. Kontrol positif, antibiotik oksitetrasikin
2. Kontrol negatif, methanol
3. Suspensi konsentrasi ekstrak daun
@ Kipahit
4. Suspensi konsentrasi ekstrak daun
Kipahit

Gambar 5. Metode Difusi Cakram
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Zona hambat yang terbentuk setelah 24 jam diukur menggunakan jangka
sorong dan diinterpretasikan kekuatan zona hambatnya. Adanya aktivitas
antibakteri terhadap bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri yang ditandai
terbentuknya zona hambat di sekitar kertas cakram yang mengandung larutan uji
dan kontrol positif.

Tabel 3.3. Kriteria Kekuatan Zona Hambat

Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan
<5 mm Lemah
5-10 mm Sedang
10 - 19 mm Kuat
20 - 30 mm Sangat kuat

Sumber: Sartika ef al. (2013)
3.5.8.Uji Fitokimia
3.5.8.1.Uji Alkaloid

Adapun proses pengerjaan dalam melakukan uji alkaloid yaitu, timbang
ekstrak daun Kipahit sebanyak 0,05 gram di dalam botol vial lalu tambahkan 5 ml
Kloroform-amoniak 0,05 N kemudian larutkan. Kemudian tambahkan sebanyak 3
ml asam sulfat (H2SO4) 2 N, kocok lalu diamkan hingga terjadi pemisahan. Ambil
bagian atas lalu masukkan ke dalam 2 buah botol vial yang mana masing-masing
diisi sebanyak 1 ml.

Pada botol vial pertama tambahkan 5 tetes pereaksi Mayer dan pada botol
vial kedua tambahkan 5 tetes pereaksi Dragendorff. Apabila terbentuk kabut atau
endapan putih pada botol vial pertama (Mayer) dan kabut atau endapan oren pada
botol vial kedua (Dragendorff) maka sampel positif alkaloid.

Ekstrak diambil sebanyak 0,1 gram kemudian ditambahkan dengan

kloroform sebanyak 5 ml dan amoniak sebanyak 3 tetes. Fraksi kloroform
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dipisahkan dan diasamkan dengan 2 tetes H,SO4 2M. Fraksi asam dibagi menjadi
tiga tabung yang mana masing-masing tabung ditambahkan pereaksi dragendorf,
meyer dan wagner. Untuk alkaloida pada sampel ditandai dengan adanya endapan
putih pada pereaksi meyer, pada endapan pereaksi dragendorf ditandai dengan
adanya endapan merah dan pada pereaksi wagner ditandai dengan adanya endapan

cokelat (Harbone, 1987).

3.5.8.2. Uji Fenolik

Adapun proses pengerjaan dalam melakukan uji fenolik yaitu, ambil 2 ml
larutan ekstrak daun Kipahit pada lapisan aquades (atas) lalu masukkan kedalam
tabung vial. Kemudian tambahkan 5 tetes FeCl; 1%. Apabila terbentuk larutan

warna hijau sampai biru kehitaman, maka sampel positif fenolik.

3.5.8.3.Uji Saponin

Ekstrak diambil sebanyak 0,1 gram kemudian dimasukan ke dalam tabung
reaksi, dan ditambahkan aquades sebanyak 10 ml lalu dikocok selama 30 detik.
Hasil positif dari percobaan ini adalah terbentuknya busa tebal = 1 cm yang

konstan (Harbone, 1987).

3.5.8.4. Uji Terponoid/Steroid

Adapun proses pengerjaan dalam melakukan uji terpenoid/steroid yaitu
ambil lapisan kloroform dari larutan ekstrak daun Kipahit menggunakan pipet
tetes, lalu tetesi pada lubang plat tetes sebanyak 5 tetes dan tunggu hingga
mongering. Kemudian tambahkan pereaksi Lieberman-Burchard, yaitu 8 tetes

asam asetat anhidrida ((CH3CO),0) dan 2 tetes asam sulfat pekat (H,SO4 95%).

30



Bila terbentuk warna merah atau ungu menandakan positif terpenoid, dan bila
terbentuk warna biru atau hijau menandakan positif steroid.
3.5.8.5.Uji Flavonoid

Adapun proses pengerjaan dalam melakukan uji flavonoid yaitu, ambil 2 ml
larutan ekstrak daun Kipahit pada lapisan aquades (atas), lalu masukkan kedalam
tabung vial. Kemudian tambahkan 0,05 gram serbuk magnesium dan teteskan
asam klorida pekat (HCI 37%) sebanyak 10 tetes, tunggu beberapa saat. Jika
terbentuk larutan warna merah muda sampai merah, maka sampel positif
flavonoid.

Ektstrak diambil sebanyak 0,1 gram dan dimasukan ke dalam tabung reaksi,
lalu ditambahkan serbuk magnesium sebanyak 0,1 gram dan amil alkohol 0,4 ml.
Kemudian ditambahkan lagi alkohol sebanyak 4 ml dan dicampur hingga
homogen, reaksi positif ditunjukan dengan terbentuknya warna merah, kuning

atau jingga pada lapisan amil alkohol (Cowan, 1999).

3.5.8.6.Uji Tanin

Ekstrak diambil sebanyak 0,1 gram kemudian dimasukan ke dalam tabung
reaksi, dan ditambahkan aquades sebanyak 10 ml lalu dikocok. Diamkan sampel
selama 5 menit, setelah itu sampel disaring dengan menggunakan kertas saring
dan filtrat ditampung menggunakan tabung reaksi. Filtrat ditambah dengan FeCls
1 sebanyak 5 tetes kemudian dikocok. Reaksi positif dari percobaan ini adalah

terbentuknya warna hijau kehitaman (Harbone, 1987).
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3.6. Hipotesis dan Asumsi
Dalam penelitian ini hipotesa yang diajukan adalah:
HO = Ekstrak daun Kipahit tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri
A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.
H1 = Ekstrak daun Kipahit dapat menghambat pertumbuhan bakteri
A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.
Hipotesis di atas diajukan dengan asumsi sebagai berikut:
1. Tingkat virulensi bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri dianggap
sama
2. Tingkat keterampilan dan ketelitian peneliti dianggap sama

3. Keadaan lingkungan dan kebersihan alat laboratorium dianggap sama.

3.7. Analisis Data

Pada penelitian ini data yang diamati berupa aktivitas daya hambat ekstrak
daun Kipahit (7. diversifolia) terhadap bakteri patogen (4. salmonicida, E. tarda
dan E. ictaluri) dan identifikasi uji fitokimia ekstrak daun Kipahit. Kemudian data

yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan didukung studi literatur.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Uji Fitokimia

Pengujian fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa aktif
yang terkandung dalam tumbuhan. Pada penelitian ini pengujiannya dilakukan
dengan cara mengambil sedikit sampel dari ekstrak hasil maserasi, kemudian
ditambahkan reagen sesuai dengan senyawa yang akan diidentifikasi.

Hasil uji fitokimia pada ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) menunjukan
bahwa daun Kipahit mengandung senyawa alkaloid, fenolik, steroid/terpenoid dan
flavonoid, dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Data Hasil Pengamatan Uji Fitokimia

No. Senyawa Aktif Hasil Pengamatan Hasil Uji
1. | Alkaloid Endapan putih dan Oren (+)
2. | Fenolik Warna hijau (+)
3. | Saponin Tidak terbentuk buih (-)
4. | Steroid/Terpenoid Warna hijau kebiruan (+)
5. | Flavonoid Warna merah muda (+)
Keterangan : (+) = Terdapat senyawa, (-) = Tidak terdapat senyawa

Dari Tabel 4.1. di atas dapat dilihat bahwa dari lima senyawa aktif yang diuji
hanya senyawa saponin yang tidak teridentifikasi dengan tidak terbentuknya buih
atau busa pada larutan ekstrak daun Kipahit. Menurut Sangi et al. (2008) hasil dari uji
saponin yang menunjukkan hasil positif ditandai dengan adanya buih atau busa yang
terbentuk setelah pengocokan dan bertahan lama. Saponin memiliki glikosil sebagai
gugus polar serta gugus steroid atau terpenoid sebagai gugus non polar sehingga

bersifat aktif permukaan dan membentuk misel saat dikocok dengan air. Pada struktur
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misel gugus polar menghadap ke luar sedangkan gugus non polar menghadap ke
dalam dan keadaan inilah yang tampak seperti busa atau buih.

Adapun senyawa yang teridentifikasi memiliki kandungan senyawa aktif dalam
ekstrak metabolit sekunder pada daun Kipahit yaitu alkaloid, fenolik,
steroid/terpenoid dan flavonoid.

4.1.1. Alkaloid

Pengujian alkaloid pada ekstrak metabolit daun Kipahit positif mengandung
alkaloid. Hasil positif alkaloid ditunjukkan dengan adanya perubahan yang terdapat
pada masing-masing larutan, pada botol vial pertama terbentuknya kabut atau
endapan putih setelah ditetesi pereaksi Mayer dan pada botol vial kedua terbentuknya

kabut atau endapan oren setelah ditetesi peraksi Dragendorff.

Gambar 6. Hasil Uji Alkaloid

Alkaloid merupakan suatu golongan senyawa organik yang terbanyak
ditemukan di alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-tumbuhan
dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling
sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dalam sebagian besar atom

nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Prabhakar dan Doble, 2008).
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4.1.2. Fenolik

Pada pengujian fenolik pada ekstrak metabolit daun Kipahit positif
mengandung fenolik, hasil positif fenolik ditunjukkan dengan adanya perubahan
setelah larutan ditambahkan F.Cl; 1% yang terbentuk larutan warna hijau sampai

biru kehitaman.

Gambar 7. Hasi Uji Fenolik

Bukti kualitatif untuk menunjukkan adanya fenolik dapat diperoleh dengan
menggunakan pereaksi F.Cl; 1%. Fenolik akan membentuk warna hijau, merah,
ungu, biru atau hitam pekat akibat rekasi dengan FeCl3. Senyawa fenolik dengan
gugus hidroksil semakin banyak memiliki tingkat kelarutan dalam air semakin besar
atau bersifat polar, sehingga dapat terekstrak dalam pelarut-pelarut polar (Harbone,

1987).

4.1.3. Steroid/Terpenoid
Dapat dilihat pada gambar di bawah bahwa hasil uji steroid dari ekstrak
metabolit sekunder daun Kipahit yaitu positif, reaksi steroid dengan pereaksi

Lieberman-Burchard menghasilkan warna biru atau hijau dan terbentuk cincin. Hal
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ini sesuai dengan pendapat Marliana dan Saleh (2011) prinsip reaksi dalam uji
steroid/terpenoid adalah kondensasi atau pelepasan H,O dan penggabungan
karbokation dan menyebabkan adisi elektrofilik diikuti dengan pelepasan hidrogen.
Gugus hidrogen beserta elektronnya akan dilepas sehingga mengalami perpanjangan

konjungsi yang memperlihatkan adanya terbentuk cincin coklat atau hijau.

Gambar 8. Hasil Uji Sté%oid
Steroid atau sterol merupakan triterpenoid yang mempunyai bentuk dasar
siklopentana perhidrofenantren yang biasanya larut dalam pelarut yang kurang polar
(Febrianty, 2004). Senyawa ini paling sering ditemukan pada tumbuhan berbiji, bebas
dan sebagai glikosida. Triterpenoid yang paling penting dan paling tersebar luas

adalah triterpenoid pentasiklik (Robinson, 1995).

4.1.4. Flavonoid

Dapat dilihat pada gambar di bawah bahwa hasil uji flavonoid dari ekstrak
metabolit sekunder daun Kipahit yaitu positif, karena adanya perubahan yang
ditunjukkan setelah larutan ditambahkan serbuk magnesium dan asam klorida pekat
(HCl  37%) terbentuk warna merah muda sampai merah. Harbone

(1987) menjelaskan bahwa jika ekstrak sampel terdapat senyawa flavonoid, maka
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setelah penambahan logam Mg dan HCI akan terbentuk garam flavilium berwarna

merah atau jingga.

_— -

ambar 9. Hasil Uji ll“lavooid

Flavonoid memiliki kerangka dasar 15 atom karbon yang terdiri dari dua cincin
benzene (Cg) terikat pada rantai propana (C;) sehingga membentuk suatu susunan Ce-
C3-Cg (Lenny, 2006). Pada tumbuhan tingkat tinggi flavonoid terdapat baik dalam
vegetatif maupun dalam bunga (Robinson, 1995). Sebagian besar flavonoid alam
ditemukan dalam bentuk glikosida dimana unit flavonoid terikat pada satu gula.
Glikosida merupakan kombinasi antara suatu gula dan suatu alkohol yang saling
berikatan melalui ikatan glikosida (Lenny, 2006). Flavonoid yang berupa glikosida
merupakan senyawa polar sehingga dapat diekstrak dengan etanol, metanol maupun

air.

4.2. Uji Daya Hambat

Daya hambat ekstrak yang diuji menghasilkan zona bening di sekitar kertas
cakram. Zona bening yang terdapat di sekitar kertas cakram merupakan daerah difusi

ekstrak yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Besar diameter dari zona hambat
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yang terbentuk dapat menunjukkan kekuatan antibakteri dari ekstrak yang digunakan,
Penggolangan kekuatan antibakteri Sartika et al. (2013) mempermudah dalam
menggolongkan kemampuan diameter hambatan lebih dari 20 mm termasuk dalam
kategori sangat kuat, diameter hambatan berkisar dari 10-20 mm termasuk kategori
kuat, diameter hambatan berkisar dari 5-10 mm termasuk dalam kategori sedang dan
diameter hambatan kurang dari 5 mm termasuk dalam kategori lemah.

Efektivitas ekstrak diperoleh dengan membandingkan daya hambat dengan
daya hambat dari kontrol positif. Hasil pengujian efektivitas antibakteri ekstrak daun

Kipahit (7. diversifolia) secara keseluruhan masih tergolong sangat kuat.

4.2.1. Bakteri Aeromonas salmonicida

Berdasarkan hasil dari penelitian menunjukkan ekstrak daun Kipahit memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri 4. salmonicida. Daya hambat
ini dibuktikan dengan adanya zona bening yang terdapat disekitar kertas cakram.
Konsentrasi larutan ekstrak yang digunakan berbeda-beda dan larutan kontrol yang
tidak diberi perlakuan ekstrak. Diameter zona hambat yang terbentuk di daerah
sekitar kertas cakram diukur menggunakan jangka sorong.

Uji daya hambat bakteri A. salmonicida dengan menggunakan ekstrak daun
Kipahit (7. diversifolia) dengan konsentarsi P1 (10%), P2 (20%), P3 (30%), P4
(40%), P5 (50%) dengan 2 kali ulangan dan kontrol positif sebagai pembanding.
Besar rata-rata diameter zona hambat pada bakteri A. salmonicida dapat dilihat pada

Gambar 10 berikut :
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Gambar 10. Rata-rata Diameter Zona Hambat pada Bakteri 4. sa/monicida

Dapat dilihat pada Gambar 10 hasil dari penelitian yang dilakukan dapat
dikatakan bahwa ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) dari konsentrasi 10% hingga
50% memiliki aktivitas antibakteri. Aktivitas antibakteri ekstrak daun Kipahit dilihat
dari adanya diameter zona hambat atau zona bening yang terbentuk disekitaran kertas
cakram. Diameter zona hambat yang dihasilkan pada penelitian ini dikategorikan
sangat kuat, yang mana pada konsentrasi 10% diperoleh nilai rata-rata diameter zona
hambat sebesar 25 mm, pada konsentrari 20% hingga 40% diperoleh nilai rata-rata
diameter zona hambat sebesar 24 mm, dan pada konsentrasi 50% diperoleh nilai rata-
rata diameter zona hambat sebesar 26 mm.

Nilai rata-rata diameter zona hambat terendah terdapat pada konsentrasi 20%
hingga konsentrasi 40% yaitu 24 mm, dan rata-rata diameter zona hambat tertinggi
terdapat pada konsentrasi 50% yaitu 26 mm Selanjutnya rata-rata diameter zona
hambat pada kontrol positif yaitu 27 mm. Sedangkan pada kontrol negatif tidak

terdapat zona hambat di sekeliling kertas cakram.

39



Menurut Susanto et al. (2012) menyatakan jika diameter zona hambat 5 mm
atau kurang maka aktivitas penghambatan dikategorikan lemah, selanjutnya diameter
zona hambat 6 — 10 mm dikategorikan sedang, diameter zona hambat 11 — 20 mm
dikategorikan kuat, sedangkan diameter zona hambat 20 mm atau lebih maka
aktivitas penghambatan dikategorikan sangat kuat.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun Kipahit pada
konsentrasi yang paling rendah (10%) sudah efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri patogen, karena pada konsentrasi 10% tersebut terdapat senyawa-senyawa
antibakteri yang sangat kuat dan mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen
tersebut. Maka dari itu perbedaan konsentrasi yang dihasilkan ekstrak daun Kipahit
terhadap daya hambat tidak terlalu berbeda dengan konsentrasi lainnya.

Sesuai dengan pendapat Sinambela (1985) menyatakan bahwa peningkatan dan
penurunan besar zona hambat disebabkan karena komponen senyawa yang
terkandung dalam tumbuhan dapat saling memperlemah, memperkuat, memperbaiki
atau merubah sama sekali.

Adapun faktor lainnya yang menyebabkan perbedaan diameter zona hambat
yang dihasilkan tidak terlalu berbeda seperti konsentrasi bahan kimia, dan kondisi
saat inkubasi. Michel et al. (2003) menyatakan bahwa faktor lain yang berpengaruh
dalam perbedaan diameter zona hambat yang dihasilkan tidak terlalu berbeda yaitu
toksisitas bahan uji, interaksi antar komponen medium, dan kondisi lingkungan in

vitro.
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4.2.2. Bakteri Edwardsiella tarda

Pada penelitian ini konsentrasi larutan ekstrak yang digunakan berbeda-beda
yaitu 10%, 20%, 30%, 40%, 50% dan larutan kontrol yang tidak diberi perlakuan
ekstrak. Diameter zona hambat yang terbentuk didaerah sekitar kertas cakram diukur
menggunakan jangka sorong. Daun Kipahit dianalisis dengan melihat dari
kemampuan ekstrak daun Kipahit untuk menghambat pertumbuhan bakteri E. tarda.

Uji daya hambat bakteri E. tarda dengan menggunakan ekstrak daun Kipahit
(T. diversifolia) yaitu konsentarsi P1 (10%), P2 (20%), P3 (30%), P4 (40%), PS5
(50%) dengan 2 kali ulangan dan kontrol positif sebagai pembanding. Besar rata-rata

diameter zona hambat pada bakteri E. tarda dapat dilihat pada Gambar 11 berikut:

—_ — [\®} N W
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Gambar 11. Rata-rata Diameter Zona Hambat pada Bakteri E. tarda
Dapat dilihat pada Gambar 11 hasil dari penelitian yang dilakukan dapat
dikatakan bahwa ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) dari konsentrasi 10% hingga
50% mempunyai aktivitas antibakteri. Aktivitas antibakteri ekstrak daun Kipahit
dilihat dari adanya diameter zona hambat yang terbentuk di sekitaran kertas cakram.

Metode difusi cakram merupakan metode yang digunakan untuk menguji aktivitas
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antimikroba suatu antibiotik terhadap mikroorganisme patogen terhadap antibiotik
terlihat dari ukuran zona bening yang terbentuk (Cappucino dan Sherman, 2001).

Diameter zona hambat yang terbentuk setelah pemberian ekstrak daun Kipahit
memiliki rata-rata yang tidak berbeda signifikan dari konsentrasi 10% hingga 50%.
Diameter yang dihasilkan dari konsentrasi ini dikategorikan sangat kuat, yang mana
pada konsentrasi 10% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat sebesar 23 mm,
pada konsentrasi 20% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat sebesar 22 mm,
pada konsentrasi 30% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat sebesar 23,5
mm, pada konsentrasi 40% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat sebesar 24
mm, dan pada konsentrasi 50% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat sebesar
25 mm. Sesuai dengan pendapat Rundengan et al. (2017) menyatakan bahwa zona
hambat >20 mm dikategorikan sangat kuat, zona hambat 11 — 20 mm dikategorikan
kuat, pada zona hambat 5 — 10 mm dikategorikan sedang, sedangkan pada zona
hambat <5 mm dikategorikan lemah.

Pada penelitian ini nilai rata-rata diameter zona hambat terendah terdapat pada
konsentrasi 20% yaitu 22 mm, dan rata-rata diameter zona hambat tertinggi terdapat
pada konsentrasi 50% yaitu 25 mm Selanjutnya rata-rata diameter zona hambat pada
kontrol positif yaitu 24 mm. Sedangkan pada kontrol negatif tidak terdapat zona
hambat di sekeliling kertas cakram. Sesuai dengan pendapat Redjeki (2014) bahwa
semakin tinggi konsentrasi yang diberikan maka semakin besar zona hambat yang

dihasilkan.
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4.2.3. Bakteri Edwardsiella ictaluri

Berdasarkan hasil dari penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun Kipahit
memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. ictaluri secara in
vivo. Zona hambat dibuktikan dengan adanya daerah bening pada sekitar kertas
cakram. Uji daya hambat bakteri FE. ictaluri dengan menggunakan ekstrak daun
Kipahit (7. diversifolia) dengan konsentrasi P1 (10%), P2 (20%), P3 (30%), P4
(40%), P5 (50%) dengan 2 kali ulangan dan kontrol positif sebagai pembanding.
Besar rata-rata diameter zona hambat pada bakteri E. ictaluri dapat dilihat pada

Gambar 12 berikut.
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Gambar 12. Rata-rata Diameter Zona Hambat pada Bakteri E. ictaluri
Dapat dilihat pada Gambar 12 hasil dari penelitian yang dilakukan dapat
dikatakan bahwa ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) dari konsentrasi 10% hingga
50% mempunyai aktivitas antibakteri. Aktivitas antibakteri ekstrak daun Kipahit
dilihat dari adanya diameter zona hambat yang terbentuk disekitaran kertas cakram.

Diameter zona hambat yang terbentuk setelah pemberian ekstrak daun Kipahit
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memiliki rata-rata yang tidak berbeda signifikan dari konsentrasi 10% hingga 50%,
yang mana pada konsentrasi 10% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat
sebesar 24 mm, pada konsentrasi 20% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat
sebesar 26 mm, pada konsentrasi 30% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat
sebesar 25 mm, pada konsentrasi 40% diperoleh nilai rata-rata diameter zona hambat
sebesar 26 mm, dan pada konsentrasi 50% diperoleh nilai rata-rata diameter zona
hambat sebesar 26 mm. Berdasarkan hasil penelitian ekstrak daun Kipahit efektif
dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. ictaluri, yang mana diameter zona
hambat yang dihasilkan >20 mm dan dikategorikan sangat kuat.

Beradasarkan penelitian ini nilai rata-rata diameter zona hambat terendah
terdapat pada konsentrasi 10% yaitu 24 mm, dan diameter zona hambat tertinggi
terdapat pada konsentrasi 20%, konsentrasi 40% dan konsentrasi 50% yaitu 26 mm
Selanjutnya rata-rata diameter zona hambat pada kontrol positif yaitu 29,2 mm.
Sedangkan pada kontrol negatif tidak terdapat zona hambat di sekeliling kertas
cakram.

Peningkatan zona hambat dipengaruhi oleh konsentrasi yang diberikan setiap
perlakuan. Pada umumnya, semakin tinggi konsentrasi yang diberikan maka zona
hambat yang dihasilkan semakin besar, hal itu disebabkan karena kandungan senyawa
yang terdapat dalam ekstrak daun Kipahit semakin tinggi mempengaruhi zona hambat
yang dihasilkan, namun pada konsentrasi 20% grafik menurun karena zona hambat
yang dihasilkan menurun. Menurut Sarjono dan Mulyani (2007) menyatakan dengan
menggunakan variasi konsentrasi yang berbeda aktivitas antibakteri dapat meningkat

pada konsentrasi tertentu dan menurun pada konsentrasi berikutnya. Hal ini
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dikarenakan telah diperoleh hambatan maksimal kemudian turun dan cenderung

konstan.

4.3. Mekanisme Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Ekstrak Daun Kipahit

Daun Kipahit (7. diversifolia) adalah tumbuhan alami yang dapat dijadikan
sebagai bahan antibiotik, karena terbukti memiliki kandungan senyawa antibakteri.
Berdasarkan hasil uji fitokimia daun Kipahit memiliki empat senyawa yaitu alkaloid,
fenolik, steroid atau terpenoid dan flavonoid yang memiliki aktivitas antibakteri dan
dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Senyawa tersebut masing-masing
memiliki mekanisme kerja yang berbeda-beda dan saling bersinergi dalam
menghambat pertumbuhan bakteri 4. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri.

Lewis (2005) menyatakan penyebab terjadinya penghambatan yaitu karena
adanya senyawa yang mengganggu keutuhan membran sel, menghambat kerja enzim,
mengganggu sintesis protein dan asam nukleat, serta menghambat sintesa dinding sel.
Pelczar dan Reid (1972) menyatakan, mekanisme penghambatan antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri dapat berupa kerusakan dinding sel yang mengakibatkan lisis
atau penghambatan sintesis dinding sel, pengubahan pemeabilitas membran
sitoplasma sehingga menyebabkan keluarnya bahan makanan melalui dinding sel, dan
perusakan sistem metabolisme di dalam sel dengan cara penghambatan dari kerja
enzim intraseluler.

Senyawa metabolit sekunder memiliki aktivitas antibakteri yang bekerja secara
bersinergis. Senyawa alkaloid kerjanya saling bersinergis dengan senyawa flavonoid

dan fenolik yang mana mekanisme kerjanya adalah dengan mengganggu komponen
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penyusun peptidoglikan pada sel bakteri. Oleh karena itu tidak terbentuknya secara
utuh lapisan dinding sel serta menyebabkan kematian sel. Adapun mekanisme lainnya
seperti interkelator DNA dan menghambat enzim topoisomerase bakteri (Darsana,
2012).

Senyawa fenolik merupakan senyawa yang memiliki fungsi sebagai
antimikroba, mekanisme kerja pada senyawa fenol yaitu merusak dinding sel
sehingga mengakibatkan lisis atau menghambat proses pembentukkan dinding sel
yang sedang tumbuh, mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak sistem
metabolisme di dalam sel dengan cara menghambat kerja enzim intraseluler. Senyawa
fenolik mendenaturasi protein pada sel bakteri dengan cara membentuk ikatan
hidrogen dengan protein bakteri, hal ini mengakibatkan struktur protein bakteri
menjadi rusak dan enzim menjadi inaktif (Naim, 2004).

Mekanisme kerja dari senyawa steroid sebagai antibakteri yaitu dengan cara
merusak membran sel bakteri patogen (Monalisa ef al. 2011). Sedangkan mekanisme
kerja dari senyawa terpenoid sebagai antibakteri yaitu melibatkan kerusakan
membran oleh senyawa lipofilik, terpenoid dapat bereaksi dengan porin ( protein
transmembran) pada membran luar dinding sel bakteri. Dengan membentuk ikatan
polimer yang kuat dan merusak porin, serta mengurangi permeabilitas dinding sel
bakteri pathogen. Akibatnya sel bakteri kekurangan nutrisi dan pertumbuhannya akan
terhambat atau mati (Cowan, 1999).

Mekanisme kerja senyawa flavonoid dimulai dengan merusak dinding sel.
Dinding sel ini menjadi pertahanan utama, karena dinding sel ini merupakan

komponen terluar dari bakteri. Flavonoid sendiri memiliki kemampuan untuk
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membentuk senyawa kompleks dengan sel protein bakteri melalui ikatan hidrogen.
Dimana ikatan ini akan merusak struktur protein sehingga fungsi dari dinding sel
menjadi tidak stabil.

Menurut Rejeki (2016) mekanisme kerja dari senyawa flavonoid dipengaruhi
oleh faktor respon dari golongan bakteri. Penelitian ini menggunakan bakteri A.
salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri yang merupakan bakteri gram negatif.
Mekanisme kerjanya yaitu dengan cara menahan ikatan silang peptidoglikan pada
tahap akhir sintesis dinding sel yaitu menghambat protein pengikat penisilin.
Tebalnya lapisan peptidoglikan pada bakteri gram negatif menyebabkan senyawa
antibakteri sulit menembus dinding sel bakteri dan kebal terhadap bakteri kimia,
namun tetap dapat dirusak hanya saja tidak semudah seperti halnya bakteri gram
negatif yang memiliki lapisan peptidoglikan lebih sederhana dan cukup tipis
(Rabekka, 2015).

Dinding sel yang telah dirusak mengakibatkan senyawa metabolit sekunder
dapat masuk lebih dalam lagi, dan dapat menggangu fungsi membran bakteri.
Senyawa yang dapat menyerang membran sel yaitu tanin, flavonoid, dan saponin.
Senyawa flavonoid mengandung fenol yang mana merupakan suatu alkohol yang
sifatnya asam sehingga disebut asam karbolat. Kondisi asam karena adanya fenol

dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri (Rabekka, 2015).

47



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak daun Kipahit (7.
diversifolia) berdasarkan uji fitokimia yaitu alkaloid, fenolik, flavonoid dan
steroid/terpenoid. Ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri. Zona hambat ekstrak
daun Kipahit terhadap pertumbuhan bakteri A. salmonicida, E. tarda dan E. ictaluri

dikategorikan sangat kuat.

5.2. Saran
Saran pada penelitian ini yaitu penelitian lanjutan tentang uji aktivitas
antibakteri ekstrak daun Kipahit (7. diversifolia) pada ikan yang terinfeksi bakteri

patogen.
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