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ABSTRAK

RAHMAT HULUAN (NPM : 164310283) mahasiswa Program Studi
Budidaya Perairan Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau, telah melaksanakan
penelitian dengan judul UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK DAUN
KERSEN (Muntingia calabura L) TERHADAP BAKTERI Aeromonas
hydrophila, Vibrio alginolyticus DAN Pseudomonas aeruginosa dibawah
bimbingan Bapak Dr. Jarod Setiaji, S.Pi., M.Sc. Penelitian ini dilaksanakan
selama 30 hari pada bulan November-Desember 2020 di Laboratorium Balai
Benih Ikan (BBI) Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun kersen terhadap
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa dan untuk
mengetahui konsentrasi ekstrak daun kersen yang baik untuk menghambat
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa. Penelitian
ini termasuk jenis penelitian deskriptif dan eksperimental secara in vitro.
Penelitian ini dilakukan dengan 2 kontrol dan 5 taraf perlakuan dengan 2 kali
ulangan. Kontrol terdiri dari kontrol positif mengunakan oksitetrasiklin (30pg/ml)
dan kontrol negatif menggunakan pelarut metanol. Hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak daun kersen
diantaranya saponin, flavonoid, Fenolid (tannin) dan steroid. Hasil uji aktivitas
antibakteri ekstrak daun kersen terhadap pertumbuhan bakteri patogen,
menunjukkan bahwa ekstrak daun kersen pada konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%
dan 50% telah menunjukkan zona hambat terhadap bakteri patogen. Konsentrasi
50% menunjukkan konsentrasi paling efektif dan dikategorikan kuat untuk
menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan
P. aeruginosa. Hal ini dilihat dari semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun kersen
semakin besar zona hambat yang dihasilkan.

Kata kunci :  Ekstrak, Muntingia calabura L, aktivitas antibakteri, A. hydrophila,
V. alginolyticus, P. aeruginosa



ABSTRACT

RAHMAT HULUAN (NPM : 164310283) a student of the Aquaculture
Study Program, Faculty of Agriculture, Islamic University of Riau, has conducted
a research entitled ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF KERSEN
(Muntingia calabura L) LEAVES EXTRACT AGAINST Aeromonas
hydrophila, Vibrio alginolyticus AND Pseudomonas aeruginosa BACTERIA.
under the guidance of Mr. Dr. Jarod Setiaji, S.Pi., M.Sc. This research was
conducted for 30 days in November-December 2020 at the Laboratory of Fish
Seed Center (BBI) Faculty of Agriculture, Islamic University of Riau. This study
aims to determine the antibacterial activity of cherry leaf extract against the
growth of A. hydrophila, V. alginolyticus and P. aeruginosa bacteria and to
determine the concentration of cherry leaf extract that is good for inhibiting the
growth of A. hydrophila, V. alginolyticus and P. aeruginosa bacteria. This
research includes descriptive and experimental research in vitro. This research
was conducted with 2 controls and 5 treatment levels with 2 replications. The
control consisted of a positive control using oxytetracyline (30pg/ml) and a
negative control using methanol as a solvent. Phytochemical test results showed
that the active compounds contained in cherry leaf extract include saponins,
flavonoids, phenolics (tannins) and steroids. The results of the antibacterial
activity test of cherry leaf extract against the growth of pathogenic bacteria,
showed that the cherry leaf extract at concentrations of 10%, 20%, 30%, 40% and
50% had shown inhibition zones against pathogenic bacteria. Concentration of
50% showed the most effective concentration and categorized as strong to inhibit
the growth of A. hydrophila, V. alginolyticus and P. aeruginosa bacteria. This can
be seen from the higher concentration of cherry leaf extract, the greater the
inhibition zone produced.

Keywords: Extract, Muntingia calabura L, antibacterial activity, A. hydrophila,
V. alginolyticus, P. aeruginosa
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Usaha budidaya perikanan sering mengalami permasalahan antara lain
kegagalan produksi akibat serangan wabah penyakit. Salah satu patogen penyebab
timbulnya penyakit pada usaha budidaya adalah bakteri, diantaranya bakteri
Aeromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus dan Pseudomonas aeruginosa.
Berbagai usaha dilakukan untuk mengatasi masalah penyakit ikan. Penangannya
dimulai dari menciptakan lingkungan yang optimal, karantina, vaksinisasi,
disenfeksi wadah, hingga penggunaan antibiotik. Menurut Seyfried et al., (2010)
pemberian antibiotik dengan dosis yang tidak tepat dan dilakukan terus-menerus
dapat menyebabkan pencemaran lingkungan. Romero et al., (2012) selain itu
terjadi resistensi pada bakteri dan bahkan residu pada ikan yang dapat
membahayakan konsumen.

Alternatif pengobatan dengan penggunaan bahan alam kini kembali
dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai obat tradisional, bahkan beberapa bahan
alam telah diproduksi secara fabrikasi dalam skala besar. Pada survey terkini yang
dilakukan oleh Badan Kesehatan Dunia secara global, sekitar 20.000 tumbuhan
obat digunakan dalam jumlah yang sangat besar di industri farmasi ataupun dalam
obat tradisional (Anonim, 2013). Santoso (1998) Pemanfaatan tanaman obat
secara tepat tentunya tidak menimbulkan efek samping dibandingkan dengan
obat-obatan yang berbahan sintesis. Di samping itu pemanfaatan tanaman obat
untuk menjaga kesehatan dan mencegah penyakit tergolong murah dan mudah

dilakukan oleh setiap orang.



Menurut Isnarianti et al., (2013) salah satu tanaman yang dapat digunakan
sebagai obat tradisional adalah daun kersen (Muntingia calabura L). Tanaman
kersen merupakan tanaman yang budidaya dan perawatannya mudah. Seringkali
tanaman ini juga mudah ditemukan tumbuh liar tanpa perawatan apapun. Alasan
tersebut yang menjadikan kersen sebagai salah satu tanaman yang dipilih. Daun
kersen mengandung senyawa flavonoid, saponin, dan tanin yang mempunyai daya
antibakteri dan antiinflamasi. Flavonoid mampu melepaskan energi transduksi
terhadap membran sitoplasma bakteri. Sementara itu tanin dapat bekerja langsung
pada metabolisme bakteri dengan cara menghambat fosforilasi oksidasi.

Aktivitas antibakteri daun kersen terbukti dapat menghambat bakteri
Bacillus subtilis dan Shigella dysenteriae (Prasetyo dan Sasongko, 2014). Ekstrak
daun kersen juga terbukti dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia
coli dan Shigella dysenteriae (Prasetyo, 2015). Berdasarkan uraian di atas, penulis
ingin meneliti aktivitas antibakteri daun kersen terhadap bakteri lainnya yang
belum diteliti yaitu Aeromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus, dan

Pseudomonas aeruginosa.

1.2, Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas Rumusan masalah dalam penelitian ini
adalah sebagi berikut:
1. Apakah ekstrak daun kersen memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa®.
2. Berapakah konsentrasi ekstrak daun kersen yang baik untuk menghambat

pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa®.



1.3.

1.4.

1.5.

Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah tujuan penelitian ini sebagai berikut:

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun kersen terhadap
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.
Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak daun kersen yang baik untuk
menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan

P. aeruginosa.

Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

Memberikan informasi baru kepada masyarakat perikanan bahwa ekstrak
daun kersen dapat digunnakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.

Menambah pengetahuan tentang manfaat ekstrak daun kersen.

Sebagai bahan rujukan dan pertimbangan bagi peneliti selanjutnya agar

dapat menghasilkan penelitian yang lebih maksimal dan relevan.

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri dari

ekstrak daun Kkersen dengan konsentrasi yang berbeda terhadap bakteri

A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Kersen (Muntingia calabura L)
Menurut Tjitrosoepomo (1991) klasifikasi kersen (Muntingia calabura L)

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Sub Kelas : Dialypetalae

Bangsa : Malvales/Columniferae
Suku : Elaeocarpaceae

Genus : Muntingia

Spesies : Muntingia calabura L

Kersen (Muntingia calabura L) adalah pohon asli Amerika Tengah.
Kersen dapat tumbuh dengan baik di tanah yang buruk dan dapat ditemukan di
dekat jalan raya. Tanaman ini tersebar luas, terutama di Indonesia, tumbuhan
kersen dapat mentolerir kekeringan tetapi tidak dapat mentolerir kondisi asin
(Chin dan Black, 1989).

Muntingia calabura L atau lebih dikenal dengan kersen merupakan
tanaman yang tumbuh baik di daerah tropis Indonesia. Kersen selalu merupakan
pohon hijau (evergreen) yang tumbuh dan berbuah sepanjang tahun. Buahnya
bulat berdiameter 1-1,25 cm, berwarna merah atau kadang kuning, kulit tipis dan

halus. Setelah dimakan, buahnya berair dan rasanya sangat manis, memiliki aroma



yang khas, tetapi tidak terlalu tajam, bijinya sangat kecil dan berwarna
kekuningan (Topazian et al., 2002).

Tinggi pohon 2-10 m, berkayu, tegak, membulat, bercabang simpodiall,
bercabang halus, berwarna coklat keputihan. Berdaun tunggal, berselang-seling,
dengan tulang menyirip, berwarna hijau, mudah layu. Pada saat yang sama,
bunganya tunggal, mahkotanya lonjong, ujungnya rata, lonjong terbalik, berwarna
putih, panjang benang sari sekitar 5 cm. Bijinya bulat, kecil, putih kekuningan,
setiap buah berisi ratusan biji dan memiliki akar tunggang (Ni’mah, 2014). Daun

kersen dapat dilihat pada gambar 2.1. berikut.
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Manfaat daun kersen telah lama digunakan oleh masyarakat untuk
berbagai keperluan pengobatan, antara lain batuk, sakit kuning, dan asam urat
(Isnarianti et al., 2013). Daun kersen secara ilmiah memiliki sifat antipiretik,
antiinflamasi, antibakteri, dan antiseptik alami (Mahardika, 2014). Saponin dan
flavonoid dalam daun kersen berperan sebagai antioksidan yang dapat mensekresi
insulin. Manfaat ilmiah daun kersen dapat dimanfaatkan dalam pengobatan
antihipertensi dan antikolesterol (Andareto, 2015). Ekstrak daun kersen dapat
berperan sebagai antibakteri sebab memiliki zat aktif yang mampu menghambat
pertumbuhan dari bakteri. Zat aktif yang berperan sebagai antibakteri dalam daun

kersen adalah flavonoid, saponin, dan tannin (Prasetyo, 2015).



2.2.  Kandungan Kimia Daun Kersen (Muntingia calabura L)

Kandungan senyawa kimia pada tumbuhan yang salah satunya
mengandung zat kimia adalah daun kersen, menurut penelitian yang dilakukan
(Redhamahsya, 2011), menjelaskan bahwa daun kersen simplisia positif
mengandung polifenol, tanin, flavonoid, monoterpenoid-seskuiterpenoid,
triterpenoid steroid dan saponin. Sedangkan setelah ekstraksi, daun kersen positif
mengandung alkaloid, polifenol, kuinon, tanin, flavonoid, monoterpenoid,
seskuiterpenoid, triterpenoid-steroid, dan saponin selama skrining fitokimia. Hasil
penelitian fitokimia sebelumnya menurut Arum et al., (2012) dalam daun kersen
mengandung flavonoid, triterpenoid, alkaloid, saponin dan tanin. Berdasarkan uji
fitokimia yang dilakukan menunjukkan adanya senyawa flavonoid, tanin yang
mampu menghambat aktivitas bakteri.

2.2.1. Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa polifenol yang umum ditemukan di alam dan
diklasifikasikan menurut struktur kimianya, antara lain flavonol, flavon, flavanon,
isoflavon, katekin, antosianidin, dan kalkon. Manfaatnya untuk mempertahankan
pertumbuhan normal, efek infeksi dan cedera. Flavonoid telah diperkenalkan
sebagai antibakteri, anti kanker, anti alergi, anti kanker dan digunakan dalam
pengobatan tradisional (Harbone, 1998).

Adanya gula yang terikat pada flavonoid cenderung menyebabkan
flavonoid lebih mudah larut dalam air. Flavonoid merupakan senyawa polar,
sehingga flavonoid biasanya larut dalam pelarut seperti etanol, metanol, butanol,

aseton, dimetilformamida, air, dan lainnya. Kehadiran gula yang terkait dengan



flavonoid, menyebabkan flavonoid yang lebih mudah larut dalam air (Markham,
1988).

Gunawan et al., (2008) mekanisme kerja flavonoid dihasilkan dari reaksi
senyawa lipid dengan asam amino dengan gugus alkohol menjadi flavonoid,
akibatnya dinding sel rusak dan memaksa senyawa tersebut masuk ke dalam inti
sel bakteri. Senyawa ini kemudian akan bereaksi dengan DNA di dalam inti sel
bakteri. Karena adanya perbedaan polaritas antara lipid dan komponen DNA
dengan gugus alkohol pada senyawa flavonoid, maka akan terjadi reaksi dimana
struktur lipid DNA bakteri sebagai inti sel bakteri rusak dan lisis.

Flavonoid memiliki tiga mekanisme antimikroba, termasuk penghambatan
sintesis asam nukleat, penghambatan fungsi membran sitoplasma, dan
penghambatan metabolisme energi (Cushnie dan Lamb, 2005).

2.2.2. Tanin

Tanin merupakan metabolit sekunder yang terdapat pada beberapa
tanaman. Tanin adalah senyawa polifenol (C¢C3Cs) yang mengendapkan protein
dan membentuk kompleks dengan polisakarida dan terdiri dari kelompok
oligomer dan polimer yang sangat beragam. Tanin mampu mengikat protein,
sehingga protein pada tumbuhan dapat tahan terhadap degradasi oleh enzim
protease dalam silo atau rumen. Senyawa tanin mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dengan cara mengkoagulasi protoplasma bakteri (Heni et al., 2015).

2.2.3. Saponin

Saponin adalah glikosida triterpen, yang merupakan surfaktan seperti

sabun yang menyebabkan buih ketika dikocok dengan kuat (Harbone, 1987).

Menurut Cannell (1998) pada umumnya saponin bereaksi secara netral



(larut dalam air), beberapa ada yang bereaksi dengan asam (tidak larut dalam air)
dan ada pula yang bereaksi dengan basa. Mekanisme kerja saponin pada
penghambatan sifat antimikroba adalah mekanisme penghambatan karena
pembentukan kompleks dengan membran sel melalui ikatan hydrogen. Menurut
Noer dan Nurhayati (2006) berkat itu dapat merusak permeabilitas dinding sel dan
menyebabkan kematian sel.

Rosidah et al., (2014) saponin adalah senyawa aktif yang menimbulkan
busa apabila dikocok dalam air. Saponin bekerja dengan meningkatkan
permeabilitas membran sel sehingga membran menjadi tidak stabil dan
mengakibatkan hemolisis sel.

Senyawa saponin akan berinteraksi dengan dinding sel bakteri dan
menyebabkan kerusakan atau lisis dinding sel. Saponin akan mempengaruhi
tegangan permukaan dinding sel, sehingga jika tegangan permukaan terganggu,
zat antibakteri dapat dengan mudah masuk ke dalam sel dan mengganggu
metabolisme sehingga menyebabkan bakteri mati (Heni et al., 2015).

Allah Subhanahu wata’ala menjadikan kehidupan alam dengan berbagai
kenanekaragaman hayatinya sebagai nikmat bagi makhluk hidup, di dalamnya
terkandung manfaat yang sangat beragam, salah satu contoh ciptaan Allah yang
memiliki sangat banyak manfaat adalah Tumbuhan. Tumbuhan disekitar kita
dapat digunakan untuk pengobatan. Salah satu tumbuhan yang mudah dijumpai
disekitar kita dan dapat digunakan untuk pengobatan adalah Kersen. Kersen
merupakan salah satu tanaman yang memiliki banyak mafaat bagi makhluk hidup,

mulai dari batang, daun, dan buahnya. Keberadaan tumbuhan merupakan tanda-



tanda kebesaran Allah Subhanahu wata’ala. Firman Allah dalam Al-qur’an surat

An-nahl (16) ayat 11:
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Artinya: “Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanaman-tanaman,
zaitun, kurma, anggur, dan segala macam buah-buahan. Sungguh pada yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang
berpikir”

Setiap kali penyakit muncul, pasti Allah Subhanahu wata’ala juga

menciptakan obatnya. Sabda Rasulullah Shallallahu ‘alaihi wasallam:
J8 iy adle & Aia ) Ge 452 A B il G
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“Dari Abu Hurairah RA, dari Nabi Shallallahu ‘alaihi wasallam beliau bersabda:
Sesungguhnya Allah tidak menurunkan suatu penyakit kecuali menurunkan (pula)
obatnya”. (HR. al-Bukhari). Hanya saja ada manusia yang mengetahuinya dan ada
yang tidak mengetahuinya.

Nabi Muhammad Shallallahu ‘alaihi wasallam bersabda:
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Dari Jabir, dari Rasulullah Shallallahu ‘alaihi wasallam bersabda Setiap penyakit
ada obatnya, dan jika obat itu mengenai penyakitnya, maka penyakit itu akan

sembuh dengan izin Allah”. (HR. Muslim).

2.3.  Proses Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan berdasarkan perbedaan kelarutan
bahan. Proses ekstraksi memiliki dua perbedaan dalam kelarutan bahan (Berk,
2009). Berdasarkan pendapat Anditasari et al., (2014) ekstrak disaring melalui
saringan kain untuk memisahkan endapan dari filtratnya. Menurut Rahayu (2009)
ekstraksi adalah proses pemisahan zat dari campurannya dengan memisahkan zat
terlarut antara dua pelarut yang tidak saling bercampur untuk mentransfer zat
terlarut dari satu pelarut ke pelarut lainnya.

Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair yang diperoleh dengan
menyaring simplisia tumbuhan atau hewan dengan cara yang tepat di luar sinar
matahari langsung. Ekstraksi atau filtrasi merupakan salah satu cara untuk
menarik kandungan kimia dari simplisia dengan cara mengocok pelarut sehingga
kandungan kimia tersebut dapat larut dan dipisahkan dari bahan yang tidak larut
dengan bantuan pelarut cair. Ada dua model ekstraksi, yaitu metode dingin dan
metode panas. Metode dingin termasuk maserasi dan perkolasi. Sedangkan
metode panas meliputi refluks, soxhlet, digest, infus dan rebusan (Anonim, 1979)

Menurut Aisyah (2015) ekstrak adalah penyarian nutrisi atau zat aktif dari
bagian tanaman obat, hewan dan jenis ikan tertentu, termasuk biota laut. Zat aktif
ada di dalam sel, tetapi sel tumbuhan dan hewan berbeda ketebalannya, sehingga
diperlukan metode ekstraksi menggunakan pelarut khusus untuk ekstraksinya.

Ekstraksi komposisi kimia tumbuhan dimaksudkan untuk menarik zat kimia yang

10



terkandung dalam simplisia, yaitu bahan-bahan alami yang terkandung dalam
tumbuhan. Ekstrak ini didasarkan pada prinsip perpindahan massa konstituen zat
ke pelarut, dimana transfer dimulai pada antarmuka dan kemudian berdifusi ke
dalam pelarutnya.

Dalam pembuatan ekstrak, khususnya untuk bahan yang berasal dari
tumbuhan, langkah-langkahnya adalah sebagai berikut: (1) Pengelompokan
bagian tumbuhan (daun, batang, bunga, dan lain-lain), pengeringan dan
penggilingan bagian tumbuhan. (2) Pemilihan pelarut, yaitu pemisahan zat aktif,
pemilihan pelarut secara selektif tergantung pada bahan aktif yang diinginkan,
(3) Pemisahan dan pemurnian adalah pemisahan bahan aktif untuk menghasilkan
ekstrak murni. (4) Pengeringan ekstraksi, untuk menghilangkan pelarut dari bahan
untuk mendapatkan massa kering yang keruh. (5) Rendemen ini adalah rasio
antara ekstrak yang diperoleh dengan berat simplisia awal (Mukhriani, 2014).

Irianty et al., (2012) menambahkan bahwa proses ekstraksi dipengaruhi
oleh suhu, ukuran partikel, jenis pelarut, waktu ekstraksi dan metode ekstraksi.
Maserasi

Metode ekstraksi yang umum digunakan adalah metode maserasi. Cara ini
sering digunakan karena prosedur dan peralatannya sederhana. Namun
permasalahan dengan metode ekstraksi ini adalah ekstraksi bahan baku
membutuhkan banyak pelarut dan banyak (Simanjuntak, 2008).

Maserasi adalah proses ekstraksi simplisia menggunakan pelarut dengan
pengocokan atau pengadukan berulang-ulang pada suhu kamar (room

temperature). Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat yang tahan panas dan
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tidak tahan panas. Maserasi adalah metode ekstraksi yang paling sederhana
(Istigomah, 2014).

Metode maserasi dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan
pelarut yang sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar.
Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai keseimbangan antara konsentrasi
senyawa dalam pelarut dan konsentrasi dalam sel tumbuhan. Setelah proses
ekstraksi, pelarut dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Kelemahan utama
dari metode maserasi ini adalah membutuhkan waktu yang lama, menggunakan
pelarut yang cukup banyak, dan dapat menyebabkan beberapa senyawa hilang.
Namun di sisi lain, metode ini menghindari penghancuran senyawa termolabil
(Mukhriani, 2014).

Pelarut

Menurut Ardydii (2013) Berdasarksan kepolaran pelarut, pelarut dibagi ke
dalam tiga kategori yaitu:
1. Pelarut Protik Polar

Protik menunjukkan atom hidrogen menyerang atom elektronegatif, yang
dalam hal ini adalah oksigen. Dengan kata lain, pelarut protik polar adalah
senyawa dengan rumus umum ROH. Contoh pelarut protik polar adalah air (H,0),
metanol (CH3OH), dan asam asetat (CH3COOQOH).

2. Pelarut Aprotik

Polar aprotik berarti molekul yang tidak mengandung ikatan O-H. Semua

pelarut dalam kategori ini memiliki ikatan dipol yang besar. Contoh dari pelarut

ini adalah aseton [(CH3),C=0] dan etil asetat (CH3CO,CH,CHy).

12



3. Pelarut Non-Polar
Pelarut non-polar adalah senyawa dengan konstanta dielektrik rendah,
tidak larut dalam air. Contoh pelarut dari kategori ini adalah benzene (CgHg),

karbon tetrakolorida (CCl,), dan dietil eter (CH;CH,OCH,CHj).

2.4.  Pengujian Aktivitas Antibakteri

Menurut Nuraini (2007) pengujian aktivitas antimikroba adalah metode
untuk mengukur seberapa besar potensi atau konsentrasi suatu senyawa dapat
mempengaruhi suatu mikroorganisme. Kemampuan suatu zat antimikroba dalam
menghambat pertumbuhan mikroorganisme dipengaruhi oleh berbagai faktor,
yaitu: (1) konsentrasi antimikroba, (2) suhu lingkungan, (3) lama penyimpanan,
(4) sifat mikrobiologi, meliputi jenis, jumlah, umur, dan kondisi mikroorganisme,
(5) sifat fisik dan kimia, meliputi makanan, kadar air, pH, jenis dan jumlah
senyawa yang terkandung di dalamnya.

Metode yang paling umum adalah uji difusi cakram. Cakram kertas saring
berisi obat dalam jumlah tertentu ditempatkan pada penyangga padat di mana
organisme uji telah diinokulasi. Setelah inkubasi, diameter zona hambat
transparan di sekitar cakram diukur sebagai ukuran kapasitas penghambatan obat
terhadap organisme uji tertentu (Jawet et al., 2007).

Menurut Ratnasari (2009) metode difusi dibagi menjadi beberapa cara
yaitu:

Metode Silinder Gelas

Metode silinder terdiri dari menempatkan beberapa silinder yang terbuat

dari kaca atau stainless steel pada media agar yang diinokulasi dengan bakteri.

Setiap silinder ditempatkan sedemikian rupa sehingga berdiri di atas media agar,
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diisi dengan larutan uji dan diinkubasi. Setelah inkubasi, pertumbuhan bakteri
dipantau untuk melihat apakah ada zona hambat di sekitar.
Metode Kertas Cakram disk diffusion

Metode kertas cakram terdiri dari menempatkan kertas cakram yang
direndam dengan larutan uji pada substrat padat yang diinokulasi dengan bakteri.
Setelah inokulasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk mengamati ada tidaknya
daerah penghambatan di sekitar cakram. Keuntungan dari metode difusi cakram
adalah mudah diimplementasikan, tidak memerlukan peralatan khusus, dan relatif
murah. Kerugian dari metode difusi cakram adalah bahwa ukuran zona transparan
yang terbentuk tergantung pada kondisi inkubasi, inokulum, pra-difusi dan pra-
inkubasi, serta ketebalan substrat.

Metode Cetak Lubang (metode sumur)

Metode sumur terdiri dari pembuatan sumur atau lubang pada agar padat
yang diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang dipilih sesuai dengan
asumsi pengujian, kemudian lubang diisi dengan larutan yang akan diperiksa.
Setelah inkubasi, pertumbuhan bakteri dipantau untuk melihat apakah ada zona

hambat di sekitar sumur.

2.5. Bakteri

Bakteri adalah prokariota bersel tunggal, yang biasanya tidak mengandung
klorofil, beberapa di antaranya berfotosintesis dan diproduksi secara aseksual
dengan pembelahan, dan bakteri memiliki ukuran sel kecil dan setiap sel hanya
dapat dilihat di bawah mikroskop (Sumarsih, 2003). Ukuran bakteri bervariasi
baik penampang maupun panjangnya, namun secara umum diameter bakteri

sekitar 0,7-1,5 pm dam panjangnya sekitar 1-6 pm (Anonim, 2003).
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2.5.1. Aeromonas hydrophila

Taksonomi A. hydrophila menurut Holt et al., (1994) adalah:

Filum : Protophyta

Kelas : Schizomycetes

Ordo : Pseudanonadeles
Family : Vibrionaceae

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas hydrophila

A. hydrophila merupakan bakteri gram negatif, memiliki morfologi batang
pendek, lebar 0,8-1,0 mikron dan panjang 1,0-3,5 mikron, tidak berspora, bakteri
bersifat motil karena memiliki flagela monotrik. Morfologi permukaan koloni
agak menonjol, bulat, mengkilat, seluruh tepi koloni entire , berdiameter 2-3 mm
(Austin dan Austin, 2007). Adapun bentuk dari bakteri A. hydrophila dapat dilihat

pada gambar 2.2. berikut
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Gambar J22 A. hydrophila (SamsUhdéri, 2006)

A. hydrophila merupakan salah satu bakteri patogen penyebab wabah
penyakit pada ikan. A. hydrophila menginfeksi organ melalui saluran pencernaan
ikan dan dapat menembus luka (Cipriano, 2001). Menurut Austin dan Austin
(2007) infeksi A. hydrophila ditandai dengan ulserasi, perdarahan, dan nekrosis
usus, yang merupakan gejala umum. Pada fase akut, sepsis berkembang pesat

pada ikan. Ketika terinfeksi, eksoftalmos, ulcerasi kulit, dan penumpukan cairan
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di kulit menyebabkan asites. Berdasarkan pendapat Banu dan Yilmaz (2009) masa
perkembangbiakan penyakit tergantung pada ketahanan ikan, kondisi lingkungan
dan iklim. Variabilitas masa inkubasi: 2-4 hari untuk kontaminasi alami dan 8-48
jam untuk inkubasi laboratorium.

2.5.2. Vibrio alginolyticus

Bakteri V. alginolyticus termasuk dalam kelompok Famili Vibrionaceae.
Sampai saat ini, genus Vibrio memiliki 91 spesies yang telah teridentifikasi,
namun empat spesies bakteri Vibrio yang sering diisolasi di laboratorium adalah
V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, dan V. alginolyticus (Mustapha et

al., 2013). Menurut Garrity et al (2004) taksonomi dari Vibrio alginolyticus:

Kingdom - Bakteri

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gammaproteobakteria
Order : Vibrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio alginolyticus

V. alginolyticus merupakan bakteri gram negatif halofilik yang tumbuh
secara alami di daerah laut dan muara (Reilly et al., 2011). Penelitian
menunjukkan bahwa V. alginolyticus dianggap sebagai spesies yang hidup bebas
di air laut dan sedimen. Spesies ini dapat bertahan hidup di air laut bahkan dengan
kekurangan (Mustapha et al., 2013). Long et al. (1981) menjelaskan bahwa
bakteri V. alginolyticus menghasilkan kolagen ekstraseluler yang dapat diinduksi

oleh aktivitas tertentu. Enzim disintesis ketika bakteri memasuki fase
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pertumbuhan stasioner dan diinduksi oleh adanya kolagen dan pepton. Adapun

gambar bakteri V. alginolyticus dapat dilihat pada gambar 2.3. berikut.

Gambar 2.3. V. alginolyticus ReiIIy etal., 2011)

Spesies ini dikenal sebagai bakteri patogen pada manusia, dan jumlah

infeksi bakteri selama periode musim panas meningkat secara signifikan. Infeksi

V. alginolyticus disebabkan oleh luka yang disebabkan oleh paparan air laut yang

terkontaminasi. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini dapat diobati dengan

antibiotik (Reilly et al., 2011). Menurut Wei dan Wendy (2012) V. alginolyticus

merupakan salah satu bakteri penyebab penyakit vibriosis. Penyebaran penyakit

vibriosis dapat melalui spesies laut seperti udang, kepiting, dan ikan.

2.5.3. Pseudomonas aeruginosa

Menurut Rostinawati (2009) P. aeruginosa memiliki klasifikasi sebagai

berikut :
Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Famili
Genus

Spesies

: Bacteria

: Protophyta

: Gamma Proteobacteria
: Pseudomonadales

: Pseudomonadaceae

: Pseudomonas

: Pseudomonas aeruginosa
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Bakteri P. aeruginosa berbentuk batang, bergerak dan berukuran sekitar
0,6 x 2 mm. Bakteri ini tergolong bakteeri gram negatif dan dapat eksis sebagai
bentuk tunggal, berpasangan, atau kadang-kadang rantai pendek. P. aeruginosa
dapat tumbuh sangat baik pada suhu 37-42°C. P. aeruginosa menjadi patogen bila
ditemukan di daerah yang imunitasnya tidak normal atau rendah (Arini 1995).

Adapun gambar bakteri P. aeruginosa dapat dilihat pada gambar 2.4.
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Gamba‘lr 2.4.P. ?ieruginosa (Todér, 2008)

Bakteri P. aeruginosa tidak boleh diobati dengan obat tunggal karena
tingkat keberhasilannya rendah dan bakteri dengan cepat menjadi resisten. Pola
kerentanan P. aeruginosa bervariasi menurut lokasi geografis. Antibiotik yang
aktif terhadap P. aeruginosa termasuk aztreon, imipinem, kuinolon baru termasuk
(Jawetz et al., 1986).

Genus Pseudomonas terdiri dari banyak bakteri gram negatif. mereka
biasanya memiliki flagela kutub, tetapi terkadang 2-3 flagela. Ketika ditanam
dalam kultur tanpa sukrosa, lapisan tipis polisakarida ekstraseluler tetap ada.
Struktur dinding selnya mirip dengan famili Enterobacteriaceae. Strain yang
diisolasi dari bahan klinis sering memiliki pilus untuk menempel pada permukaan
sel dan memainkan peran penting dalam resistensi fagositosis (Anonim, 2002).

P. aeruginosa adalah bakteri bersifat aerobik ketat (obligat) yang tumbuh
dengan cepat pada berbagai substrat dan tidak memfermentasi laktosa, dan

kadang-kadang memiliki bau anggur manis atau seperti jagung. Beberapa strain
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menyebabkan hemolisis darah (B-hemolisis). P. aeruginosa membentuk koloni
bulat, halus, berpendar kehijauan dan sering menghasilkan pigmen non-fluoresen
kebiruan yang disebut pyocyanin. Tumbuh baik pada 35°C-42°C, peningkatan
pada 42°C membantu membedakannya dari spesies Pseudomonas dalam
kelompok fluoresen karena mereka positif oksidase. Itu tidak memfermentasi

karbohidrat tetapi mengoksidasi berbagai strain (Jawetz et al., 2001).
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3.1.

I1l. METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Balai Benih lkan Fakultas

Pertanian Universitas Islam Riau pada bulan November - Desember 2020

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 Nama Alat Jumlah Fungsi

1 | Autoclave 1 Unit Sterilisasi alat dan bahan yang akan
digunakan

2 | Timbangan analitik 1 Unit Menimbang media yang dibutuhkan

3 | Kaca arloji 1 Buah Wadah media saat penimbangan

4 | Sendok 1 Buah Mengambil media yang akan
digunakan

5 | Erlenmeyer 250 ml 1 Buah Wadah untuk memanaskan media

6 | Erlenmeyer 50 ml 19 Buah | Wadah untuk memenaskan mrdia
dan kultur bakteri pathogen

7 | Hot plate 1 Unit Memanaskan media yang akan
digunakan

8 | Magnetic stirrer 1 Buah Mengaduk media saat pemanasan di
hot plate

9 | Laminary air flow 1 Unit Tempat media kerja untuk menanam
dan infeksi bakteri

10 | Cawan petri 15 Buah | Tempat media agar

11 | Tabung reaksi 6 Buah Tempat media agar miring

12 | Gelas ukur 250 ml 1 Buah Menakar aquades

13 | Gelas ukur 25 ml 1 Buah Menakar agar yang akan dimasukkan
ke cawan petri

14 | Vortex 1 Unit Menghomogenkan suspensi ekstrak

15 | Alumunium foil 1 Roll Menutup wadah media

16 | Rak tabung reaksi 2 Buah Tempat meletakkan tabung reaksi

17 | Micro pipet 10-100 | 1 Buah Meneteskan sampel bakteri ke media

pum agar
18 | Micro pipet 100-1000 | 1 Buah Mengambil sampel ekstrak daun
pm kersen

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

20 | Bunsen 2 Buah Sterilisasi jarum ose
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21 | Beaker glass 20 ml 7 Buah Wadah kertas cakram dan cakram
antibiotik yang akan digunakan

22 | Pinset 1 Buah Mengambil kertas cakram

23 | Incubator 1 Unit Tempat inkubasi dan pembiakan
bakteri

24 | Jangka sorong 1 Buah Mengukur diameter daya hambat

25 | Rotary evavorator 1 Buah Mengekstraksi

26 | Botol Selai 4 Buah Wadah penyimpanan ekstrak

27 | Botol Vial 5 Buah Wadah stok konsentrasi ekstrak

28 | Plat Tetes 1 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 Nama Bahan Fungsi
1 | Nutrien Agar (NA) Media isolasi, kultur dan pemurnian
bakteri dan patogen
2 | Nutrien Broth (NB) Media pemurnian bakteri
3 | Aquades Pelarut media agar dan broth
4 | Daun Kersen Bahan sampel uji
5 | Alkohol Sterilisasi
6 | Spiritus Bahan bakar Bunsen
7 | Bakteri A. Hydrophila Bakteri patogen uji antagonis
8 | Bakteri V. Alginolyticus Bakteri patogen uji antagonis
9 | Bakteri P. Aeruginosa Bakteri patogen uji antagonis
10 | Kertas cakram Uji antagonis
11 | Kertas cakram antibiotik kontrol positif uji antagonis
oksitetrasiklin
12 | Etanol Mengekstraksi sampel uji
13 | Metanol Melarutkan eskstrak
3.3.  Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian jenis kuantitatif dengan pendekatan

eksperimental laboratory, dimana untuk mengetahui kemampuan daya antibakteri

ekstrak daun kersen terhadap A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa,

dengan desain penelitian yang digunakan adalah deskriptif. Penelitian deskriptif

dimaksudkan untuk

mendeskripsikan,

menjelaskan, menemukan, dan
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memaparkan apa yang sedang diteliti. Peneliti menggunakan penelitian deskriptif,
karena peneliti hanya ingin mengetahui aktivitas antibakteri atau zona hambat
ekstrak daun kersen sebagai antibiotik alami terhadap pertumbuhan bakteri
A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.
3.4.  Hasil Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri

Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui apakah ekstrak daun kersen
dengan konsentrasi 50% memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa. Hasil uji pendahuluan,
didapatkan bahwa ekstrak daun kersen dengan konsentrasi 50% memiliki aktivitas
antibakteri yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat (zona bening)
pada bakteri A. hydrophila sebesar 14 mm, V. alginolyticus sebesar 11 mm dan
P. aeruginosa 11 mm pada area sekitar kertas cakram. Hasil dari uji pendahuluan
dengan konsentrasi 50% menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap
bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa, maka penelitian dapat
dilakukan dengan konsentrasi yang lebih rendah.
3.5.  Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima taraf perlakuan dan 2 kali ulangan

dengan perlakuan:

P1 = Ekstrak Daun Kersen Konsentrasi 10%
P2 = Ekstrak Daun Kersen Konsentrasi 20%
P3 = Ekstrak Daun Kersen Konsentrasi 30%
P4 = Ekstrak Daun Kersen Konsentrasi 40%
P5 = Ekstrak Daun Kersen Konsentrasi 50%
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3.6.  Prosedur Penelitian
3.6.1. Pengambilan Sampel Daun Kersen (Muntingia calabura L)

Sampel penelitian yang digunakan adalah daun kersen yang diperoleh di
Balai Benih lkan Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau di Kelurahan
Simpang Tiga, Kecamatan Bukit Raya, Pekanbaru, Provinsi Riau.

3.6.2. Ekstraksi Daun Kersen (Muntingia calabura L)

Pada proses pembuatan ekstrak daun kersen menggunakan metode
ekstraksi maserasi. Metode maserasi digunakan karena cara pengerjaan dan
peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan. Proses
pengerjaannya adalah sampel daun kersen yang telah kering diremas kemudian
dimasukkan ke dalam bejana maserasi lalu diberi cairan pelarut etanol 96%
secukupnya. Etanol 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 terlindungi dari cahaya
matahari langsung, sambil berulang-ulang diaduk. Setelah 3 hari sampel tersebut
disaring, kemudian ampasnya dimasukkan kembali ke dalam bejana maserasi dan
dilakukan seperti semula. Proses Maserasi dilakukan sebanyak 4 kali perendaman.
Hasil saringan diuapkan dalam rotari evavorasi dengan suhu 40°C kemudian di
uapkan dengan suhu ruangan hingga diperoleh ekstrak yang kental.

3.6.3. Pembuatan Konsentrasi Suspensi Ekstraksi Daun Kersen (Muntingia
calabura L)

Pembuatan konsentrasi suspensi ekstrak daun Kersen yang akan
divariasikan adalah mulai dari 10% , 20%, 30%, 40% dan 50% dengan cara:
1. Konsentrasi 10% (0,2 g ekstrak daun kersen + 2 ml Metanol)

2. Konsentrasi 20% (0,4 g ekstrak daun kersen + 2 ml Metanol)
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3. Konsentrasi 30% (0,6 g ekstrak daun kersen + 2 ml Metanol)

4. Konsentrasi 40% (0,8 g ekstrak daun kersen + 2 ml Metanol)

5. Konsentrasi 50% (1 g ekstrak daun kersen + 2 ml Metanol)
3.6.4. Sterilisasi Alat

Sebelum melakukan kultur bakteri dan uji aktivitas antibakteri, peralatan
yang terbuat dari kaca terlebih dahulu dicuci dengan sabun dan dibilas dengan air
bersih, setelah di cuci alat kaca tersebut dibungkus dengan plastik bening untuk
kemudian autoclave selama 30 menit pada suhu 121°C.

Untuk sterilisasi aquades, pertama-tama aquades yang dibutuhkan
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer sebanyak 1000 ml atau sesuai kebutuhan,
selanjutnya tutup bagian atas erlenmeyer dengan menggunakan alumunium foil
dan dimasukkan ke dalam autoclave untuk di sterilisasi selama 15 menit pada
suhu 121°C.

Sterilisasi dilakukan untuk membunuh mikroba pada peralatan. Teknik
sterilisasi yang paling sering digunakan adalah sterilisasi menggunakan uap air
panas bertekanan atau menggunakan autoclave. Suhu atau tekanan tinggi yang
diberikan kepada alat dan media memberikan kekuatan yang lebih besar untuk
membunuh sel dibanding dengan udara panas. Biasanya untuk mesterilkan media
digunakan suhu 121°C selama 15 menit dan alat selama 30 menit (Fardiaz, 1992).
3.6.5. Peremajaan Bakteri Patogen

Peremajaan bakteri patogen adalah proses pananaman 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 A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa. Peremajaan bakteri
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patogen dilakukan pada media agar miring, untuk membuat media agar miring
pertama siapkan enam buah tabung reaksi yang sudah disterilisasi.

Selanjutnya, timbang Nutrien Agar (NA) sebanyak 1,08 gr dan tambahkan
dengan aquades sebanyak 54 ml ke dalam erlenmeyer 100 ml kedalam masukan
magnetik stirer dan tutup dengan alumunium foil. Larutkan sampai homogen
kemudian dipanaskan dengan suhu 200°C hingga mendidih pada hot plate. Setelah
mendidih angkat dan dinginkan sebentar dan disterilkan dalam autoclave selama
20 menit pada suhu 121°C. Setelah media NA dipanaskan dan di sterilisasi,
tuangkan media ke dalam tabung reaksi sebanyak 9 ml, miringkan tabung reaksi
dan dinginkan sampai media NA di dalamnya mengeras. Setelah media agar
mengeras, tanam bakteri patogen masing-masing dua kali ulangan dengan metode
gores menggunakan jarum ose, tandai setiap tabung reaksi sesuai bakteri patogen
di dalamnya kemudian inkubasi dalam inkubator selama 24 jam dalam suhu 30°C.
3.6.6. Kultur Bakteri Patogen pada Nutrien Broth (NB)

Nutrient Broth (NB) adalah media yang digunakan untuk kultur bakteri
dan patogen yang berbentuk cair atau liquid. Pembuatan media NB untuk tiga
erlenmeyer yaitu pertama timbang NB sebanyak 0,24 gr kemudian tambahkan
aquades sebanyak 30 ml kedalam erlenmeyer 50 ml dan homogenkan masukkan
magnetik stirer dan tutup dengan alumunium foil. Panaskan di atas hot plate
dengan suhu 200°C sambil diaduk dengan magnetik stirer hingga mendidih dan
bening. Setelah mendidih angkat dan dinginkan sebentar dan masukkan ke dalam
erlenmeyer 50 ml sebanyak 3 buah, masing-masing erlenyemer di isi dengan 10
ml, tutup bagian atasnya dengan alumunium foil, lalu sterilkan pada autoclave

pada suhu 121°C selama 20 menit.
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Media NB yang sudah disterilkan kemudian didinginkan di dalam laminar
air flow, setelah media dingin tanam tiga bakteri patogen yang sebelumnya sudah
di remajakan yaitu bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa pada
masing-masing erlenmeyer dengan cara ambil bakteri pada tabung reaksi
menggunakan jarum ose steril kemudian masukkan ke dalam erlenmeyer yang
sudah berisi NB yang dingin, aduk sampai homogen dan tutup bagian atasnya
dengan menggunakan alumunium foil, dan proses kultur bakteri dilakukan secara
aseptis. Setelah semua bakteri patogen di tanam dalam NB, diinkubator selama 24
jam pada suhu 30°C.

3.6.7. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri mengunakan metode difusi cakram untuk
mengetahui kekuatan daya hambat ekstrak terhadap bakteri patogen dengan
menggunakan media Nutrient Agar (NA), yaitu dengan menanam sediaan ekstrak
dalam media agar yang telah diberi bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P.
aeruginosa

Nutrient Agar (Na) adalah media yang digunakan untuk kultur bakteri dan
patogen yang berbentuk padat. Pembuatan media NA untuk 15 cawan petri yaitu
pertama timbang NA sebanyak 4,5 gr kemudian tambahkan aquades sebanyak 225
ml ke dalam erlenmeyer 250 ml dan homogenkan masukkan magnetik stirer dan
tutup dengan alumunium foil. Panaskan di atas hot plate dengan suhu 200°C
hingga mendidih. Setelah mendidih angkat dan dinginkan sebentar dan masukkan
ke dalam erlenmeyer 50 ml sebanyak 15 buah, masing-masing erlenyemer di isi
dengan 15 ml, tutup bagian atasnya dengan alumunium foil, lalu sterilkan pada

autoclave pada suhu 121°C selama 20 menit.
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Media NA yang sudah disterilkan kemudian diletakan di 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 30pL kedalam
erlenmeyer dihomogenkan dan setelah itu tuang ke dalam cawan petri diratakan
pada media dan didiamkan selama 30 menit.

Setelah itu kertas cakram ditetesi sediaan ekstrak daun kersen sebanyak
30pL. Kemudian kertas cakram diletakkan diatas media dan ditekan dengan
menggunakan pinset supaya menempel sempurna. Setelah selesai diberi label, lalu
diinkubasi secara terbalik selama 24 jam dengan suhu 30°C. Hasil inkubasi berupa
daerah bening di sekitar cakram menunjukkan tidak adanya 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 suspesnsi

ekstrak daun keren. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 3.1.

@ @ Keterangan:

1. Kontrol positif, antibiotik oksitetrasiklin
2. Kontrol negatif, metanol

3. Suspensi konsentrasi ekstrak
4. Suspensi konsentrasi ekstrak

Gambar 3.1. Metode Difusi Cakram
Zona hambat yang terbentuk pada jam ke-24 diukur menggunakan jangka

sorong dan diinterpretasikan kekuatan zona hambatnya. Adanya aktivitas
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antibakteri terhadap A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa yang
ditandai terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram yang mengandung
larutan uji dan kontrol positif.

Tabel 3.3. Kriteria Kekuatan Zona Hambat

Zona Bening (mm) Keterangan
0 Resisten
<5 Lemah
610 Sedang
11-20 Kuat
21 -30 Sangat Kuat

Sumber: Wijayanti (2012) dan Morales (2003)
3.6.8. Uji Fitokimia

Timbang 0.1 g ekstrak daun kersen di dalam vial lalu tambahkan 3 mL
Kloroform (CHCI3) kemudian larutkan. Setelah larut, pindahkan larutan ekstrak
ke dalam tabung reaksi lalu tambahkan aquades sebanyak 8 mL. Lalu kocok kuat
dan biarkan beberapa saat sampai terbentuk dua lapisan yaitu lapisan aquades
(atas) dan lapisan kloroform.
a. Uji Saponin

Ambil 3 mL lapisan aquades lalu masukkan kedalam tabung reaksi.
Kemudian dikocok kuat selama 1 menit. Terbentuknya buih atau busa yang stabil
selama 5 menit setelah pengocokan, maka sampel positif saponin.
b. Uji Flavonoid

Ambil 2 mL lapisan aquades lalu masukkan kedalam tabung reaksi atau
vial. Kemudian tambahkan 0.05 g serbuk magnesium dan 10 tetes asam klorida
pekat (HCI 37%) dan tunggu beberapa saat. Jika terbentuk larutan warna merah

muda sampai merah, maka sampel positif flavonoid.
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C. Uji Fenolid

Ambil 2 mL lapisan aquades lalu masukkan kedalam tabung reaksi atau
vial. Lalu tambahkan 5 tetes FeCl; 1%. Apabila terbentuk larutan warna hijau
sampai biru kehitaman, maka sampel positif Fenolik.
d. Uji Terpenoid dan Steroid

Ambil lapisan kloroform menggunakan pipet tetes lalu tetesi pada lubang
plat tetes sebanyak 5 tetes dan tunggu hingga mengering. Kemudian tambahkan
pereaksi Lieberman-Burchard, yaitu 8 tetes asam asetat anhidrida dan 2 tetes asam
sulfat pekat (H,SO,4 95%). Bila terbentuk warna merah atau ungu menandakan
positif Terpenoid. Bila terbentuk warna biru atau hijau menandakan positif
Steroid.
e. Uji Alkoloid

Timbang 0.05 g ekstrak di dalam vial lalu tambahkan 5 mL Kloroform-
amoniak 0.05 N kemudian larutkan. Kemudian tambahkan 3 mL asam sulfat
(H,SO4) 2 N, kocok selama 1 menit lalu diamkan hingga terjadi pemisahan.
Ambil lapisan asam (atas) dan masukkan ke dalam dua buah vial masing-masing
1 mL. Pada Vial pertama tambahkan 5 tetes pereaksi Mayer dan vial kedua
tambahkan 5 tetes pereaksi Dragendorff. Apabila terbentuk kabut atau endapan
putih pada vial pertama (Mayer) dan kabut atau endapan oren pada vial kedua

(Dragendorff) maka sampel positif Alkaloid.

3.7.  Hipotesis dan Asumsi
Dalam penelitian ini hipotesa yang akan diajukan adalah:

HO = Ekstrkasi daun kersen tidak bersifat antagonis terhadap bakteri
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H1

3.8.

patogen A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. Aeruginosa
Ekstraksi daun kersen bersifat antagonis untuk menghambat
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.
Hipotesis di atas diajukan dengan asumsi sebagai berikut:
Tingkat virulensi bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus, P. aeruginosa
dianggap sama.
Keadaan lingkungan dan kebersihan alat laboratorium dianggap sama.

Tingkat keterampilan dan ketelitian peneliti dianggap sama.

Analisis Data

Analisis data merupakan kegiatan pengolahan data setelah data diperoleh

dari hasil penelitian yaitu aktivitas antibakteri dengan terbentuknya zona bening

disekitar kertas cakram yang diberi ekstrak daun kersen pada media kultur bakteri

A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1.  Uji Fitokimia

Uji fitokimia kualitatif dilakukan untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder pada daun kersen. Reagen berwarna digunakan untuk pengujian
metabolit sekunder (senyawa dengan aktivitas biologis), kecuali untuk pengujian
saponin. Hasil uji fitokimia ekstrak daun kersen ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Kersen

No Parameter yang di uji Hasil

1 | Alkaloid -

2 Saponin +

3 Flavonoid &

4 Fenolid (Tanin) +

5 Steroid +
Terpenoid -

Keterangan : (+) Teridentifikasi senyawa, (-) Tidak teridentifikasi senyawa
Berdasarkan Tabel 4.1 dari hasil uji fitokimia, ekstrak daun kersen positif

mengandung senyawa saponin, flavonoid, fenolid (tanin) dan steroid. Pada saat

yang sama, uji kandungan alkaloid dan terpenoid memberikan hasil yang negatif.

4.1.1. Alkaloid

Gambar 4.1. Uji Alkaloid Pada Reagen Dragendorf dan Reagen Mayer
Pada uji alkaloid menggunakan regen dragendorf tidak terbentuk endapan
oren jingga dan pada regen mayer tidak terbentuknya endapan putih sehingga

ekstrak daun kersen tersebut tidak ada kandungan alkoloidnya. Hasil uji fitokimia
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yang di lakukan Hadi dan Permatasari (2019 ) menunjukkan hasil yang berbeda
atau positif kandungan alkaloid. Menurut Rahman et al., ( 2017) pengaruh
lingkungan tempat tumbuh tanaman yaitu iklim, kualitas tanah dan kuantitas
metabolit sekunder . Perbedaan habitat tanaman berpengaruh terhadap kandungan
fitokimia pada tanaman tersebut.

4.1.2. Saponin

Gambar 4.2. Uji Saponin

Hasil dari uji fitokimia saponin diketahui bahawa sampel pada ekstrak
daun kersen positif mengandung saponin, hasil didapatkan setelah lapisan aquades
yang didapatkan dari ekstrak daun kersen ditambahkan klorofom sampai larut,
setelah larut tambahkan aquades lalu dikocok kuat dan biarkan beberapa saat
hingga terbentuk dua lapisan, lapisan aquades pada bagian atas dan lapisan
klorofom padaa bagian bawah, lalu ambil lapisan aqudes dan dikocok dengan
kencang selama 1 menit, sehingga terbentuknya buih atau busa yang stabil selama
5 menit. Menurut Suharto dan Agung, 2010 senyawa saponin memiliki sifat fisik
yang mudah larut dalam air akan menimbulkan busa ketika dikocok. Marliana, et
al (2005) menyatakan timbulnya busa pada uji Forth menunjukkan adanya
glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang
terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya. Menurut Robinson (1995)
senyawa dengan gugus polar dan non polar memiliki aktivitas permukaan,

sehingga bila dikocok dengan air, saponin dapat membentuk misel. Pada struktur
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misel, gugus polar menghadap ke luar sedangkan gugus non polar menghadap ke
dalam. Keadaan ini terlihat seperti busa atau buih.

4.1.3. Flafonoid

S ; ‘qMﬁ:-
Gambar 4.3. Uji Flavonoid

Hasil dari uji fitokimia flavonoid ekstrak daun kersen positif mengandung
senyawa flavonoid. Hasil ini ditunjukan dengan adanya perubahan warna merah
pada lapisan aquades yang ditambahkan dengan serbuk magnesium dan asam
klorida. Menurut Robinson (1995) penambahan serbuk magnesium dan asam
klorida pada uji flavonoid akan mengurangi kandungan flavonoid yang ada dan
menimbulkan reaksi berwarna merah yang merupakan ciri khas dari flavonoid.

4.1.4. Fenolid (Tanin)

Gambar 4.4. Uji Fenolid (Tanin)

Hasil uji fitokimia ekstrak daun kersen positif mengandung tanin. Hal ini
ditandai dengan adanya perubahan warna hijau kehitaman pada larutan sampel
yang di tetesi FeCl; 1%. Menurut Effemdy (2007) pada percobaan ini digunakan
reagen besi (1) klorida untuk mengidentifikasi fenol (tanin). Hasil ekstrak daun

kersen positif mengandung tanin dengan menunjukkan berwarna hijau kehitaman.
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Terbentuknya warna hijau ini disebabkan oleh terbentuknya senyawa kompleks
antara logam besi dan tanin. Senyawa kompleks terbentuk karena adanya ikatan
kovalen koordinasi antara ion atau atom logam dengan atom nonlogam. Menurut
Robinson (1995) pada penambahan larutan FeCl; diperkirakan larutan ini bereaksi
dengan salah satu gugus hidroksil yang ada pada senyawa tanin. Pereaksi FeCls;
dipergunakan secara luas untuk mengidentifikasi senyawa fenol termasuk tanin.

Uji fitokimia dengan menggunakan FeCl; digunakan untuk menentukan
apakah sampel mengandung gugus fenol. Adanya gugus fenol ditunjukkan dengan
warna hijau kehitaman atau biru tua pada sampel setelah ditambahkan dengan
FeCls, pada uji fitokimia ekstrak daun kersen yang tambahkan dengan FeCl;
memberikan hasil positif, dimungkinkan terdapat senyawa fenolik dalam sampel,
salah satunya adalah tanin, karena tanin merupakan senyawa polifenol. Hal ini
diperkuat oleh Harborne (1987) cara klasik untuk mendeteksi senyawa fenol
sederhana yaitu menambahkan ekstrak dengan larutan FeCl; 1% dalam air, yang
menimbulkan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam yang kuat. Terbentuknya
warna hijau kehitaman atau biru tinta pada ekstrak setelah ditambahkan dengan
FeCl; karena tanin akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe**

4.1.5. Uji Terpenoid dan Steroid

Gambar 4.5. Uji Terpenoid dan Steroid
Hasil uji fitokimia terpenoid dan steroid menunjukkan ekstrak daun

kersen positif mengandung steroid. Karena adanya perubahan warna menjadi
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hijau. Menurut Robinson (1995) ketika senyawa triterpenoid pada sampel ditetesi
pereaksi Lieberman-Burchard melalui dindingnya akan memberikan reaksi
terbentuknya warna cincin kecoklatan, sedangkan steroid akan menghasilkan
warna hijau kebiruan. Sriwahyuni (2010) menyatakan reaksi yang terjadi antara
reaksi asetilasi

steroid dengan asam asetatanhidrat adalah gugus OH pada

steroid yang akan menghasilkan kompleks asetil steroid.

4.2.  Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kersen untuk mengetahui ada
tidaknya aktivitas antibakteri dan untuk mengetahui daya hambat konsentrasi
terkecil hingga tertinggi. Hasil pengukuran rata-rata diameter zona hambat ekstrak
daun kersen (Muntingia calabura L) terhadap bakteri A. hydrophila,
V. alginolyticus dan P. aeruginosa dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Rata-rata Zona Hambat Ekstrak Daun Kersen Terhadap Pertumbuhan
Bakteri Patogen

Perlakuan Diameter Zona Hambat (mm)
A. hydrophilla | V. alginolyticus | P. aeruginosa
P1 (Konsentrasi 10%) 8 8 8
P2 (Konsentrasi 20%) 10 9 9
P3 (Konsentrasi 30%) 11 10 10
P4 (Konsentrasi 40%) 12 11 11
P5 (Konsentrasi 50%) 14 12 12
Kontrol Positif 24 29 24
Kontrol Negatif 0 0 0

Berdasarkan Tabel 4.2 menunjukkan bahwa ekstrak daun kersen memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuan bakteri A. hydrophila, V. alginolyticus
dan P. aeruginosa. Rata — rata diameter zona hambat ekstrak daun kersen pada
perlakuan P1 dan P2 terhadap pertumbuhan bakteri A. hydrophila tergolong pada
kategori sedang dan pada perlakuan P3, P4 dan P5 tergolong pada kategori kuat.

Rata — rata diameter zona hambat ekstrak daun kersen pada perlakuan P1, P2 dan
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P3 terhadap pertumbuhan bakteri V. alginolyticus tergolong pada kategori sedang
dan pada perlakuan P4 dan P5 tergolong pada kategori kuat. Rata — rata diameter
zona hambat ekstrak daun kersen pada perlakuan P1, P2 dan P3 terhadap
pertumbuhan bakteri P. aeruginosa tergolong pada kategori sedang dan pada
perlakuan P4 dan P5 tergolong pada kategori kuat.

Berdasrkan hasil zona hambat ekstrak daun kersen terhadap pertumbuhan
bakteri patogen, diketahui bahwa bakteri A. hydrophila menghasilkan zona
hambat lebih besar dari pada bakteri V. alginolyticus dan P. aeruginosa, hal ini
terjadi karena perbedaan jenis bakterinya, yang mempengaruhi tingkat kepekaan
setiap bakteri patogen terhadap ekstrak daun kersen. Hal ini mungkin disebabkan
bakteri A. hydrophila mempunyai daya tahan lebih lemah terhadap ekstrak daun
kersen dibandingkan bakteri V. alginolyticus dan P. aeruginosa. Namun demikian
ekstrak daun kersen diduga dapat menghasilkan senyawa aktif yang dapat
merusak komponen struktural dinding sel bakteri patogen, sehingga pertumbuhan
bakteri patogen dapat terhambat. Hal ini sesuai dengan pendapat Setiaji (2021)
terjadinya perbedaan daya hambat ini disebabkan, karena setiap bakteri patogen
memiliki tingkat toleransi yang berbeda-beda terhadap senyawa antibakteri.
Damayanti et al., (2019) melaporkan, bakteri patogen dapat menunjukkan tingkat
resistensi yang berbeda terhadap antibiotik. Menurut Radji (2011) bakteri P.
aeruginosa memiliki daya tahan yang kuat terhadap lingkungan fisik dan bahan
kimia daripada bakteri lain. Peningkatan rata — rata diameter zona hambat ekstrak

daun kersen terhadap pertumbuhan bakteri patogen dapat dilihat pada Gambar 4.6.
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Gambar 4.6. Grafik Rata — rata Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Kersen
Terhadap Pertumbuhan Bakteri Patogen

Peningkatan rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk disebabkan
oleh bahan aktif yang terkandung pada daun kersen yaitu saponin, flavonoid,
fenolid (tanin) dan steroid. Senyawa-senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak
daun kersen mempunyai kemampuan sebagai agen antibakteri. Dari hasil uji daya
hambat, perbedaan konsentrasi ekstrak daun kersen menunjukkan hasil zona
hambat yang berbeda-beda. Semakin tinggi konsentrasi larutan uji, maka semakin
tinggi kandungan senyawa aktifnya, sehingga menyebabkan zona hambat semakin
besar. Pada Gambar 4.6 bahwa diameter zona hambat meningkat dengan adanya
peningkatan konsentrasi ekstrak daun kersen yang mengandung senyawa
antibakteri. Hal ini sesuai dengan pendapat Jawetz (2005) bahwa semakin tinggi
konsentrasi zat antibakteri maka semakin besar kemampuannya dalam membunuh
mikroorganisme. Selanjutnya Ambarwati (2007) menyatakan bahwa, konsentrasi
efektif adalah konsentrasi yang menghasilkan diameter zona hambat yang besar.

Menurut Pelczar dan Chan (2005) zona hambat yang lebih kecil menunjukkan

37



aktivitas antibakteri yang lebih rendah, sedangkan zona hambat yang lebih luas
menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih tinggi.

Dari data penelitian ini faktor yang mempengaruhi zona hambat adalah
tingkat kepekaan bakteri, laju difusi senyawa antibakteri dan konsentrasi ekstrak
daun kersen. Menurut Prescotit (2005) besarnya zona hambat dipengaruhi oleh
tingkat kepekaan organisme uji, media, kondisi inkubasi, laju difusi senyawa
antibakteri, dan konsentrasi senyawa antibakteri. Menurut Schlegel dan Schmidt
(1994) terdapat banyak faktor yang mempengaruhi ukuran zona hambat, yaitu
sensitivitas organisme, media kultur, kondisi inkubasi (suhu, waktu dan pH), laju
difusi zat dalam agar, konsentrasi mikroorganisme dan komposisi media kultur.

Kemampuan ekstrak daun kersen pada setiap perlakuan dapat mengganggu
fungsi membran plasma sel, menggangu pembentukan dinding sel, menghambat
proses sintesis protein bakteri, dan dapat menghambat sintesis asam nukleat pada
bakteri, hal ini dapat dilihat dari terbentuknya zona bening di sekitar kertas
cakram. Hal ini sesuai dengan pendapat Soeparno dalam Paramitasari (2009)
reaksi dengan membran sel terjadi karena bahan aktif biologis mengganggu dan
mempengaruhi integritasi membran plasma sel, menyebabkan kebocoran
intraseluler, menyebabkan lisis sel, denaturasi protein dan menghambat
pengikatan ATP ase pada membran sel.

Mekanisme kerja saponin sebagai agen antibakteri adalah melalui
denaturasi protein. Karena zat aktif permukaan saponin mirip dengan deterjen,
maka saponin dapat digunakan sebagai agen antibakteri, sehingga mengurangi
tegangan permukaan dinding sel bakteri dan merusak permeabilitas membran

bakteri (Sani, 2013). Menurut Pleczar dan Reid (1972) kelangsungan hidup
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bakteri akan hancur karena rusaknya membran sel, saponin kemudian akan
berdifusi melalui membran plasma sel sehingga merusak kestabilan membran sel,
menyebabkan sitoplasma bocor dan keluar dari sel, yang mengakibatkan kematian
sel.

Mekanisme kerja flavonoid adalah membentuk senyawa komplek dengan
protein ekstraseluler dan terlarut, sehingga merusak membran sel bakteri,
kemudian melepaskan senyawa intraseluler (Ngajow, et al., 2013). Berdasarkan
pendapat Sabir (2005) akibat interaksi antara flavonoid dan DNA bakteri,
senyawa flavonoid merusak dinding bakteri mikrosom dan lisosom, sehingga
mengganggu pertumbuhan bakteri. Menurut Parubak (2013) mengemukakan
bahwa flavonoid merupakan sistem pertahanan yang disintesis oleh tumbuhan dan
mempunyai efek infeksius terhadap mikroorganisme, oleh karena itu flavonoid
dianggap efektif melawan berbagai mikroorganisme.

Mekanisme kerja fenolid adalah meningkatkan permeabilitas membran
plasma sel, sehingga menyebabkan kebocoran komponen intraseluler dan
koagulasi sitoplasma sehingga terjadi lisis sel (Sufiriyanto, 2005). Menurut Oliver
et al., (2001) senyawa fenolik memiliki efek bakterisidal. Senyawa fenol memiliki
aktivitas antibakteri spektrum luas terhadap bakteri Gram positif dan Gram
negatif.

Mekanisme kerja steroid sebagai antibakteri adalah membuat lisosom
bocor dengan cara menghancurkan membran lipid (Madduluri et al., 2013).
Menurut Ahmed (2007) diketahui juga bahwa steroid berinteraksi dengan

membran fosfolipid karena lipid dapat menembus senyawa lipofilik, sehingga
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terjadi penurunan integritas membran dan gangguan morfologi membran sel, yang
menyebabkan lisis dan kerapuhan sel.

Daya hambat kontrol positif terhadap bakteri patogen A. hydrophila,
V. alginolyticus dan P. aeruginosa lebih besar dibandingakan dengan daya hambat
ekstrak daun kersen. Zona hambat yang terbentuk terhadap A. hydrophila sebesar
24 mm, V. alginolyticus sebesar 29 mm dan P. aeruginosa sebesar 24 mm. Zona
hambat yang terbentuk pada kontrol positif ini tergolong sangat kuat. Kontrol
positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah oksitetrasiklin.

Metanol sebagai kontrol negatif tidak menghasilkan diameter zona
hambat. Hal ini membuktikan bahwa pelarut tidak berpengaruh terhadap aktivitas

antibakteri, sehingga zona hambat hanya berasal dari ekstrak daun kersen.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

51. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
ekstrak daun kersen memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri
A. hydrophila, V. alginolyticus dan P. aeruginosa

Ekstrak daun kersen menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila
dengan kategori kuat dimulai dari P3 — P5, sedangkan terhadap bakteri

V. alginolyticus dan P. aeruginosa dimulai dari P4 — P5.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kersen
terhadap bakteri Aeromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus dan Pseudomonas
aeruginosa disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut terhadap bakteri

patogen lainnya.
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