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ABSTRAK

RISTINA (174310302) “UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK
DAUN SIRSAK (Annona muricata L) TERHADAP BAKTERI Aeromonas
salmonicida, Pseudomonas aeruginosa DAN Vibrio alginolyticus”. Dibawah
bimbingan Dr. Jarod Setigji, S.Pi. M.Sc. Pendlitian ini mulai pada bulan Oktober
2021 di Balai Benih Ikan Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau Pekanbaru.
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui Untuk mengetahui aktivitas antibakteri
ekstrak daun sirsak dan konsentrasi yang terbaik untuk menghambat pertumbuhan
bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus. Bahan yang digunakan
pada penelitian ini adalah ekstrak daun sirsak, bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa
dan V. alginolyticus, Metanol, NB, Etil, NA, Kertas cakram dan Aquades. Metode
yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengakp (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3
ulangan dengan Pl konsentrasi ekstrak 10%, P2 konsentrasi ekstrak 20%, P3
konsentrasi ekstrak 30%, P4 konsentrasi ekstrak 40%, P5 konsentrasi ekstrak 50%.
Hasil pendlitian ini adalah Daun Sirsak (A. muricata L) mengandung senyawa
alkaloid, fenolik, terpenoid/steroid dam flavonoid. Kemudian daya hambat ekstrak
daun Sirsak terhadap pertumbuhan bakteri A. salmonicida pada konsentras 10%
sampa 30% dengan kategori sedang dan konsentras 40% sampa 50% dengan
kategori kuat. Daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa dan V.
alginolyticus pada konsentrasi 10% sampa 20% dengan kategori sedang dan
konsentrasi 30% sampai 50% termasuk kategori kuat.

KataKunci : Ekstrak, Sirsak, A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. Alginolyticus
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. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Usaha budidaya perikanan memiliki potensi yang sangat besar dalam bagian
ekonomi. Pada usaha budidaya perikanan resiko yang akan di hadapi cukup besar,
dikarenakan ikan merupakan makhluk hidup dan dapat mengalami kematian.
Kematian yang terjadi dapat disebabkan oleh usia ikan, kondisi lingkungan
hidupnya dan serangan penyakit.

Salah satu masalah yang sering dijumpai pada kegiatan usaha budidaya ikan
adalah serangan penyakit. Serangan penyakit pada ikan disebabkan oleh bakteri
yang menjadikan suatu kendala yang sering terjadi pada usaha budidaya perikanan
(Sudarno dkk., 2012). Penyakit ikan adalah sesuatu yang dapat menimbulkan
gangguan pada ikan baik itu secara langsung ataupun tidak langsung. Salah satu
patogen yang menyebabkan timbulnya penyakit pada ikan adalah bakteri. Bakteri
adalah organisme yang sering ditemukan di lingkungan perairan, tidak memiliki
membran inti sel dan ukuran yang sangat kecil.

Menurut Novriadi et al., (2014) bakteri adalah organisme yang paling
umum didapati di lingkungan perairan serta morfologi yang beragam serta ekol ogi
dan fisiologi yang cukup tinggi. Sebagian besar bakteri patogen pada budidaya
ikan memiliki sel yang berbentuk batang pendek dan bersifat gram negatif.
Adapun jenis bakteri yang menjadi penyebab utama penyakit infeksi pada ikan
antara lain: Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio
alginolyticus. Menurut (Rantam, 2003) manaemen budidaya yang kurang baik
dapat menimbulkan penyakit dan menyebabkan kematian massal pada ikan nila

hingga 100% jika dalam pengelolaan budidaya yang tidak baik.



Bakteri yang dapat menyebabkan penyakit pada ikan nila yaitu Aeromonas
sp, Aeromonas salmonicida dan Aeromonas hydrophila. A Salmonicida
merupakan bakteri patogen yang menyebabkan timbulnya penyakit peradangan
pada bagian kulit yang terinfeksi secara akut maupun kronis yang biasa disebut
dengan furunculosis.

Infeks oleh P. aeruginosa dapat menyebabkan infeks pada luka, infeksi
pada traktus urinari, diare, telinga dan organ genital. Bakteri ini dapat mengalami
peningkatan jika terkombinasi dengan infeks Streptococcus dan Staphylococcus
(Carter and Wise 2004). Reed et al., (2002) menyatakan bahwa penyakit yang
disebabkan oleh bakteri Vibrio sering terjadi pada budidaya ikan/udang yang
berasal dari perairan laut,estuaria dan perairan tawar. Serangan penyakit oleh
bakteri Vibrio dapat menyebabkan tingkat mortalitas yang tinggi pada usaha
budidaya udang.

Daam penanggulangan penyakit pada usaha budidaya perikanan umumya
menggunakan antibiotik. Akan tetapi, penggunaan antibiotik ini sudah dilarang
dikarenakan dapat menyebabkan timbulnya efek resisten pada bakteri patogen
serta lingkungan menjadi tercemar. Penggunaan antibiotik pada jenis ikan
konsumsi dapat meninggalkan residu pada tubuh inangnya, sehingga tidak aman
jika terkonsumsi oleh manusia. Oleh karena itu diperlukan aternatif lain dalam
penanggulangan penyakit pada ikan yang lebih ramah lingkungan dan efek
resisten terhadap bakteri tidak terjadi (Kamaludin, 2011).

Oleh karena itu dalam penanggulangan penyakit sebaiknya menggunakan
bahan-bahan alami yang berasal tanaman, keuntungan dari penggunaan tanaman

yaitu ramah lingkungan, pengganti antibiotik, ekonomis dan mudah didapat.



Tanaman yang terbukti efektif untuk digunakan sebagai alternatif pengobatan
penyakit yaitu daun sirsak ( A. muricata. L ). Daun sirsak yang mengandung
senyawa flavonoid, saponin, tanin dan akaloid ini berpotensi sebagai bahan untuk
mencegah penyakit infeks bakteri (Permatasari dkk., 2013). Hal ini menandakan
bahwa tanaman daun sirsak dapat digunakan sebagai antimikroba terutama pada
bakteri.

Berdasarkan latar belakang di atas, penulis ingin meneliti aktivitas bakteri
tumbuhan daun sirsak terhadap bakteri patogen yang belum diteliti yaitu
Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio alginolyticus.

1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas rumusan masalah dalam penelitian ini

adalah sebagal berikut:

1. Apakah ekstrak daun sirssk memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa
dan Vibrio alginolyticus

2.  Berapakah konsentrasi ekstrak daun sirsak yang terbaik untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa
dan Vibrio alginolyticus

1.3. Batasan Masalah
Batasan masalah yang terdapat dalam penelitian ini adalah aktivitas

antibakteri dari ekstrak daun sirsak dengan konsentrasi yang berbeda terhadap

bakteri Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio

alginolyticus.



14.

1.5

Tujuan Penélitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak terhadap
pertumbuhan bakteri Aeromonas salmonicida, Pseudomonas aeruginosa

dan Vibrio alginolyticus

Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak daun sirsak yang baik untuk
menghambat pertumbuhan bakteri Aeromonas salmonicida, Pseudomonas

aeruginosa dan Vibrio alginolyticus

Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini dalah sebagai berikut:

Memberikan informasi kepada masyarakat perikanan bahwa ekstrak daun
sirsak dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri Aeromonas
salmonicida, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio alginolyticus

Sebagali bahan rujukan dan pertimbangan bagi peneliti selanjutnya agar

dapat menghasilkan penelitian yang lebih maksimal dan relevan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Daun Sirsak (Annonamuricata L)

Menurut (Sunarjono, 2005) klasifikasi dari tumbuhan daun sirsak adalah

sebagal berikut:
Kingdom : Plantae
Divis : Spermatophyta

Sub divis : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Polycarpiceae F
Amilia : Annonaceae

Genus : Annona

Spesies : Annona muricata L.

Gambar 1. Daun Sirsak (Annona muricata L) (Dokumentasi Pribadi)

Secara morfologi Sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman
tumbuhan tropis yang bersifat tahunan. Dengan ciri-ciri batang coklat berkayu,
bulat, bercabang, daun bebentuk telur, ujung runcing, tepi rata, pangkal

meruncing, pertulangan menyirip, panjang tangkai 5 mm, hijau kekuningan.



Memiliki tinggi sekitar 3-10 meter, ukuran daun sekitar 8-16 cm x 3-7 cm.
Tangkai daun memiliki panjang 3-7 mm, bunga terletak pada bagian batang atau
ranting. Daging dari buah sirsak berwarna putih dan memiliki bentuk biji yang
bulat berwarna coklat kehitaman. Akar dari tanaman sirsak adalah akar tunggang

berwarna coklat muda (Hidayat dan Silvya, 2011).

2.2. Kandungan Daun Sirsak ( Annona muricata L )

Batang dan daun sirsak memiliki kandungan zat annonaceous acetogenins
yang aktif dalam melawan sel kanker, selain dari zat annonaceous acetogein yang
terkandung didalam batang dan daun sirsak, juga terkandung senyawa flavonoid,
Tanin, dan saponin pada ekstrak air dari daun sirsak, yang dapat menghambat
pertumbuhan tumor. Selain dari sifat anti kanker tumbuhan sirsak juga memiliki
sifat anti jamur, anti bakteri dan sangat efektif dalam melawan berbaga jenis
parasit atau cacing, bahkan sirsak juga dapat digunakan dalam mengobati tekanan
darah tinggi, stress dan depresi (Komansilan dan Alfarits, 2012).

Khasiat yang diperoleh dari buah sirsak dikarenakan kandungan fitokimia
yang ada di dalamnya. Kandungan fitokimia tersebut yaitu acetogenin, flavonoid,
akaoid, dan yang lainnya. Senyawa Annonaceous acetogenin hanya dapat
ditemukan pada family Annonaceae. Annonaceous acetogenin telah diketahui
berkhasiat pesticidal, anti tumor, antiparasitic, antihelmintic, antiprotozoal dan
antimicrobial. Annonaceous acetogenin adalah kelompok fitokimia yang memiliki

kandungan poliketida (Taylor, 2002).

2.3. ProsesEkstraksi
Menurut Berk (2009) ekstrakss merupakan suatu proses pemisahan

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

Menurut Departemen Kesehatan [l (1979) menyatakan bahwa ekstrak
merupakan sedian kering, cair maupun kental, dengan cara penyaringan simplisia
nabati atau hewani diluar pengaruh cahaya matahari langsung. Cara ekstraks ada
dua yaitu dengan cara panas dan dingin. Ekstraks dengan cara panas seperti
reflux, soxhlet, digest, infusa, dan dekokta kemudian dengan cara dingin seperti
maserasi dan perkolasi.

Sedangkan menurut Aisyah (2015) ekstrak merupakan suatu proses
pencarian zat-zat yang berkhasiat atau zat-zat yang aktif dari bagian tanaman obat
hewan, dan beberapa jenis ikan termasuk juga dari biota laut. Zat-zat aktif yang
ada di dalam sdl, baik itu sel tanaman maupun sel hewan memiliki ketebalan yang
berbeda-beda, sehingga dibutuhkan metode ekstraksi dengan pelarut tertentu
untuk mengekstraknya.

Mukhriani (2014) menjelaskan bahwa dalam pembuatan ekstrak pada bahan
yang berasal dari tumbuhan memiliki tahapan sebagai berikut:

1. Pengelompokan dari bagian tumbuhan (daun, batang, bunga, dan yang
lainnya), pengeringan dan penggililngan bagian tumbuhan.
2. Pemilihan pelarut, hal ini digunakan untuk memisahkan zat aktif. Pelarut

akan 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, untuk menghilangkan pelarut dari bahan lainyya
sehingga menghasilkan massa kering keruh.

5. Rendemen vyaitu perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simplisiaawal.
Irianty et al., (2012) menyatakan bahwa dalam proses ekstraksi dapat

dipengaruhi oleh suhu, jenis pelarut, waktu ekstraksi, ukuran partikel dan metode

dalam ekstraksi.

M aser asi

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan
pelarut dengan beberapa kali pengadukan atau pengocokan pada temperatur
ruangan. Maseras bertujuan untuk menarik zat-zat memiliki khasiat yang tahan
pemanasan maupun yang tidak tahan pemanasan. Maserass merupakan cara
ekstraksi paling sederhana (Istigomah, 2014).

Menurut Simanjuntak (2008) dalam metode ekstraksi pada umumnya yang
digunakan adalah metode maserasi. Metode maserasi sering digunakan karena
prosedur dan peralatannya yang sederhana. Adapun permasalahan pada metode
maseras yaitu banyaknya pelarut yang digunakan dan waktu yang cukup lama
dalam mengekstrak bahan baku. Mukhriani (2014) menyatakan bahwa metode
maserasi dapat dilakukan dengan cara memasukan serbuk tanaman dan pelarut

yang sesual kedalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar.



Pelarut

Menurut Ardydi (2013) berdasarkan polaritas pelarut, pelarut terbagi
menjadi tiga kategori yaitu :
1.  Pelarut Protik Polar

Protik menunjukan atom hydrogen yang menyerang atom elektronegatif
adalah oksigen. Dengan kata lain pelarut protik polar merupakan senyawa yang
memiliki rumus umum ROH. Contoh dari pelarut protik polar adalah air (H20),
metil (CHzOH), dan asam asetat (CHsCOOH).
2. Pelarut Aprotik

Polar apotik menunjukan molekul yang tidak mengandung ikatan O-H.
pelarut dalam kategori ini semuanya memiliki ikatan dipol yang besar. Contoh
dari pelarut ini adalah aseton (C3HsO) dan etil asetat (C4HsO5).
3. Pelarut Non-Polar

Pelarut nonpolar merupakan suatu senyawa yang memiliki konstanta
dielektrik yang rendah dan tidak larut air. Contoh pelarut dari kategori ini adalah

benzene (CsHs), karbon tetraklorida (CCl,), dan etil eter (CH3CH,OCH,CH3).

2.4. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri merupakan teknik yang digunakan untuk
mengukur berapa besar potens atau konsentrasi dari suatu senyawa yang dapat
memberikan efek bagi mikroorganisme. Kemampuan suatu zat antimikroba dalam
menghambat pertumbuhan mikroba dipengaruhi oleh faktor-faktor seperti : (1)
konsentrasi zat antimikroba, (2) waktu penyimpanan, (3) suhu lingkungan, (4)

sifat-sifat mikroba, meliputi jenis, jumlah, umur, dan keadaan mikroba, (5) sifat-



sifat fisik dan kimia makanan termasuk jenis, kadar air, pH dan jumlah senyawa di
dalamnya (Nuraini, 2007).

Menurut Jawetz et al., (2007) metode yang paling digunakan adalah uji
difus cakram. Cakram kertas filter yang mengandung sejumlah obat tertentu yang
ditempatkan diatas medium padat yang telah diinokulasi pada permukaan dengan
organisme uji. Setelah di inkubasi, diameter zona jernih inhibisi di sekitar cakram
diukur sebagal ukuran kekuatan inhibisi obat melawan organisme uji tertentu.

Menurut Ratnasari (2009) metode difusi dibagi menjadi beberapa cara yaitu:
1. Metode Silinder Gelas

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

hambatan di sekeliling silinder.

2. Metode Kertas Cakram (Disk diffusion)

Metode cakram kertas adalah meletakan cakram kertas yang telah direndam
dengan larutan uji di atas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri.
Setelah melakukan diinokulasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada
atau tidaknya daerah hambatan di sekeliling cakram. Kelebihan dari metode difusi
cakram ini adalah mudah untuk dilakukan, tidak perlu memerlukan peraatan
khusus dan murah. Kekurangan yang terdapat pada metode difusi cakram ini
adalah ukuran zona bening yang terbentuk tergantung oleh kondis inkubasi,

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

Metode cetak lubang yaitu membuat lubang pada agar padat yang telah
diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan
penelitian yang dilakukan, kemudian lubang diisi dengan larutan yang akan diuji.
Setelah diinkubasi, pertumbuhan dari 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 aseksualnya. Secara pembelahan bakteri
memiliki ukuran sel yang kecil dimana pada setiap selnya hanya dapat dilihat
dengan bantuan mikroskop. Ukuran bakteri bervarias bailk penampang maupun
panjang, tetapi pada umumnya penampang bakteri berkisaran 0,7 — 1,5, dengan
panjang berkisaran 1,6 um (Anonim, 2003). Bakteri patogen merupakan bakteri
yang dapat menyebabkan suatu penyakit. Bakteri patogen dapat menyebar luas
melalui populass manusia dalam berbaga cara. Pengobatan infeks yang
disebabkan oleh bakteri patogen melibatkan antibiotik, obat yang diformulasikan

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

2.5.1. Aeromonas salmonicida

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

Menurut Buchanan dan Gibbsons (1974) dalam Departemen Kelautan dan

Perikanan (2007) klasifikasi dari A. salmonicida adalah sebagai berikut:
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Domain : Bacteria

Kingdom : Proteobacteria

Filum : Gammaproteobacteria
Kelas : Aeromonadales

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas salmonicida

Gambar . A. salrii cida (Ci pi ano 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. A. salmonicida berbentuk batang
pendek (1,3 - 20 x 0,8 — 1,3 pym), 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 2 jenis yaitu typical dan
atypical. Strain typical mempunyai inang dominan ikan-ikan salmonid dan
menyebabkan penyakit furunculosis dengan geala klinis yang khas sedangkan
strain atypical mempunyai karakteristik yang memiliki banyak variasi dari sifat

fisiologi, biokimia, dan serelogi serta ketahanan terhadap antibiotik.
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Menurut Departemen Kelautan dan Perikanan (2009) bakteri A. salmonicida
memiliki warna 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 yang
memiliki kandungan asam amino tinggi pigmen coklat akan terlihat jelas pada
umur kultur 48 jam. Secara biokimia bakteri ini mempunyai sifat-sifat oksidase
positif dan memfermentasi glukosa.

Ikan yang terserang bakteri A. salmonicida biasanya akan memperlihatkan
tanda-tanda warna tubuhnya berubah menjadi agak gelap, kulit akan menjadi kasat
dan timbul pendarahan yang selanjutnya akan menjadi borok (hemoragi), seluruh
bagian sirip rusak dan insangnya menjadi berwarna keputih-putihan, organ mata
rusak dan agak menonjol (exopthalmia) (Afrianto dan Liviawaty, 1992).

Menurut McCarthy dan Robert (1980) dalam Koski (2005) menyatakan
bahwa ggldaklinis dari serangan bakteri A. salmonicida pada ikan menyebabkan
kemampuan renangnya menurun dan sering naik ke permukaan air dikarenakan
insang yang rusak menyebabkan pendarahan pada insang sehingga ikan sulit
untuk bernapas, sering terjadi pendarahan pada organ bagian tubuh ikan dan
sering perut ikan menjadi kembung (drops), lender pada rectum berdarah,
pembentukan cairan berdarah, pendarahan pada pangka sirip, pendarahan didasar

sirip dada, dan mortalitas yang tinggi.

2.5.2. Pseudomonas aeruginosa
Pemberian nama dari bakteri P. aeruginosa menggunakan sistem penamaan
binomial. Klasifikasi dari P. aeruginosa menurut Siegrist (2010) adalah sebagai

berikut :
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Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Order : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadadaceae
Genus : Pseudomonas

Species : Pseudomonas aer uginosa

Gambar 3. P. aeruginosa (Anonim, 2021)

Bakteri P. aeruginosa mempunyai ciri-ciri koloni berwarna kuning dengan
diameter 2,42 mm, sel berbentuk batang, dan bersifat motil. Bakteri ini secaraluas
dapat ditemukan di alam, contohnya di tanah, air, tanaman, dan hewan.Bakteri P.
aeruginosa adalah patogen oportunistik (Strohl, 2001).

Kemunculan penyakit yang disebabkan oleh P.aeruginosa, dimulai dengan
gangguan atau kelainan dari sistem pertahanan tubuh yang normal (Todar, 2012).
Bakteri ini menempel dan membentuk koloni pada membrane kulit atau mukosa
menginvasi secara lokal dan menyebabkan penyakit sistemik (Brooks et al.,
2013). Todar (2012) juga menambahkan bahwa kebanyakan infeksi yang
disebabkan oleh Pseudomonas bersifat invasif dan toksinogenik. Infeksi
Pseudomonas yang palingutama, terjadi dalam 3 fase berbeda, yaitu : perlekatan
bakteri dan kolonisasi, invas local serta penyebaran penyakit sistemik. Faktor
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penentu patogenitas sangat berperan dalam fase-fase ini dan juga memberikan
pengaruh utama pada sindrom asindroma khas yang muncul bersamaan dengan
penyakit yang timbul.

Dalam pengobatan penyakit yang disebabkan oleh bakteri P. aeruginosa
tidak boleh dengan terapi obat tunggal karena tingkat keberhasilan yang rendah
dan bakteri dengan cepat menjadi resisten.Pola kepekaan bakteri ini bervarias
secara geografik. Antibiotik yang aktif terhadap bakteri P. aeruginosa antara lain

imipinem, aztreonam, kuinolon baru, termasuk ciprofloxacin (Jawetz et al., 1986).

2.5.3. Vibrio alginolyticus

Bakteri V. algonolitycus merupakan gram negatif yang dapat menggunakan
sgjumlah komponen seperti satu-satunya sumber karbon dan energi tanpa
membutuhkan vitamin atau growth factor. Banyak juga yang hidup pada kisaran
suhu 4-42 °C dan dapat menetap selama berminggu-minggu di dalam lingkungan
yang basah dengan sedikit makanan atau tanpa makanan. Karakteristik ini
menjelaskan mengapa vibrio adalah sebuah patogen opportunistic yang efektif.

Klasifikasi dari bakteri V. algonolitycus menurut (Brogden et al., 2000)

adal ah sebagai berikut ;

Kigdom : Bakteria

Filum - Proteobakteria

Kelas : Gammaproteobakteria
Order : Virbrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio alginolyticus
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Gambar 4. V. alginolyticus (Anonim, 2021)

Bakteri V. alginolyticus merupakan salah satu bakteri yang menyebabkan
penyakit vibriosis, dimana penyebaran penyakit ini dapat melalui udang, ikan dan
kepiting (Wel dan Wendy, 2012). Menurut Austin (1987) bakteri V. alginolyticus
memiliki ciri-ciri berwarna kuning dan berdiameter 3-5 mm. Karakteristik
biokimia adalah mempunyai sifat fermentatif, oksidase, katalase, methyl red, H2S,
glukosa, laktosa, dan manitol positif. Sedangkan sellobiosa, fruktosa dan
gal aktosa negatif.

Menurut Murdjani (2002) ada beberapa jenis bakteri Vibrio yang hidupnya
berasosiasi dengan ikan kerapu bebek yang antaralain V. alginolyticus, V. fuscus
dan V. anguillarium yang mana keganasan V. alginolyticus dan V. anguillarium
dapat menyebabkan kematian pada larva ikan kerapu bebek. Bahkan V.

alginolyticus dapat menyebabkan tingkat mortalitas larva hingga 100 %.
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[11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Pendlitian ini dilakukan di Laboratorium Baa Benih |kan Fakultas

Pertanian Universitas |slam Riau pada bulan Oktober 2021.

3.2. Alat dan Bahan Pendlitian
3.2.1.Alat Pendlitian
Alat yang digunakan pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Alat Pendlitian

No Alat Jumlah Fungsi
1. | Timbangan analitik PR R Heng
diperlukan
2. | Autoclave 1 Unit Sterllls;asn g anishan yang
akan diperlukan
3. | Sendok 1 Buah | Mengambil bahan yang
diperlukan
4. | Kacaarloji 1 Buah | Wadah media saat penimbangan
Wadah untuk memanaskan media
5. | Erlenmierlil ey dan kultur bakteri patogen
6. | Erlenmeyer 250 ml 1 Buah | Wadah untuk memanaskan media
7. | Magnetic stirrer 1 Buah I\/_Iengaduk el saet pemanasan
di hot plate
8. | Hot plate 1 Unit I\/_Iemanaskan mediayang akan
digunakan
9. | Laminar air flow 1 Unit Tempqt menanam dan infeks
bakteri patogen
10. | Cawan petri 15 Buah | Tempat media agar
11. | Tabung reaksi 6 Buah | Tempat mediaagar miring
12, | Gelas ukur 25 m 1 Bush | Menakar agaryang aken
dimasukan ke cawan petri
13. | Gelas ukur 250 ml 1 Buah | Menakar agquades
. Menghomogenkan suspense
14. | Vortex 1 Unit ekstrak
15. | Aluminium foil 1 Roall Menutup wadsh meciayang
digunakan
16. | Rak tabung reaksi 2 Buah | Tempat meletakan tabung reaksi
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Mengambil sampel bakteri ke

17. | Micro pipet 10-100 pm 1 Buah ;

media agar
18. | Micro pipet 100-1000 ym | 1 Buah Zggam“' sampel ekstrak: daun
19. | Jarum ose > Bush Infeks bakteri patogen ke media

agar dan broth
20. | Bunsen 2 Buah | Sterilisasi jarum ose

Wadah kertas cakram dan cakram
21. | Besker glass 20 mi 7 Buah antibiotik yang akan digunakan
22. | Pinset 1 Buah | Mengambil kertas cakram

. Tempat inkubas dan pembiakan

23. | Incubator 1 Unit bakteri
24. | Jangka sorong 1 Buah | Mengukur diameter daya hambat
25. | Rotary evavorator 1 Buah | Mengekstraksi daun sirsak
26. | Botol selai kaca 1 Buah | Wadah penyimpanan ekstrak
27. | Botol vid 5 Buah | Wadah stok konsentrasi ekstrak
8. | Plat tetes 1 Bush Wadah kertas cakram yang akan

ditetes konsentrasi dari ekstrak

3.2.2. Bahan Pendlitian

Bahan yang digunakan pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Bahan Pendlitian

No. Bahan Fungsi
1. | Nutrien Agar (NA) Mediaisolasi, kultur dan permunian bakteri
pathogen
2. | Nutrien Borth Media pemurnian bakteri
3. | Aquades Pelarut media agar dan broth
4. | Ekstrak Daun Sirsak Bahan sampel uji
5. | Alkohol 70% Sterilisasi
6. | Spiritus Bahan bakar Bunsen
7. | Bakteri A. 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. | Etil Asetat Fraksinasi ekstrak daun sirsak
13. | n-Heksana Fraksinasi ekstrak daun sirsak
14. | Metanaol Melarutkan ekstrak
15. | Kloroform Uji Alkoloid
16. | H,SO4 2N Uji Alkoloid dan Uji terpenoid/Steroid
17. | Mayer Uji Alkoloid
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18. | Dragendorff Uji Alkoloid

19. | Serbuk Magnesium Uji Flavonoid

20. | Acetic Acid Uji Terpenoid/Steroid
21. | FeCl3 1% Uji Fenolik

22. | HCl 37% Uji Flavonoid

3.3. Hasil Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri

Uji pendahuluan yang dilakukan untuk mengetahui apakah ekstrak daun
sirsak dengan konsentrasi 50% memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Aeromonas salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus. Hasil uji
pendahuluan, didapatkan bahwa ekstrak daun sirsak dengan kosentrasi 50%
memiliki aktivitas antibakteri yang ditunjukan dengan terbentuknya zona hambat
(zona bening). Zona hambat pada bakteri A. salmonicida sebesar 15 mm, P.
aeruginosa sebesar 14 mm dan V. alginolyticus sebesar 15 mm pada area sekitar
cakram, efektivitas daya hambat ini tergolong kuat. Hasil uji pendahuluan ini

digunakan untuk menentukan konsentrasi perlakuan pada penelitian ini.

3.4. Rancangan Percobaan dan Metode Penélitian

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif dengan pendekatan
eksperimental, dimana untuk mengetahui kemampuan daya antibakteri ekstrak
daun sirsak terhadap bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus
yang dilakukan dengan lima perlakuan dan dua kali ulangan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini

adal ah perbedaan konsentrasi ekstrak daun sirsak, sebagai berikut :

P1 = Ekstrak daun sirsak konsentrasi 10%
P2 = Ekstrak daun sirsak konsentrasi 20%
P3 = Ekstrak daun sirsak konsentrasi 30%
P4 = Ekstrak daun sirsak konsentrasi 40%
P5 = Ekstrak daun sirsak konsentrasi 50%
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Metode perlakuan ini dilakukan dengan dua tahap yaitu pertama adalah
eksperimental laboratorium. Daun sirsak (Annona muricata L) diekstraksi dengan
metode maserasi yaitu dengan menggunakan pelarut metanol. Ekstrak daun sirsak
(Annona muricata L) menentukan aktivitas sediaan ekstrak daun sirsak sebagai
kandidat antibakteri. Kedua, metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
difus cakram, dimana dalam teknik ini media agar yang telah diinokulasi dengan
bakteri patogen kemudian dimasukkan kertas cakram pada media yang telah diisi

ekstrak uji.

3.5.  Prosedur Pendlitian
3.5.1. Pengambilan Sampel Daun sirsak (Annona muricata L)

Sampel penelitian yang digunakan adalah daun sirsak yang diperoleh di
sekitaran Jalan Desa Sanglar Kecamatan Reteh Kabupaten Indragiri Hilir Provins
Riau.

3.5.2. Ekstraks dan Fraksinasi Daun sirsak (Annona muricata L)

Daam proses pembuatan ekstrak daun sirsak 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 sSirsak yang telah kering kemudian
dimasukan ke dalam begana maseras lau diberi cairan pelarut metanol
secukupnya.

Metanol 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
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untuk memisahkan larutan dengan ampasnya, ampas dari daun sirsak tersebut
dimasukan kembali ke dalam begjana maserasi dan dilakukan seperti semula. Hasll
saringan diuapkan dalam rotary evavorator dengan suhu 40°C untuk mendaptkan
ekstrak murni dari daun sirsak, setelah mendapatkan ekstrak murni daun dari
proses evaporasi, ekstrak dimasukkan kedalam botol selai kaca dan ditutup
menggunakan tisu agar penguapannya maksimal.

Fraksinasi dilakukan secara bertingkat menggunakan berbagai pelarut
dengan tingkat kepolaran yang berbeda dengan menggunakan corong pisah,
sebelumnya ekstrak yang digunakan telah dilarutkan menggunkan pelarut metanol
sebanyak 150 ml dan air sebanyak 150 ml. Kemudian fraksinasi diawali dengan
pelarut non polar ( n-heksana) tiap kalinya sebanyak 300 ml.

Proses fraksinas dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan, sehingga
diperoleh fraksi n-heksana dan fraks air. Fraksi n-heksana digabung dan
kemudian diuapkan menggunakan rotary evavorator sehingga diperoleh fraksi
kental n-heksana. Fraksinasi dilanjutkan dengan pelarut semi polar ( etil asetat ).
Proses yang sama diulangi seperti pada pengerjaan fraks n-heksana, sehingga
diperoleh fraksi etil asetat dan fraksi air. Fraks etil asetat diuapkan menggunakan
retory evavorator sehinggadiperoleh fraksi kental etil asetat.

3.5.3. Pembuatan Konsentrasi Suspens Ekstraksi Daun sirsak (Annona
muricata L)

Konsentrasi suspensi ekstrak daun sirsak yang akan digunakan yaitu mulai
dari 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50% dengan cara:
1. Konsentras 10% (0,2 g ekstrak daun sirsak + 2 ml Etil)
2. Konsentras 20% (0,4 g ekstrak daun sirsak + 2 ml Etil)

3. Konsentras 30% (0,6 g ekstrak daun sirsak + 2 ml Etil)
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4.  Konsentrasi 40% (0,8 g ekstrak daun sirsak + 2 ml Etil)

5.  Konsentras 50% (1 g ekstrak daun sirsak + 2 ml Etil)

3.5.4. Sterilisas 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
dibungkus dengan menggunakan plastik bening kemudian dimasukan ke dalam
alat autoclave untuk disterilsasi dan didiamkan selama 30 menit pada suhu 121°C.

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

Sterilisas  dilakukan untuk membunuh mikroba yang terdapat pada
peralatan. Teknik sterilisasi yang paling sering digunakan adalah sterilisas
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

Peremagjaan 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
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penelitian ini yaitu A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus.
Peremajaan bakteri patogen ini dilakukan pada media agar miring, untuk membuat
media agar miring langkah pertama yang dilakukan yaitu mempersiapkan enam
buah tabung reaks 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
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 reaks 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. Tandal setiap tabung reaksi
sesuai dengan bakteri patogen yang terdapat di dalamnya, kemudian dilakukan

inkubasi ke dalam inkubator 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
mengkultur bakteri dan patogen yang berbentuk cair atau liquid. Pembuatan media
NB menggunakan tiga erlenmeyer, langkah pertama yang dilakukan untuk
pembuatan media NB vyaitu, menimbang NB sebanyak 0,24 gr, kemudian
tambahkan aguades sebanyak 30 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
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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.

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 Aeromonas salmonicida, P. aeruginosa dan
V. alginolyticus. pada masing-masing erlenmeyer dengan cara ambil bakteri pada
tabung reaks 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

Daam 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 Aeromonas
salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus., 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
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tambahkan aquades sebanyak 225 ml ke dalam erlenmeyer 250 ml, homogenkan,
lalu masukan magnetik stirrer dan tutup dengan aluminium foil. Panaskan
menggunakan hot 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 diisi sebanyak 15 ml, tutup bagian
atasnya menggunakan auminium 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 uL 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 ekstrak daun sirsak
sebanyak 100pL secara bertahap. Setelah itu kertas cakram yang telah ditetes
diletakan di atas media dan ditekan dengan pelan menggunakan pinset agar
menempel sempurna. Setelah selesal 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
sebagal 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

sirsak. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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Keterangan :

Kontrol positif, antibiotik oksitetrasikin
Kontrol negatif, methanol

Suspensi konsentrasi ekstrak daun sirsak
Suspensi konsentrasi ekstrak daun sirsak

OO
OO,

Gambar 3.1. Metode Difus Cakram

AowpNPE

Zona hambat yang terbentuk setelah 24 jam diukur menggunakan jangka
sorong dan diinterpretasikan kekuatan zona hambatnya. Adanya aktivitas
antibakteri terhadap bakteri A. salmonicida P. aeruginosa dan V. alginolyticus
yang ditanda oleh 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
<5mm Lemah
5-10 mm Sedang
10- 20 mm Kuat
20-30 mm Sangat kuat

Sumber: Sartika et al., (2013)

3.5.8. Uji Fitokimia
3.5.8.1.Uji Flavonoid

Ektstrak diambil sebanyak 0,1 gram dan dimasukan ke dalam tabung
reaksi, lalu ditambahkan serbuk magnesium sebanyak 0,1 gram dan amil akohol
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).
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3.5.8.2.Uji Alkaloid

Ekstrak diambil sebanyak 0,1 gram kemudian ditambahkan dengan
kloroform sebanyak 5 ml dan amoniak sebanyak 3 tetes. Fraksi kloroform
dipisahkan dan diasamkan dengan 2 tetes H,SO, 2M. Fraksi asam dibagi menjadi
tiga tabung yang mana masing-masing tabung ditambahkan pereaksi dragendorf,
meyer dan wagner. Untuk alkaloid pada sampel ditandai dengan adanya endapan
putih pada pereaks meyer, pada endapan pereaksi dragendorf ditandai dengan
timbulnya endapan merah dan pada pereaks wagner ditandai dengan adanya

endapan cokelat (Harbone, 1987).

3.5.8.3.Uji Tanin

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

ini adal ah terbentuknya warna hijau kehitaman (Harbone, 1987).

3.5.8.4.Uji Saponin

Ekstrak diambil sebanyak 0,1 gram kemudia 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).
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3.6.

HO

H1

3.7.

Hipotesisdan Asumsi

Dalam penelitian ini hipotesa yang digjukan adalah:

Ekstrak daun sirsak tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri

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

Ekstrak daun sirsak dapat menghambat pertumbuhan bakteri
A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus..

Hipotesis di atas digjukan dengan asumsi sebagai berikut:

Tingkat virulens bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V.
alginolyticus dianggap sama

Tingkat keterampilan dan ketelitian peneliti dianggap sama

K eadaan lingkungan dan kebersihan alat |aboratorium dianggap sama.
Analisis Data

Data pendlitian uji fitokimia ekstrak daun sirsak (A. muricata. L) dan

aktivitas daya hambat ekstrak daun sirsak (A. muricata. L) terhadap bakteri A.

salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus, di analisis secara deskriptif

kemudian didukung oleh literatur.
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IV.HASIL PENELITIAN

4.1. Uji Fitokimia Ekstrak Daun Sirsak ( Annona muricata L )

Uji fitokimia yang dilakukan pada penelitian ini adalah dugaan awal untuk
mengetahui kandungan dari senyawa pada ekstrak daun sirsak (A.muricata L)
yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri yang telah diuji. Metode yang
dilakukan pada uji fitokimia ini dengan cara mereaksikan ekstrak daun sirsak
dengan suatu senyawa tertentu dalam wadah.

Hasil dari uji fitokimia yang dilakukan dianggap positif, jika telah terjadi
perubahan warna terhadap golongan senyawa yang sesuai dengan warna standar
yang telah ditetapkan. Begitu juga dengan sebaliknya, jika hasil dari uji fitokimia
yang dilakukan tidak terjadi perubahan, maka dianggap negatif atau tidak
mengandung senyawa yang diuji. Berdasarkan dari penelitian yang dilakukan

diperoleh hasil uji fitokimia ekstrak daun sirsak (A.muricata L) yang dapat dilihat

pada tabel 4.1 :
Tabel 4.1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata L)
No Uji Fitokimia Pereaksi Hasl| Ket
1 | Alkaloid Meyer Dragendorff gl Lilieruh (+)
- Orange
2 | Fenalik FeCl3 1% Hijau Kehitaman (+)
3 | Saponin - Tidak Terbentuk Buih | (-)

Lieberman — Burchad Merah Keunguan
4 | Terpenoid/Steroid | Asam Sulfat Pekat
H,SO, 95%

Biru Kehijauan (*+)

Serbuk Magnesium
0,05 gr

Asan Klorida Pekat
(HCL) 37 %

5 | Flavonoid Merah Muda (+)

Keterangan : (+) = Terindifikas senyawa, (-) = Tidak terindifikasi senyawa
Dapat dilihat pada tabel 4.1. hasil uji fitokimia ekstrak daun sirsak (A.

muricata L) diketahui mengandung senyawa alkaloid, fenolik, terpenoid/steroid
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dan flavonoid. Adanya senyawa alkaloid pada ekstrak dari daun Sirsak diketahui
dengan adanya endapan berwarna oren, saat ditambahkan pereaksi dragendorff
dan timbulnya warna putih keruh saat ditambahkan pereaksi meyer.

Harbone (1987) menyatakan bahwa, hasil senyawa alkaloid yang ditemukan
pada sampel ditandai dengan perubahan warna oren kemerahan pada pereaksi
dragendorft dan warna putih keruh pada pereaksi meyer. Aktivitas antibakteri
pada senyawa akaloid dengan mekanisme merusak komponen-komponen
penyusun peptidoglikan sel bakteri, sehingga menyebabkan lapisan pada sel tidak
terbentuk sempurna dan kematian pada sel.

Hasil pada uji senyawa fenolik ekstrak daun sirsak yaitu terjadinya
perubahan warna hijau kehitaman ketika ditambahkan pereaksi FeCl3, hal tersebut
menunjukan bahwa ekstrak daun sirsak positif mengandung senyawa fenolik.
Mawaddah et al., (2018) menyatakan, kandungan dari senyawa fenolik ditandai
dengan adanya perubahan warna pereaksi menjadi hijau sampal hitam pekat pada
sampel. Menurut (Pengelly, 2006), senyawa fenolik memiliki kemampuan sebagai
antioksidan, antiseptik, bakterisidal dan lainnya.

Selanjutnya ekstrak daun sirsak juga memiliki kandungan terpenoid/steroid,
pada saat ditambahkan pereaks Lieberman-Burchad mengalami perubahan warna
menjadi merah keunguan, dan setelah ditambah dengan pereaksi asam sulfat pekat
(H2S0,4 95%) menghasilkan warna hijau kehitaman.

Herbone (1987) menyatakan, hasil uji positif pada uji senyawa
terpenoid/steroid yaitu terbentuknya warna merah pada senyawa triterpenoid

sedangkan pada senyawa steroid menghasilkan warna hijau. Mekanisme kerja
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senyawa steroid sebagai antibakteri adalah dengan cara merusak membran sel
bakteri.

Monalisa et al., (2011) menyatakan bahwa, senyawa terpenoid bereaksi
dengan pori membran luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang
kuat dan merusak pori serta mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri.
Akibatnya sel bakteri mengalami kekurangan nutrisi dan pertumbuhannya akan
terhambat atau mati.

Ekstrak daun Sirsak positif mengandung flavonoid, dengan ditandai adanya
perubahan warna bening menjadi warna merah muda saat larutan ekstrak daun
sirsak ditambahkan pereaksi 0,05 gram, serbuk magnesium dan asam klorida
pekat (HCI 37%). Menurut Cowan (1999), reaks positif pada uji flavonoid
ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah atau jingga setelah ditetes
pereaksi. Sabir (2005) menyatakan bahwa, senyawa flavonoid juga dapat merusak
permeabilitas dinding sel mikroba, sehingga dapat menghambat pertumbuhan
mikroba karena berikatan dengan protein fungsional sel dan DNA.

Hasil uji fitokimia ekstrak daun sirsak tidak mengandung saponin. Hal ini
dapat dilihat pada saat larutan ekstrak daun sirsak dipanaskan hingga mendidih,
setelah dingin dikocok selama bebergpa menit. Amati busa atau buih yang
dihasilkan, jika busa atau buih tersebut stabil lebih kurang selama 5 menit maka

ekstrak tersebut positif mengandung saponin.

4.2. Uji Aktivitas Antibakteri Daun Sirsak ( Annona muricata L )

Penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak ini menggunakan
metode difusi cakram. Metode ini dilakukan dengan cara, kertas cakram ditetesi
ekstrak dari daun sirsak sesuai dengan konsentras masing — masing perlakuan,
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kemudian diletakkan di atas media agar yang berisi kultur bakteri patogen dan
sedikit ditekan dengan menggunakan pinset supaya menempel pada media. Hasil
dari metode difusi cakram ini diketahui dengan terbentuknya zona hambat berupa
zona bening yang terdapat disekeliling kertas cakram setelah diinkubasi selama 24
jam di dalam inkubator.

Zona bening ini merupakan petunjuk kepekaan bakteri patogen terhadap
bahan antibakteri yang terdapat pada ekstrak daun sirsak. Bakteri patogen yang
diuji ialah bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V. alginolyticus. Cappucino
dan Sherman (2001) menyatakan bahwa, metode kertas cakram merupakan
metode yang biasa digunakan, untuk menguji aktivitas antimikroba suatu
antibiotik terhadap mikroorganisme patogen yang menyebabkan penyakit.
Kepekaan mikroorganisme patogen terhadap antibiotik terlihat dari ukuran zona

bening yang terbentuk.

4.2.1. Bakteri Aeromonas salmonicida

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak terhadap
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, dapat diketahui dengan terbentuknya zona
hambat berupa zona bening yang ditemukan disekeliling kertas cakram. Untuk
lebih jelasnya hasil uji zona hambat ekstrak daun sirsak terhadap pertumbuhan

bakteri A. salmonicida dapat dilihat pada Gambar 6 :
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Gambar 6. Rata-rata zona Hambat Uji Aktivitas Ekstrak Daun Sirsak terhadap
Pertumbuhan Bakteri A. salmonicida

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak pada bakteri A.
salmonicida perlakuan P1 konsentrasi 10% sebesar 6,9 mm, P2 konsentrasi 20%
sebesar 7,6 mm, P3 konsentrasi 30% sebesar 9,75 mm, P4 konsentras 40%
sebesar 10,6 mm dan P5 konsentrasi 50% sebesar 12,6 mm. Rata-rata zona
hambat pada kontrol positif sebesar 26 mm, sedangkan pada kontrol negatif tidak
didapati zona hambat. Zona hambat yang tertinggi terdapat pada perlakuan P5
konsentrasi 50% sebesar 12,6 mm dan yang terendah pada perlakuan P1
konsentrasi 10% sebesar 6,9 mm.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak pada perlakuan P1, P2, dan P3
termasuk pada golongan sedang dengan rentang zona hambat 5-10 mm, kemudian
perlakuan P4 dan P5 termasuk pada golongan kuat dengan rentang zona hambat
10-19 mm. Menurut Davis (1971), klasifikasi respon hambatan bakteri dengan
diameter 5-10 tergolong sedang dan pada diameter 10-19 termasuk pada respon

hambatan kuat.
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Brooks et.,al. (2008) menyatakan bahwa aktivitas antibakteri dipengaruhi
oleh faktor-faktor yaitu konsentrasi dari ekstrak, kandungan pada senyawa
antibakteri, daya difusi dari ekstrak dan jenis bakteri yang dihambat.
Meningkatnya diameter zona hambat pada masing-masing perlakuan dapat
dipengaruhi oleh senyawa metabolit sekunder yang ada pada ekstrak daun sirsak,
namun pada penelitian ini belum diketahui senyawa apa yang paling bertanggung
jawab atau yang paling berpengarun dalam mengambat pertumbuhan bakteri

tersebut.

4.2.2. Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak yang
digunakan pada penelitian ini, menghasilkan zona hambat yang berbeda-beda
pada setiap perlakuan terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa. Untuk lebih

jelasnya danat dilihat pada Gambar 7 :
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Gambar 7. Rata-rata ZonaHambat Uji Aktivitas Ekstrak Daun Sirsak terhadap
Pertumbuhan Bakteri P. aeruginosa

Berdasarkan pada gambar diatas, uji aktivitas antibakteri pada perlakuan P1

konsentrasi 10% sebesar 6,9 mm, P2 konsentrasi 20% sebesar 9,4 mm, P3
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konsentrasi 30% sebesar 10,1 mm, P4 konsentrasi 40% sebesar 10,75 mm dan P5
konsentrasi 50% sebesar 13 mm. Ratarata zona hambat pada kontrol positif
sebesar 31 mm, sedangkan pada kontrol negatif tidak didapati zona hambat.
Pemberian ekstrak daun sirsak pada bakteri P.aeruginosa mengalami peningkatan
dari P1 konsentrasi 10% sampai P5 konsetrasi 50%. Zona hambat yang tertinggi
terdapat pada perlakuan P5 konsentras 50% sebesar 13 mm dan yang terendah
pada perlakuan Pl konsentrasi 10% sebesar 6,9 mm. Davis dan Stout
(menunjukkan bahwa efek antibakteri dari ekstrak daun sirsak memiliki daya
hambat yang kuat karena memiliki diameter zona hambat dengan rerata 12,3 mm.
selain itu jumlah konsentrat ekstrak yang diberikan pada bakteri juga dapat
mempengaruhi  pertumbuhan bakteri sehingga zona hambat yang terbentuk
semakin besar, Poeloengan et al., (2006) menyatakan bahwa, penambahan
konsentrasi ekstrak yang diberikan akan meningkatkan zona hambat pada
pertumbuhan bakteri.

Hasil zona hambat pada perlakuan P1 konsentrasi 10% dan perlakuan P2
konsentrasi 20% termasuk kategori sedang dengan rentang 6-9 mm. Pada
perlakuan P3 konsentrasi 30% sampai perlakuan P5 konsentrasi 50% digolongkan
pada kategori kuat, karena rentang zona hambat yang dihasilkan yaitu 10-20 mm.
Mardiana dan Ratnasari, (2007) menjelaskan bahwa, terbentuknya zona hambat
pada tubuh bakteri patogen disebabkan oleh zat-zat aktif yang terdapat dalam

ekstrak daun sirsak.
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4.2.3. Bakteri Vibrio alginolyticus
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, hasil uji daya hambat ekstrak daun
sirsak terhadap pertumbuhan bakteri V. alginolyticus, dari perlakuan P1

konsentrasi 10% sampai P5 konsentrasi 50% dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Rata-rata Zona Hambat Uji Aktivitas Ekstrak Daun Sirsak terhadap
Pertumbuhan Bakteri V. alginolyticus

Berdasarkan pada gambar diatas, perlakuan konsentrasi ekstrak daun sirsak
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. Zona
hambat yang terendah pada perlakuan P1 konsentrasi 10% sebesar 5,65 mm dan
yang tertinggi pada P5 konsentrasi 50% sebesar 12,85 mm. Selanjutnya rata-rata
diameter zona hambat pada kontrol positif sebesar 28 mm, dan pada kontrol
negatif tidak ditemukan zona hambat disekitar kertas cakram. Menurut Andrieas
et al (2014), besarnya zona hambat yang terbentuk disekitar kertas cakram dapat
disebabkan oleh beberapa faktor seperti lama inkubasi, jenis ekstrak yang

digunakan, dan inokulum.
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Adanya zona hambat disekitar kertas cakram yang ditanam pada media kultur,
pada uji daya hambat antibakteri membuktikan bahwa ekstrak daun sirsak
memiliki senyawa antibakteri terhadap bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan
V. alginolyticus. Sesuai dengan pernyataan Nisaa’ dan Darjono (2011), bahwa
zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas cakram menunjukkan terdapat
aktivitas senyawa antibakteri.

Hasil uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini yaitu pada perlakuan P1
konsentrasi 10% dan perlakuan P2 konsentrasi 20% termasuk kategori sedang
dengan rentang zona hambat 5 - 10 mm. Perlakuan P3 konsentrasi 30% sampai
perlakuan P5 konsentrasi 50%, digolongkan pada kategori kuat, rentang zona
hambat 10 — 20 mm. Sartika et al., (2013) menyatakan bahwa, kategori daya
hambat antimikroba dibagi menjadi 4 berdasarkan diameter, yaitu : Diameter <5
mm tergolong lemah, Diameter 5-10 mm tergolong sedang, Diameter 10-20 mm
tergolong kuat, Diameter 20-30 mm tergolong sangat kuat.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, eksrak daun sirsak dapat digunakan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V.
alginolyticus. ekstrak daun sirsak mampu menghambat pertumbuhan bakteri
disebabkan, adanya kandungan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak daun
sirsak. Senyawa aktif yang ada dalam ekstrak daun sirsak mengakibatkan dinding
sel, membrane sel dan komponen penting yang terdapat didalam sel rusak
sehingga mengalami kematian sel. Nurhalimah dkk. (2014) menyatakan bahwa
senyawa aktif yang ada pada kandungan ekstrak daun sirsak ini mampu merusak

dinding sel, menonaktifkan enzim dan mendenaturasi protein sehingga mengalami
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kerusakan bahkan kematian pada dinding sel yang diakibatkan karena penurunan

permeabilitas.

4.3. Mekanisme Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Ekstrak Daun Sirsak
( Annona muricata L )

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, eksrak daun sirsak dapat digunakan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa dan V.
alginolyticus. Hal ini disebabkan oleh kandungan senyawa alkaloid, fenolik,
terpenoid/steroid, dan flavonoid yang terdapat pada ekstrak daun sirsak.

Senyawa akaloid berperan sebagal antibakteri dengan cara merusak
komponen-komponen penyusun peptidoglikan sel bakteri, yang menyebabkan
lapisan dinding sdl tidak terbentuk sempurna serta dapat menyebabkan kematian
padasel (Ningsih et al., 2016).

Mekanisme penghambat terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa
antibakteri berupa merusak dinding sel dengan cara menghambat pembentukan
sel, berubahnya membran sitoplasma yang menyebabkan keluarnya bahan-bahan
makanan dari dalam sel, terhambatnya sistem kerja enzim, terhambatnya sintesis
asam nukleat dan protein serta molekul protein dan asam nukleat mengalami
perubahan. (Sulistyo, 1971) menyatakan bahwa mekanisme pada penghambatan
antibakteri dikelompokkan menjadi lima, yaitu menghambat sintesis dinding sdl,
menghambat sintesis protein sel, merusak keutuhan dinding sel, menghambat
sintesis asam nukleat, dan merusak asam nukleat sel mikroba

Senyawa fenolik dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme yaitu
dengan mendenaturasi protein sel serta merusak enzim-enzim bakteri. Denaturasi

protein merupakan kerusakan struktur tersier dari protein yang menyebabkan
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terjadinya kerusakan pada protein dan menyebabkan protein tidak dapat berfungsi.
Senyawa fenolik ini merupakan kelompok senyawa terbesar yang berfungs
sebagai antioksidan alami pada tumbuhan. Mhaske et.,al (2012) menyatakan
bahwa, mekanisme kerja senyawa fenolik sebagai antibakteri dengan cara
merusak dinding sel serta enzim-enzim bakteri.

Mekanisme antibakteri yang terdapat pada senyawa terpenoid bekerja
membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin,
akibatnya sel bakteri mengalami kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan bakteri
tersebut terhambat. Dinding sel yang rusak menyebabkan senyawa metabolit
sekunder dapat masuk ke dalam membran sel dan mengakibatkan kerusakan sel
(Cowan, 1999).

Senyawa flavonoid dapat menyebabkan rusaknya dinding sel bakteri,
mikrosom dan lisosom, sebagai hasil interaksi dari senyawa flavonoid dengan

DNA bakteri (Wulandari, 2016).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

51. Kesmpulan

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan kesimpulan sebagai berikut:

1 Hasil uji fitokimia ekstrak daun sirsak mengandung senyawa fenolik,
flavonoid, terpenoid/steroid dan akaloid.

2. Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak konsentrasi 10%, sampai 30%
dapat menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida dengan kategori
sedang, konsentrasi 40% dan 50% dengan kategori kuat. Daya hambat
ekstrak daun sirsak konsentrasi 10% dan 20% pada bakteri P. aeruginosa
termasuk kategori sedang, konsentrasi 30%, sampai 50% termasuk
kategori kuat. Daya hambat ekstrak daun sirsak konsentrasi 10% dan 20%
pada bakteri V. alginolyticus temasuk kategori sedang, konsentrasi 30%
sampai 50% temasuk kategori kuat.

5.2. Saran

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri A. salmonicida, P. aeruginosa, V. alginolyticus. Disarankan
untuk melakukan penelitian penggunaan ekstrak daun sirsak pada jamur yang

menyerang ikan.
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