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Abstrak
Ice-ice merupakan penyakit yang menyerang rumput laut
Kappaphycus alvarezii yang menyebabkan perubahan warna
thallus menjadi putih, menurunkan kualitas karaginan serta
biomassa rumput laut. Daun ketapang diketahui memiliki sifat
antimikroba. Ekstraksi daun ketapang dilakukan dengan metode
rebus dan kukus. Aktivitas mikroba ice-ice diuji dengan metode
difusi cakram dilanjutkan dengan pencarian konsentrasi
minimum ekstrak dalam menghambat dan membunuh mikroba,
ekstrak dengan konsentrasi terbaik akan dilanjutkan dengan uiji
klinis di Desa Palasa Pulau Poteran, Kabupaten Sumenep
Tujuan dari penelitian ini adalah membandingkan tingkat
antimikroba yang dihasilkan dari ekstrak daun ketapang dengan
teknik perebusan dan kukusan sehingga diperoleh hasil ekstrak
yang efektif dan ekonomis untuk menanggulangi penyakit ice-ice.
Hasil penelitian aktivitas antibakteri esktrak daun
ketapang yang paling efektif terhadap Vibrio alginolyticus adalah
ekstrak daun ketapang yang direbus, dengan suhu 40°C
dibuktikan dengan dihasilkan diameter zona hambat terbesar
yaitu 17.27 mm dan tergolong dalam kategori kuat. Esktrak daun
ketapang metode rebus pada suhu 40°C memiliki nilai
konsentrasi hambat minimum sebesar 60% bersifat bakteriostatik
yaitu menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. Hasil
uji klinis menunjukkan ekstrak daun ketapang metode rebus suhu
40°C dapat menyembuhkan penyakit ice-ice, ditandai luas bercak



putih yang berkurang bahkan hilang pada hari ketiga setelah
perendaman dengan esktrak daun ketapang.

Kata kunci : Ekstrak daun Ketapang, Kappaphycus alvarezii,
penyakit ice-ice
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Abstract

Ice-ice is a disease condition of seaweed on Kappaphycus
alvarezii. This disease decreases seaweed production by reducing
carragenan quality and seaweed biomass. Ketapang (Terminalia
catappa L.) contains antimicrobial substance that control and
reduce ice-ice disease. This research aims to compare Terminalia
catappa L. antimicrobial level extract use boiling and steaming
method.

Terminalia catappa L. was extracted by boiling method
(40°C, 50°C, 60°C) and steaming method (90°C). The extract was
tested by using disk diffusion method for ice-ice microbial in
Kappaphycus alvarezii, then it was calculated the Minimal
Inhibitory ~ Concentration, and  Minimum  Bactericidal
Concentration. The highest antimicrobial activity was applied for
K. alvarezii cultivation clinic test in Palasa village, Poteran
island, Sumenep using float raft method. The result was analyzed
descriptively.

The research was able to get the most effective
Terminalia catappa L. extract from boiling method in 40°C to
inhibit Vibrio alginolyticus which had 17,27 mm in diameter zone
have classified strong category. Ketapang leaf extract method
boiled at a temperature of 40°C has a minimum inhibitory
concentration value of 60% is bacteriostatic which inhibits the
growth of bacteria V. alginolyticus.Clinic test showed that extract
from boiling method 40°C can recover ice-ice diseases. The white
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spot in thallus decreased after three days treatment using
Terminalia catappa L. extract.

Keywords: Ketapang leaves extract, Kappaphycus alvarezii, ice-
ice disease
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kappaphycus alvarezii merupakan anggota dari alga merah
(Rhodophyceae) dapat dimanfaatkan untuk bahan makanan yang
berguna sebagai antiradikal bebas (Hotchkiss, 2007; Gerung,
2002; Hernani, 2006). Selain itu, K. alvarezii menjadi komoditas
ekspor karena mengandung kappa karaginan yang penting untuk
stabilisator, bahan pengental, pembentuk gel dan pengemulsi
dengan teknik budidayanya yang relatif mudah dan murah
(Jimenez-Escrig, et al., 2001; Sulistijo,1996). Pada tahun 2002
produksi karaginan Indonesia mencapai 3.896 ton dengan
kapasitas ekspor sampai 3.156 ton (DKP, 2007). Salah satu
penghasil rumput laut K. alvarezii di Indonesia adalah Desa
Palasa, Sumenep, Jawa Timur. Petani rumput laut di Desa Palasa
telah mengandalkan K. alvarezii sebagai salah satu komoditas
untuk meningkatkan pendapatan mereka selain memancing.

Budidaya K. alvarezii akhir-akhir ini mengalami penurunan
kualitas dan kuantitas lebih dari 50% karena salah satunya akibat
penyakit ice-ice yang dipicu oleh buruknya kondisi lingkungan
(Largo et al., 1995; Widiastuti, 2009; FAO, 2007). Penyakit ice-
ice ditandai dengan gejala pemutihan dan kelembekan thallus
yang menyebabkan nekrosis (kematian jaringan), fragmentasi
thallus, dan menurunnya biomassa rumput laut (Uyenco et al.,
1977; Trono, 1974; Fresco, 2012). Penyakit ini disebabkan oleh
bakteri patogen dari kelompok Vibrio dan Cytophaga-
Flavobacterium (Largo, 1995) serta dari kelompok fungi
(Aspergillus sp. dan Phoma sp.) (Solis et al., 2010).

Ketapang (Terminalia catappa L.) merupakan salah satu
tanaman yang dapat tumbuh di tanah yang kurang nutrisi dan
tersebar sangat melimpah di Desa Palasa. Selama ini masyarakat
di Desa Palasa hanya mengenal tanaman ketapang sebagai
tanaman peneduh dan belum banyak dimanfaatkan sehingga nilai
ekonomisnya masih rendah (Handoko, 2011). Ekstrak daun



ketapang (T. catappa L.) diketahui memiliki sifat antimikroba
karena mengandung senyawa flavonoid, saponin, triterpen,
diterpen, fenolik dan tanin (Pauly, 2001; Luthfiyah, 2015;
Hardhiko et al., 2004; Neelavathi, 2013). Ekstrak daun ketapang
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol dapat
menghambat 70% bakteri Gram positif dan 63 % bakteri Gram
negatif (Lutfiyah, 2015). Penggunaan daun ketapang (Terminalia
catappa L.) sebagai ekstrak dalam skala besar tidak akan
menimbulkan persaingan dengan pemenuhan kebutuhan pangan
masyarakat (Handoko,2011).

Teknik ekstraksi terhadap daun ketapang secara maserasi,
soxhlet, dan hidrodistilasi menghasilkan antimikroba yang sangat
efektif, tetapi teknik ini memerlukan pelarut yang sangat mahal.
Teknik ekstraksi yang lebih ekonomis sangat diperlukan untuk
mengurangi biaya produksi sehingga dapat dengan mudah
diaplikasikan khususnya bagi petani pembudidaya rumput laut
skala kecil (Dandu, 2009).

Salah satu alternatif ekstraksi yang mudah dilakukan adalah
hidroekstraksi menggunakan air panas dengan cara perebusan dan
kukusan. Metode hidroekstraksi merupakan cara yang sangat
sederhana dan ekonomis sehingga dapat diaplikasikan oleh
pembudidaya rumput laut (Ahmed, 2005). Menurut Neelavathi et
al. (2013) aktivitas antibakteri daun T. catappa L. pada teknik
ekstraksi air panas dengan temperatur 40-50°C menghasilkan
hambatan pertumbuhan bakteri gram positif .

Oleh karena itu, dilakukan perbandingan tingkat antimikroba
yang dihasilkan dari ekstrak daun ketapang dengan teknik
hidroekstraksi melalui perebusan dan kukusan. Ekstrak yang
dihasilkan diharapkan mampu mengontrol penyakit ice-ice pada
budidaya rumput laut.

1.2 Rumusan Masalah

Pembudidaya rumput laut skala kecil memerlukan teknik
ekstraksi yang lebih ekonomis untuk mengurangi biaya produksi
agar dapat dengan mudah diaplikasikan. Sehingga dalam



penelitian ini dirumuskan permasalahan perbandingan tingkat
antimikroba yang dihasilkan dari ekstrak daun ketapang dengan
teknik rebus dan kukus untuk menanggulangi penyakit ice-ice.

1.3 Batasan Masalah

Permasalahan pada penelitian ini dibatasi pada :

1. Penelitian ini menggunakan dua jenis perlakuan yaitu in
vitro dan in vivo.

2. Pada perlakuan in vitro digunakan pengamatan Difusi
Cakram, KHM dan KBM.

3. Ekstrak daun ketapang yang digunakan yaitu ekstraksi
dengan cara perebusan dengan suhu 40°C, 50°C, dan
60°C dan kukusan dengan suhu 90°C ditunggu selama 30
menit

4. Pada perlakuan in vivo K. alvarezii yang diamati berada
di Desa Palasa (Pulau Poteran, Madura) Yyang
dibudidayakan dengan teknik rakit apung.

1.4 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah membandingkan tingkat
antimikroba yang dihasilkan dari ekstrak daun ketapang dengan
teknik perebusan dan kukusan sehingga diperoleh hasil ekstrak
yang efektif dan ekonomis untuk menanggulangi penyakit ice-ice.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini yaitu dapat dijadikan bahan
masukan yang berguna bagi Pemerintah Kabupaten Sumenep
yang berkaitan dengan upaya peningkatan produksi rumput laut.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kappaphycus alvarezii

K. alvarezii merupakan salah satu jenis alga merah
(Rhodophyceae) Doty (1985), kaya akan pigmen fotosintesis dan
pigmen lainnya seperti klorofil a, a-karoten, B-karoten, fikobilin,
neozantin dan zeanthin (Luning,1990). Klasifikasi K. alvarezii
menurut Larsen (1996) adalah sebagai berikut :

Kindom : Plantae

Divisi : Phodophyta

Kelas : Rhodophyceae

Ordo : Gigartinales

Famili : Solieriaceae

Genus : Kappaphycus

Spesies : Kappaphycus alvarezii

(Larsen ,1996)

Kappaphycus alvarezii merupakan spesies rumput laut
yang banyak dibudidayakan di perairan Indonesia. Hal tersebut
dikarenakan manfaat pikokoloidnya yang besar yaitu karaginan
dan agar serta teknik budidayanya yang relatif mudah dan murah.
(Luning, 1990).

2.1.1 Morfologi dan Karakteristik

Karakteristik K. alvarezii yaitu memiliki thallus
berbentuk silinder, duri-duri pada thallus runcing memanjang,
agak jarang-jarang dan tidak bersusun melingkari thallus,
permukaan licin, cartilageneus (menyerupai tulang rawan/muda)
(Anggadireja,et al.,2008) cabang multiaxial yang lemah atau
tegak (Sahoo,2010) serta memiliki diameter 20-30 cm (Martin,
2000). Percabangan bersifat dichotomus (percabangan dua-dua)
atau trichotomus (sistem percabangan tiga-tiga) (Anggadireja,et
al.,2008).



Meskipun K. alvarezii merupakan salah satu jenis alga
merah (Rhodophyceae) (Doty,1985), namun warna K. alvarezii
tidak selalu tetap dikarenakan faktor lingkungan dan merupakan
proses adaptasi kromatik yaitu penyesuaian antara proporsi
pigmen dengan berbagai kualitas pencahayaan, K. alvarezii
kadang-kadang berwarna hijau, hijau kuning, abu-abu atau merah
(Aslan, 2005). Gambar 2.1 merupakan morfologi K. alvarezii.

Gambar 2.1. K. alvarezii (Trono, 1974)
Keterangan gambar: (a) Thallus (b) duri pada thallus

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

K. alvarezii mempunyai habitat khas berupa daerah yang
memperoleh aliran air laut yang tetap, variasi suhu yang kecil,
dan substrat batu karang mati (Aslan,1998). Habitat rumput laut
K. alvarezii memerlukan sinar matahari untuk proses fotosintesis.
Oleh karena itu, rumput laut jenis ini hanya mungkin hidup pada
kedalaman sejauh sinar matahari masih mampu mencapainya.
Rumput laut jenis ini tumbuh di dataran terumbu karang dangkal
sampai kedalaman 6 m, melekat di batu karang, cangkang kerang,
dan benda keras lainnya. Rumput laut jenis ini akan hidup baik
bila jauh dari muara sungai (Anggadiredja dkk., 2008). Faktor
yang sangat berpengaruh pada pertumbuhan jenis ini yaitu arus
yang cukup dengan salinitas yang stabil, yaitu berkisar 28-34 per



14 mil. Rumput laut ini tumbuh mengelompok dengan berbagai
jenis rumput laut lainnya yang memiliki keuntungan dalam hal
penyebaran spora (Aslan,2006). K. alvarezii ini asal mulanya
didapat dari perairan Sabah (Malaysia) dan Kepulauan Sulu
(Filipina). Selanjutnya dikembangkan ke berbagai negara sebagai
tanaman budidaya. Lokasi budidaya rumput laut jenis ini di
Indonesia antara lain Lombok, Madura, Bali, Sumba, Sulawesi
Tenggara, Sulawesi Selatan, Sulawesi Tengah, Lampung,
Kepulauan Seribu, dan Perairan Pelabuhan Ratu (Atmadja, 2011).

2.1.3 Faktor-Faktor Mempengaruhi Pertumbuhan K.
alvarezii
Lokasi dan lahan budidaya untuk pertumbuhan rumput laut
jenis K. alvarezii di wilayah pesisir dipengaruhi oleh berbagai
faktor ekologi oseanografis yang meliputi parameter lingkungan
fisik, biologi dan kimiawi perairan (Puslitbangkan,1991).
a. Kedalaman Air
Kedalaman air yang baik untuk pertumbuhan K.
alvarezii adalah antara 20 cm sampai 15 m saat air laut
surut terendah. Dengan kedalaman tersebut, rumput laut
juga dapat memperoleh sinar matahari secara optimal saat
air laut pasang (Ditjenkan Budidaya, 2004).
b. Kecerahan Air
Kondisi air yang jernih dengan tingkat transparansi
sekitar 1,5 meter cukup baik bagi pertumbuhan rumput
laut. Intensitas cahaya yang diterima secara sempurna
oleh thallus merupakan faktor utama dalam proses
fotosintesis (Soenardjo, 2003).
c. Kondisi Substrat Perairan
Dasar perairan yang paling baik untuk pertumbuhan

K. alvarezii adalah yang stabil, terdiri dari patahan karang
mati (pecahan karang), dan pasir kasar serta bebas dari
lumpur (Ditjenkan Budidaya, 2004).



d. Arus
Kecepatan arus yang dianggap cukup untuk budidaya

rumput laut kira-kira 20-40 cm per detik (Winarno,
1996).

e. Suhu
Kisaran suhu perairan yang baik untuk rumput laut

K. alvarezii adalah 27-30°C dengan fluktuasi harian 4°C
(Setiyanto et al., 2008). Kenaikan suhu yang tinggi akan
mengakibatkan thallus rumput laut menjadi pucat
kekuning-kuningan dan tidak sehat (Soenardjo, 2003).

f. pH
pH perairan yang baik untuk organisme laut ialah 6,5-
8,5 (Aslan, 2005).

g. Salinitas
Salinitas yang cocok untuk budidaya K. alvarezii ialah
antara 28-34 ppt (Parenrengi et al.,2007)

2.2 Penyakit Ice-lce

Ice-ice merupakan penyakit indikasi cekaman (stress) pada
rumput laut yang sering terlihat di lokasi budidaya K. alvarezii
ditandai dengan timbulnya bintik/bercak-bercak merah pada
sebagian thallus yang lama kelamaan menjadi kuning pucat dan
akhirnya berangsur-angsur menjadi putih dari jaringan yang mati
akhirnya menjadi hancur atau rontok (Aditya dan Ruslan, 2003;
Aji dan Murdjani, 1986; Imardjono et al., 1989; Trensongrusmee
dkk., 1986; Runtuboy, 2004 ; Uyenco et al., 1981; Trono, 1974).
Rumput laut yang terkena penyakit ini tidak dapat melakukan
fotosintesis secara maksimal dan kandungan pigmen menurun
(Ganzon-Fortes et al. 1993). Konsep dari ice-ice sendiri berasal
dari tekstur dan warna dari area thallus yang terinfeksi dan
terlihat mirip seperti es (Collén et al., 1995). Bagian thallus muda



dari rumput laut K. alvarezii relatif lebih banyak terserang ice-ice
dibandingkan dengan thallus yang relatif tua hal ini dikarenakan
thallus muda merupakan bagian titik tumbuh rumput laut dan
memiliki lapisan epidermis yang tipis sehingga mudah terserang
bakteri dan sensitif terhadap perubahan lingkungan (Hamsah,
2012). Arisandi (2011) di lapangan menunjukkan bahwa gejala
awal infeksi ice-ice mulai terlihat setelah masa pemeliharaan
sekitar 25 hari. Penyakit ice-ice dapat menyebar secara vertikal
(dari bibit) atau horizontal melalui perantaraan air (Musa, 2008).

Faktor utama pemicu timbulnya penyakit ice-ice adalah
faktor abiotik yaitu kondisi perairan laut yang fluktuatif dan
cenderung ekstrim yaitu perubahan salinitas, suhu air, dan
intensitas cahaya mengakibatkan rumput laut mengalami stres
(Vairappan, 2006) ketika rumput laut mengalami stres akan
memudahkan infeksi patogen (Imardjono et al.,1989; Hurtado and
Agbayani, 2000; Mintardjo, 1990; Kaas and Perez, 1990). Dalam
keadaan stres, rumput laut (seperti: Gracilaria atau Kappaphycus)
akan membebaskan substansi organik yang menyebabkan thallus
berlendir dan diduga merangsang banyak bakteri tumbuh di
sekitarnya (Trono, 1974; Aji dan Murdjani, 1986; Kaas and
Perez, 1990; Uyenco et al. 1981). Morfologi thallus K. alvarezii
memutih dikarenakan penyakit ice-ice dapat dilihat pada gambar

Gambar 2.2 Thallus K. alvarezii (Dokumentasi pribadi, 2015)
Keterangan gambar: Thallus K. alvarezii memutih dikarenakan penyakit
ice-ice
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Faktor biotik penyebab ice-ice ialah bakteri patogen yaitu
Vibrio dan Cytophaga-Flavobacterium (Largo et al., 1995) serta
fungi, fungi yang diketahui dapat menginduksi penyakit ice-ice
ialah Aspergillus ochraceus, A. terreus dan Phoma sp. (Solis et
al., 2010). Faktor pemicu lain infeksi ice-ice dan epifit pada K.
alvarezii adalah hama, seperti ikan baronang (Siganus spp.),
penyu hijau (Chelonia midas), bulu babi (Diadema sp.) dan
bintang laut (Protoneostes sp.) yang dapat menyebabkan luka
pada thallus (Djokosetiyanto et al., 2008). Luka memudahkan
terjadi infeksi sekunder oleh bakteri (Largo et al., 1995).

2.3 Mikroba Penyebab Penyakit Ice-Ice

Mikroba penyebab penyakit ice-ice dapat berupa fungi
(jamur) maupun bakteri. Bakteri yang termasuk dalam kategori
bakteri penginfeksi rumput laut penyebab penyakit ice-ice adalah
Vibrio-alginolyticus dan Cytophaga-Flavobacteria (Fresco,
2004). Jenis fungi laut yang dapat menginduksi gejala ice-ice
yang mempengaruhi aktivitas carrageenolyic dan selulosa
yaitu Aspergillus sp. dan Phoma sp. (Hurd, 2014).

Vibrio merupakan organisme akuatik, ditemukan di laut,
payau atau habitat perairan tawar (Madigan et al., 2012) yang
merupakan bakteri dari famili  Vibrionaceae, kelas
Proteobacteria, Gram negatif,bentuk batang yang melengkung
(Madigan et al., 2012 ; Bergey et al., 1957). Secara umum,
bakteri vibrio bersifat aerob, tetapi ada pula yang bersifat
anaerob fakultatif (Feliatra, 1999). Bakteri Vibrio tumbuh
pada pH 4 - 9 dan tumbuh optimal pada pH 6,5 -8, 5 (Baumann
et al., 1984). Bakteri Vibrio alginolyticus memiliki tingkat
patogenisitas tertinggi terhadap thallus rumput laut K. alvarezii
(Aris ,2011). Vibrio alginolyticus merupakan bakteri Gram
negatif, memiliki batang pendek, bersifat fakultatif anaerob
(Costinar et al., 2010). Vibrio merupakan bakteri yang motil
karena memiliki flagella (Thompson et al., 2005). Penempelan
pada thallus oleh adanya flagel ini merupakan faktor penting yang
berperan dalam mekanisme infeksi (Largo, 1999).


https://id.wikipedia.org/wiki/Aerob
https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Anaerob_fakultatif&action=edit&redlink=1
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Aspergilus sp. adalah jenis mikroorganisme yang termasuk
dalam fungi (jamur) dan mikroorganisme eukariotik salah satu
mikoba penginduksi penyakit ice-ice pada rumput laut (Solis,
2010). Aspergilus sp. memiliki hifa bersepta dan bercabang,
konidiofora muncul dari foot cell membawa stigmata dan akan
tumbuh konidia yang membentuk rantai berwarna hijau, coklat
atau hitam (Fardiaz, 1992).

2.3.1 Mekanisme Infeksi Penyakit Ice-Ice

Mekanisme infeksi bakteri pada penyakit ice-ice diketahui
dari aktivitas Vibrio sp. yang dapat menempel pada permukaan
thallus (Largo, 1999). Tahap pertama infeksi yaitu penempelan
bakteri pada thallus untuk mengawali penyakit ice-ice, dimana
bakteri Vibrio menempel pada thallus rumput laut yang stres
kemudian berkembang biak pada dinding sel dengan
memanfaatkan polisakarida (karagenan) sebagai media atau
sumber karbonnya. Karaginan merupakan senyawa paling besar
yang ditemukan pada matriks dinding sel (Santos, 1989).
Karagenan adalah kelompok pembentuk gel dan polisakarida
pengental dan umumnya digunakan sebagai pemadat, penebal,
dan agen penstabil terutama pada produksi makanan, berbeda
dengan agar (Necas, 2013). Agar atau agarose merupakan
senyawa kompleks polisakarida yang dapat membentuk jeli,
digunakan secara luas di laboratorium sebagai pemadat
kemikalia dalam percobaan dan biakan mikroba. Setelah 2 —
3 hari bakteri Vibrio masuk ke dalam jaringan sampai pada
lapisan medula dengan cara menghidrolisa enzim karaginase
akibatnya warna thallus menjadi pucat, jaringannya lembek serta
thallus mudah terputus (Weinberger, 2007). Kloroplas banyak
ditemukan pada lapisan sel epidermis rumput laut. Aktivitas
hidrolitik bakteri menyebabkan degradasi epidermis yang
dilanjutkan dengan rusaknya kloroplas, dan berakhir pada
pemutihan thallus rumput laut yang terinfeksi (Solis et al., 2010).
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2.4 Ketapang (Terminalia catappa L.)

Ketapang berasal dari Asia Tenggara dan sudah dikenal
secara umum di Indonesia terdistribusi secara luas di daerah
tropis dan subtropis di Asia dan Amerika Selatan (Hutchinson,
1972). Ekstrak tumbuhan dapat dijadikan bahan antimikroba
(Neelavathi, 2003). Budidaya daun T. catappa L.telah digunakan
untuk penyembuhan luka terhadap infeksi bakteri dan jamur serta
infeksi parasit, T. catappa L. menghasilkan tanin hydrollyzable
ketika mereka tenggelam dalam air (Chitmanat et al., 2005).
Morfologi T. catappa dapat dilihat pada gambar 2.3

Klasifikasi T. catappa menurut Tjitrosoepomo (1993) adalah
sebagai berikut :
Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotylendonae

Ordo : Myrtales

Famili : Combretaceae

Genus : Terminalia

Spesies : Terminalia catappa L.

S

Gambar 2.3 Tanaman T. catappa L. (Dokumentasi pribadi, 2015)

Keterangan gambar: (a) pohon T. catappa L. (b) bunga T. catappa L
(c) buah T. catappa L (d) daun T. catappa L.
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T. catappa L. memiliki batang berdiameter sampai 1,5 m,
dengan cabang panjang dan mendatar, bunga berukuran sangat
kecil, berwarna putih dan tidak bermahkota, buah berbentuk bulat
telur, waktu muda berwarna hijau dan setelah matang berwarna
merah Lemmens dan Soedjipto (1999). T. catappa L. memiliki
helaian daun bundar telur terbalik. Helaian dipangkal berbentuk
jantung, ujung daun meruncing, pangkal daun juga berbentuk
meruncing, dan tepi daun yang rata.

2.4.1 Senyawa Antimikroba dalam Daun Ketapang

Kandungan daun Ketapang berdasarkan analisis fitokimia
dengan ekstrak etanol dan air (akuades) terbukti adanya alkaloid,
flavonoid, tannin, saponin, senyawa fenolik, triterpenoid,
phytosterols, fixed oil dan lemak, protein, karbohidrat, glikosida,
dan resin (Neelavathi, 2013).

Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa
metabolit sekunder yang paling banyak ditemukan didalam
jaringan tanaman (Rajalakshmi dan S. Narasimhan, 1985).
Senyawa flavonoid mampu menghambat fungsi membran
sitoplasmik bakteri dengan cara mengurangi fluiditas membran
sel dan merusak ikatan hidrogen pada asam nukleat sehingga
menghambat sintesis DNA dan RNA (Cushnie dan Lamb, 2005).

Saponin merupakan senyawa aktif yang menimbulkan busa
ketika dikocok dalam air. Saponin mudah larut dalam air dan
etanol, namun tidak larut dalam eter (Robinson, 1995). Saponin
bersifat sebagai antimikroba yang aktif pada kedua organisme
prokariotik dan eukariotik, tetapi dalam kepadatan sel yang
rendah daya racun saponin terhadap jamur berhubungan dengan
kemampuan senyawa ini untuk membentuk komplek dengan
sterol membran, dan menyebabkan pembentukan rongga.
Perkecambahan spora dihambat oleh senyawa ini. Apabila
senyawa saponin yang dikandung ektrak bereaksi dengan sterol
membran dari sel jamur menyebabkan pembentukan rongga pada
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membran sel jamur yang akhirnya mengakibatkan kerusakan pada
membran sel jamur, selain itu saponin juga berperan sebagai
antiparasit, antimolusca, aktif dalam haemolisis darah, anti
radang, antiyeast, antiviral, sitotoksik atau anti tumor, dan lain-
lain (Sparg, et al., 2004).

Secara struktural tanin adalah suatu senyawa fenol yang
memiliki berat molekul besar yang terdiri dari gugus hidroksi dan
beberapa gugus yang bersangkutan seperti karboksil untuk
membentuk kompleks kuat yang efektif dengan protein dan
beberapa makromolekul (Horvart, 1981). Tanin adalah senyawa
metabolit sekunder yang terdapat pada beberapa tanaman.
Menurut Rinasari (2002) sifat utama tanin yaitu mempunyai sifat
bakteristatik dan fungistatik, tanin dapat larut dalam air,
kelarutannya besar dan akan bertambah besar apabila dilarutkan
dalam air panas. Suksmawan dkk., (2004) melaporkan ekstrak
etanol dan ekstrak air dari daun gugur dan daun hijau Ketapang
memiliki aktivitas terhadap bakteri, namun aktivitasnya lebih baik
pada daun gugur dibandingkan daun hijau.

2.5 Uji Aktivitas Antimikroba
Pengukuran aktivitas antimikroba secara in vitro dapat
dilakukan 2 metode, yaitu metode pengenceran (Tube Dillution
Test) dan metode difusi lempeng agar (Disk Diffusion Test). Uji
difusi menggunakan cakram yang direndam pada antibiotik yang
jumlahnya sudah diketahui dan diletakkan di atas medium agar
yang telah diinokulasikan bakteri yang diketahui atau
menggunakan suatu silinder tidak beralas atau dengan membuat
liang (sumuran) dan diisi dengan antibiotik dalam jumlah tertentu.
Setelah masa inkubasi, aktivitas antibiotik dihitung sebagai lebar
zona yang tidak menunjukkan pertumbuhan disekitar cakram
antibiotik. Lebarnya zona penghambatan berhubungan dengan
ketahanan mikroorganisme antibiotik ( Boyd, 1995).
Uji kepekaan antimikroba dapat digolongkan menjadi 2
kategori yaitu uji kualitatif menggunakan cakram hambat dan uji
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kuantitatif untuk menentukan nilai konsentrasi hambat dan bunuh
mikroorganisme (Gillaspie, 1994). Antimikroba yang bersifat
menghambat pertumbuhan mikroba sebagai aktivitas bakteri
statik dan yang bersifat membunuh mikroba dikenal sebagai
aktivitas bakteri. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) atau
Minimum Inhibitory Consentration (MIC) digunakan untuk
mengetahui konsentrasi minimal dari suatu larutan antibakteri
yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri tertentu
(Lay,1994). Sedangkan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
atau Minimium Bacterisidal Consentration (MBC) digunakan
untuk mengetahui konsentrasi bahan antibakteri terendah yang
mampu membunuh 99,9% persen inokulum bakteri (Gillespie,
1994). Metode pengenceran (Broth Dillution Test) dapat
digunakan untuk menunjukkan nilai KHM dan KBM (Murray,
et.al,2007). Standar inokulum dimasukkan secara aseptis ke
dalam tabung reaksi steril yang berisi kaldu dengan konsentrasi
bertingkat antimikroba. Setelah 24 jam masa inkubasi, nilai KHM
dapat ditentukan dengan melihat mulai jernihnya tabung. Hal
tersebut menunjukkan pada konsentrasi tersebut pertumbuhan
bakteri mulai dihambat. Sedangkan nilai KBM ditentukan dengan
mengsubkultur media dari tabung yang telah menunjukkan tidak
adanya pertumbuhan bakteri lagi kedalam tabung kaldu tanpa
antimikroba (Boyd,1995). Apabila bakteri tidak tumbuh lagi atau
berkurang 99,9% dari inokulum awal dapat diartikan sebagai nilai
KBM (Gillespie, 1994). Tabel 2.1 dan 2.2 menggambarkan
Klasifikasi respon hambatan pada bakteri dan klasifikasi respon
hambatan untuk kapang.

Tabel 2.1 Klasifikasi respon hambatan untuk bakteri (David dan Stout

1971)
Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan
>20 mm Sangat Kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang

<5 mm Lemah
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Tabel 2.2 Klasifikasi respon hambatan untuk kapang (mold) (termasuk
diameter cakram) (Vilas, 2011)

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan
<12 mm Tidak ada
<20-12 mm Lemah
=20 mm Kuat

2.6 Hidroekstraksi

Ekstraksi merupakan peristiwa pemindahan massa zat aktif
yang semula berada dalam sel ditarik oleh pelarut sehingga terjadi
larutan zat aktif dalam pelarut tersebut (Ahmed, 2005).
Hidroekstraksi ~ merupakan proses  ekstraksi  padat-cair
menggunakan pelarut air (Matina dan Witono, 2014). Ekstraksi
padat-cair jika substansi yang diekstraksi terdapat di dalam
campurannya yang berbentuk padat. Proses ini paling banyak
ditemui di dalam usaha untuk mengisolasi suatu substansi yang
terkandung di dalam suatu bahan alam. Metode ini merupakan
metode yang sangat umum karena merupakan metode yang paling
ekonomis dan nyaman meskipun kadang hasil dan kualitas
ekstrak yang diperolen kurang akibat kurangnya dalam
pengaturan suhu.

Beberapa penelitian telah dilakukan mengenai ekstraksi daun
T catappa L. salah satunya menggunakan teknik Aquoeus
ekstraction Neelavathi (2013) melakukan penelitian aktivitas
antibakteri T. catappa L. pada ekstraksi menggunakan air sebagai
pelarut dengan temperatur 40°-50°C yang menghasilkan aktivitas
antibakteri positif yang diuji dengan difusi cakram terhadap
mikroorganisme gram positif dan negatif yang efektif dalam
menghambat aktivitas bakteri pada konsentrasi 300 mg/ml. Pada
penelitian Ting-Fu Ko (2003) senyawa yang terdapat pada T.
cattapa L. masih dalam keaaan baik ketika berada dibawah suhu
60°C 50°C 40°C dan tekanan (4000, 3000, dan 2000 psi) dan
ketika suhu dinaikkan senyawa tidak terdeteksi.



BAB IlI
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama 3 bulan dari Desember
2015 hingga Maret 2016. Perlakuan secara in vitro dan analisis
data dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi,
Institut Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya, untuk pengujian
secara in vivo dilakukan di Desa Palasa, Sumenep, Jawa Timur.

3.2  Metode yang Digunakan
3.2.1 Ekstraksi Daun Terminalia catappa L. dengan Metode
Rebus dan Metode Kukus

Daun T. catappa L. kering diperoleh dari Desa Palasa,
Sumenep, Jawa Timur. Proses ekstraksi daun T. catappa L.
dilakukan dengan metode rebus dan metode kukus. Pembuatan
ekstrak dimulai dengan memilih beberapa daun ketapang yang
sudah gugur dari pohonnya, daun dicuci dengan air bersih,
kemudian ditiriskan pada suhu ruang sampai daun mudah
dipatahkan. Setelah kering, daun dipotong-potong kecil kurang
lebih 0,5 cm, daun yang telah dipotong kemudian ditimbang
hingga berat 100 gram. Perlakuan pada metode rebus disiapkan
air sebanyak 100 ml kemudian dipanaskan pada waterbath
dengan pengaturan suhu 40°C,50°C, dan 60°C serta ditambahkan
100 gram daun ketapang yang telah dipotong, tunggu selama 30
menit lalu disaring menggunakan plastik kasa untuk penyaringan
pertama kemudian disaring kembali menggunakan kertas saring .
Perlakuan dengan metode kukus, disiapkan air secukupnya pada
dandang yang telah dilubangi pada bagian penutup dan
dimasukkan termometer pada bagian yang dilubangi tersebut
untuk pengaturan suhu, dimasukkan daun kering sebanyak 200
gram, panaskan pada kompor dengan suhu 90°C, tunggu kurang
lebih 30 menit hingga didapatkan ekstrak lalu disaring dengan
kertas saring. Filtrat yang diperoleh kemudian dilakukan freze
drying.

17
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3.2.2 lsolat Mikroba Penyebab Ice-ice

Isolat bakteri yang digunakan adalah bakteri Vibrio
alginolyticus diperoleh dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air
Payau (BBPBAP) Jepara serta Isolat kapang diperoleh dari
koleksi Laboratorium Mikologi Jurusan Biologi, Institut
Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya yaitu kapang Aspergillus

sp.

3.2.3 Kultur Mikroba Penyebab ice-ice

Isolat bakteri Vibrio alginolyticus diambil menggunakan
jarum ose steril kemudian diinokulasikan ke dalam medium Sea
Water Complete (Ilmiah et al., 2012) lalu diinkubasi dalam
inkubator dengan suhu 30°C selama 24 jam (Rinawati, 2011).

Isolat kapang Aspergillus sp. diambil dengan jarum tanam
tajam dan diinokulasikan pada slant agar SDA (Sabouraud
Dextrose Agar) kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 7
hari (Dewi, 2009).

3.2.4 Pembuatan Standar Mc-Farland 0,5

Larutan 0,5 Mc Farland digunakan sebagai pembanding
kekeruhan biakan bakteri. Pada kekeruhan larutan 0,5 Mc Farland
diperkirakan setara dengan jumlah bakteri yang digunakan
sebesar 5x10® CFU/ml (Schwalbe, 2007). Larutan 0,5 Mc Farland
dibuat dengan mencampurkan 1% BaCl, dan 1% H,SO, dengan
perbandingan 0,5 : 9,5 (Cappuccino, 2001). Biakan bakteri
dimasukkan sedikit demi sedikit ke dalam tabung berisi larutan
NaCl 0,9% hingga mencapai kekeruhan yang sama dengan
larutan 0,5 Mc Farland. Suspensi bakteri yang telah distandarkan
dengan larutan 0,5 Mc Farland kemudian diencerkan 1:1000
untuk mendapatkan jumlah bakteri 5x10° CFU/ml (Murray et al.,
2007).
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3.2.5 Uji Aktivitas Ekstrak Terminalia catappa L. secara in
Vitro

Aktivitas ekstrak T. catappa L. terhadap mikroba penyebab
ice-ice di uji secara in vitro menggunakan metode difusi cakram,
KHM (Konsentrasi Hambat Minimal), dan KBM (Konsentrasi
Bunuh Minimal).

a. Difusi Cakram

Pengujian daya antibakteri didasarkan pada pengukuran
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri yang terbentuk di
sekeliling kertas cakram. Kertas cakram dengan diameter 5 mm
direndam dalam ekstrak Ketapang dengan konsentrasi 100%
selama 15 menit, sedangkan untuk kontrol negatif menggunakan
aquades dan kontrol positif menggunakan kloramfenikol. Uji
difusi cakram menggunakan metode Kirby-Bauer yaitu cotton
bud (cotton swab) dicelupkan dalam biakan bakteri (MC Farland)
kemudian tekan kapas ke sisi tabung agar air tiris. Cotton swab
diusapkan pada seluruh permukaan cawan Mueller-Hinton Agar
secara merata. Cawan dibiarkan selama 5 menit. Kertas cakram
dicelupkan dalam sampel uji lau diiangkat, biarkan sejenak agar
tiris, selanjutnya diletakkan kertas cakram pada permukaan agar.
Kertas cakram ditekan menggunakan pinset supaya menempel
sempurna di permukaan agar. Selanjutnya dilakukan inkubasi
selama 18, 24 dan 48 jam pada suhu kamar + 30°C, setelah
diinkubasi diukur diameter zona hambat yang terbentuk.

Aktivitas antifungi diuji dengan tes difusi cakram terhadap
Aspergillus sp. Kertas cakram dengan diameter 5 mm direndam
dalam ekstrak Ketapang dengan konsentrasi 100% selama 15
menit, sedangkan untuk kontrol negatif menggunakan aquades
dan kontrol positif menggunakan ketoconazole 10 ml mg/ml.
Kertas cakram diletakkan di atas permukaan cawan petri berisi
media agar SDA kemudian disuspensikan fungi Aspergillus sp.
secara swab. Diameter zona hambat diukur dengan penggaris
(dalam mm) dan diinkubasi selama 48 jam (Hasan, 2009).
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b. Metode Penentuan KHM (Konsentrasi Hambat Minimal)

Tabung reaksi yang sudah steril disiapkan dan dimasukkan
45 ml medium TSB (Trypticase (Tryptic) Soy Broth) pada
masing-masing tabung reaksi. Ekstrak daun dengan berbagai
konsentrasi (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100%) ditambahkan sebanyak 0,5 ml kedalam masing-
masing tabung reaksi. Kemudian ditambahkan suspensi bakteri
sebanyak 0,25 ml (dari cara kerja Pembuatan Larutan 0,5 Mc
Farland) dan divortex hingga homogen (Murray, et al, 2007).
Inkubasi pada suhu kamar = 30° C selama 48 jam. Hasil
ditunjukkan dengan adanya kekeruhan. Tabung yang mulai jernih
menunjukkan nilai KHM (Boyd, 1995).

Pada pengujian aktivitas antifungi dengan dilusi digunakan
medium Sabouraoud Dextrose cair kemudian dimasukkan ekstrak
berbagai konsentrasi. Kemudian pada masing-masing tabung
reaksi dimasukkan 0,1 ml (umur 3-5 hari) suspensi Aspergillus
sp. dengan konsentrasi fungi 10° CFU/ml dalam media
Sabouroud Dextrose cair (Olajuyigbe et al., 2012). Pembacaan
KHM diambil pada jam ke 48 (untuk fungi filamentous) (Therese
et al., 2006).

C. Metode Penentuan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimal)

Uji KBM dilakukan dengan mengambil 0,1 ml suspensi
bakteri dari kultur tabung yang mulai jernih (pada Metode
penentuan KHM (Konsentrasi Hambat Minimal). Kemudian
ditumbuhkan pada medium TSA dengan cara spread plate. Kultur
diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam. Setelah diinkubasi,
dihitung jumlah koloni yang tumbuh dengan total plate count.

Uji KBM pada jamur dilakukan dengan mengambil satu
ose suspensi jamur dari kultur tabung yang mulai jernih pada
Metode penentuan KHM (Konsentrasi Hambat Minimal.
Selanjutnya, goreskan pada media padat SDA dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. KBM ditentukan dengan
mengamati ada tidaknya koloni fungi yang yang tumbuh pada
media padat SDA setelah diinkubasi (Atlas et al., 1984).
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3.2.6 Uji Secara In Vivo

Uji in vivo dilakukan di Desa Palasa, Pulau Poteran,
Kabupaten Sumenep, Madura, dengan metode budidaya yang
digunakan adalah Metode Rakit Apung. Kedalaman perairan pada
lokasi penelitian ini adalah 150 cm. Penanaman bibit K. alvarezii
dengan metode rakit ini menggunakan rakit apung yang terbuat
dari bambu berukuran antara 2,5 x 2,5 m* hingga 7 x 7 m* , untuk
penahanan supaya rakit tidak hanyut terbawa arus, digunakan
jangkar sebagai penahan atau diikat pata patok kayu yang
ditancapkan di dasar laut. Konsentrasi esktrak daun Ketapang
paling efektif hasil uji in vitro dicampur dengan air laut dengan
takaran konsentrasi paling efektif hasil uji in vitro. Rumput laut
yang sudah terjangkit penyakit ice-ice kira-kira seberat 5 gram
kemudian didokumentasikan bintik putih pada rumpun sebagai
gejala penyakit ice-ice kemudian diikat dengan tali raffia sebagai
penanda. Rumput laut direndam dengan campuran ekstrak daun
Ketapang dengan air laut selama 5 menit. Setiap 5 gram rumput
laut diikat pada sarana (tali) budidaya dengan jarak satu ikatan
dengan lainnya adalah 25 cm, perlakuan dilakukan dengan 3 kali
pengulangan. Pengamatan klinis dengan mendokumentasikan
thallus pada setiap rumpun untuk dilihat perkembangan thallus
setelah dilakukan perendaman. Pengamatan thallus secara klinis
dilakukan setiap dua hari sekali selama tujuh hari.

3.2.7 Pengukuran Kualitas Air
a. Pengukuran Suhu air
Pengamatan suhu mengunakan thermometer, diawali
dengan dengan kalibrasi thermometer, kemudian ujung
thermometer dicelupkan sekitar 15 cm kedalam permukaan
air laut selama 3 menit (Middleton, 2002).

b. Pengukuran Salinitas
Pengukuran salinitas dilakukan dengan menggunakan
hand refraktometer, dengan cara meneteskan air laut pada
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kaca refraktometer, kemudian dilihat skala salinitasnya dan
dicatat.

c. Pengukuran pH

Pengukuran derajat keasaman (pH) dilakukan dengan
menggunakan pH digital yang dicelupkan ke dalam air,
ditunggu sampai nilai konstan.

d. Kecepatan Arus

Kecepatan arus air laut ditentukan secara manual
menggunakan gabus (styrofoam) yang dikaitkan dengan
benang berukuran 1 meter, selanjutnya gabus dilepas di
perairan air laut. Waktu yang ditempuh gabus untuk
mencapai jarak 1 meter ditentukan menggunakan timer.
Kecepatan arus kemudian dicatat dalam satuan cm/detik.

e. Kecerahan

Kecerahan air laut diukur menggunakan secchi disc.
Secara perlahan-lahan, secchi disc dimasukkan dalam air
laut hingga tidak terlihat perbedaan warna hitam dan putih
pada piringan secchi disc. Secchi disc ditarik perlahan ke
permukaan dan diukur serta dicatat panjang tali yang
terendam dalam satuan meter sebagai nilai kecerahan.

3.3 Analisa Data

Pada penelitian ini menggunakan analisis deskriptif untuk uji

aktivitas metode difusi cakram mikroba ice-ice serta perubahan
morfologi thallus setelah dilakukan perendaman pada ekstrak
daun ketapang.



BAB VI
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Aktivitas Antimikroba pada Ekstrak Daun Ketapang

Aktivitas antimikroba T.catappa L. ditunjukkan dengan
terbentuknya zona bening yang merupakan hambatan
pertumbuhan mikroba oleh senyawa antimikroba pada beberapa
macam ekstrak. (Gambar 4.1) Pada Gambar 4.1 (b) tampak
bahwa kelompok control negatif tidak memiliki zona hambat
dibandingkan dengan kelompok uji, hal ini membuktikan bahwa
keberadaan senyawa ekstrak menghambat pertumbuhan mikroba.
Hasil ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Nadirah et
al (2013), yaitu ekstrak daun ketapang kering dengan metode
perebusan mampu memperlihatkan aktivitas antibakteri terhadap
V. alginolyticus.
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|
Gambar 4.1 Uji difusi cakram ekstrak daun ketapang terhadap
pertumbuhan V. alginolyticus., (a.Kontrol positif, b.Kontrol negatif, c.
Metode rebus suhu 40°C; d. Metode rebus suhu 60°C; e. Metode rebus
suhu 50°C f. Metode Kukus)

Diameter zona hambat V.alginolyticus terhadap ekstrak daun
ketapang pada teknik ekstraksi yang berbeda ditunjukkan pada
Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Diameter zona hambat pada variasi metode
ekstrak daun ketapang terhadap V. alginolyticus
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Pada Gambar 4.2 dapat dilihat bahwa semakin tinggi
suhu yang digunakan untuk proses ekstraksi akan mengakibatkan
semakin kecilnya diameter zona hambat. Hal ini kemungkinan
besar disebabkan kandungan antimikroba berupa senyawa
flavonoid, saponin, tannin, dan fenolik tidak tahan terhadap
perlakuan suhu tinggi (Neelavathi, 2013). Namun ketika suhu
terlalu rendah senyawa yang terdapat pada daun ketapang tidak
dapat keluar hal ini dapat dilihat pada gambar 4.2 kecilnya zona
hambat yang dihasilkan pada ekstrak daun ketapang yang
direndam pada suhu ruang.

Diameter zona hambat terbesar dihasilkan oleh ekstrak
daun ketapang metode rebus dengan suhu 40°C sebesar 17.27
mm dan diameter zona hambat terkecil dimiliki oleh ekstrak daun
ketapang metode kukus sebesar 9.27 mm. Menurut David dan
Stout (1971) zona hambat tergolong kuat jika berukuran 10-20
mm dan memiliki respon hambat sedang jika berukuran 5-10
mm. Kloramfenikol sebagai kontrol positif sangat berpengaruh
terhadap penghambatan pertumbuhan V. alginolyticus dengan
diameter zona hambat sebesar 28.34 mm. Diameter zona hambat
tergolong sangat kuat jika berukuran >20 mm (David dan Stout
1971). Kontrol negatif menggunakan aquades menunjukkan tidak
adanya penghambatan pertumbuhan V. alginolyticus yang
ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona bening pada uji
cakram.

Hidroekstraksi dengan suhu yang diatur dapat menarik
senyawa-senyawa flavonoid, tannin dan saponin pada daun
ketapang sehingga ekstrak memiliki potensi antimikroba terhadap
bakteri Gram negatif (Ting-Fu Ko, 2003) Perbedaan respon
hambat antara metode rebus dengan suhu tertentu serta metode
kukus yang digunakan dapat disebabkan oleh perbedaan
konsentrasi kandungan senyawa pada masing-masing daun.
Semakin besar suhu yang digunakan mengakibatkan terjadinya
penguraian senyawa menjadi bentuk senyawa lain yang memiliki
sifat berbeda dari sebelumnya, hal ini didukung oleh penelitian
telah dilakukan mengenai ekstraksi daun T catappa L. salah
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satunya menggunakan teknik Aquoeus ekstraction Neelavathi
(2013) melakukan penelitian aktivitas antibakteri T. catappa L.
pada ekstraksi menggunakan air sebagai pelarut dengan
temperatur 40°-50°C yang menghasilkan aktivitas antibakteri
positif yang diuji dengan difusi cakram terhadap mikroorganisme
gram positif dan negatif yang efektif dalam menghambat
aktivitas bakteri. Pada penelitian Ting-Fu Ko (2003) senyawa
yang terdapat pada T. cattapa L. masih dalam keadaan baik ketika
berada dibawah suhu 60°C, 50°C, dan 40°C dan ketika suhu
dinaikkan senyawa tidak terdeteksi. Pada penelitian Rivai dkk
(2009), menyatakan bahwa pemanasan menggunakan suhu 60°C
pada daun jambu biji menyebabkan terjadinya degradasi senyawa
fenol, sehingga mampu menurunkan senyawa fenol. Aktivitas
antibakteri dari daun ketapang diduga karena adanya kandungan
senyawa metabolit sekunder seperti, polifenol, flavonoid dan
tanin. (Tiwari, et al, 2011).

Diameter zona hambat jam ke-18, 24, dan 48
ditunjukkan pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Grafik hubungan antara diameter zona hambat pada
jam ke-18, ke-24, dan ke-48 dengan tipe metode ekstrak.
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Zona hambat yang dihasilkan pada masa inkubasi 18 dan
24 jam lebih besar dibandingkan dengan masa inkubasi 48 jam.
Menurut Davidson et al. (2005), waktu inkubasi merupakan salah
satu faktor yang mempengaruhi ukuran zona hambat. Selama
waktu inkubasi V. alginolyticus mengalami penghambatan
pertumbuhan sel, namun tidak sampai mematikan bakteri tersebut
(bactericidal). Hal ini membuktikan bahwa ekstrak daun
ketapang bersifat bakteriostatik yaitu menghambat pertumbuhan
bakteri V. alginolyticus (Garba et al., 2013).

Uji difusi cakram ekstrak daun Kketapang terhadap
pertumbuhan Aspergillus sp. ditunjukkan pada Gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Uji difusi cakram ekstrak daun ketapang terhadap
pertumbuhan Aspergillus sp.(a. Kontrol positif, b. Kontrol Negatif,
c.Metode rebus suhu 40°C; d. Metode rebus suhu 60°C; e. Metode
rebus suhu 50°C f. Metode Kukus

Aktivitas ekstrak daun ketapang terhadap mikroba
penyebab penyakit ice-ice yaitu Aspergillus sp. ditunjukkan pada
Gambar 4.5.

18

16

Kontrol  Kontrol 40°C 50°C 60°C Kukus
negatif positif (90°C)

Gambar 4.5 Diameter zona hambat pada variasi metode
ekstrak daun ketapang terhadap Aspergillus sp.
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Pada Gambar 4.4 (a) ekstrak daun ketapang gugur tidak
menghasilkan zona hambat sama sekali. Hal ini dimungkinkan
karena daun ketapang gugur tidak mampu menghambat
Aspergillus sp. karena rendahnya kandungan saponin. Menurut
CIBA Foundation (1990) semakin tua umur daun dan pertahanan
struktural tanaman berkembang maka tanaman akan mengalami
penurunan kandungan saponin. Saponin berfungsi sebagai
pertahanan terhadap serangan fungi (Hoffman et al., 2003).
Saponin sebagai antifungal membentuk kompleks dengan sterol
pada sel membran fungi mengakibatkan terbentuknya pori
sehingga mengurangi integritas membran sel (Turk, 2005). Skala
pengukuran untuk kapang (termasuk diameter cakram) adalah
lebih dari =20 mm tergolong kuat ; <20-12 mm tergolong lemah

dan <12 mm tidak ada respon hambat (Vilas et al., 2011). Pada
Gambar 4.4. ekstrak daun gugur dengan metode rebus dan kukus
tidak memiliki zona hambat sama sekali (O mm).

4.2 Konsentrasi Minimum pada Ekstrak Daun Ketapang

Hasil uji antimikroba daun ketapang melalui metode difusi
cakram menunjukan bahwa metode ekstrak rebus dengan suhu
40°C memiliki respon antimikroba terbesar. Oleh karena itu,
penentuan konsentrasi aplikasi yang tepat perlu dilakukan pada
hasil terbaik tersebut dengan metode konsentrasi hambat
minimum (KHM) (Madigan et al., 2012). Hasil konsentrasi
hambat minimum pada ekstrak metode rebus suhu 40°C
menunjukkan kekeruhan medium pada konsentrasi 10% sampai
dengan 50%, dengan demikian konsentrasi hambat minimum
terjadi pada konsentrasi 60% (Gambar 4.6 dan Lampiran.).
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Gambar 4.6 Kekeruhan terjadi pada medium sebagai penentu
konsentrasi hambat minimum (a. Kontrol Positif, b. Kontrol Positif ,
c.Ekstrak Konsentrasi 10%, d.Ekstrak konsentrasi 60%.

Konsentrasi ekstrak yang semakin tinggi menyebabkan
tingginya kandungan zat antimikroba yang terdapat dalam larutan
juga tinggi, sehingga memberikan daya kerja yang lebih efektif
pada pertumbuhan mikroba, sehingga nilai KHM semakin rendah
(Vilas, 2011).

Penentuan sifat bakterostatik dan bakteriosida dalam esktrak
metode rebus 40°C konsentrasi 60% dilakukan dengan cara
pengujian lanjutan berupa uji konsentrasi bunuh minimum
(KBM) (Boyd,1995). Hasil uji KBM menunjukkan bahwa ekstrak
daun ketapang metode rebus 40°C tidak bersifat bakteriosida
karena masih ditemukannya koloni pada kultur semisolid
V.aglinoliticus. Aktivitas antibakteri dari daun ketapang diduga
karena adanya kandungan senyawa metabolit sekunder seperti,
polifenol, flavonoid dan tanin. Senyawa Folifenol dan flavonoid
merupakan senyawa golongan dari fenol (Hasan., 2009). Menurut
Singh (2005) dan Handa (2005), senyawa fenol memiliki
mekanisme kerja dalam menghambat pertumbuhan bakteri
dengan cara inaktivasi protein (enzim) pada membran sel, tanin
memiliki mekanisme kerja dalam menghambat pertumbuhan
bakteri yaitu dengan cara merusak membran sel, tannin dapat
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mengkerutkan dinding sel atau membran sel bakteri, akibatnya
terjadi permeabilitas, sel tidak dapat melakukan aktivitas hidup
sehingga pertumbuhannya terhambat dan dapat mengakibatkan
kematian sel.

4.3 Uji Klinis Hasil Ekstrak Daun Ketapang

Uji klinis hasil ekstrak daun ketapang terhadap penyakit ice-
ice dilakukan pada budidaya K. alvarezii yang berusia 10 hari
setelah tanam (HST), karena pada usia tersebut rumput laut
sangat rentan terhadap penyakit ice-ice. Perendaman dilakukan
selama lima menit karena thallus rumput laut memiliki daya serap
yang tinggi (Yulianto,2006). Pada saat uji klinis, pengamatan
terhadap faktor fisika dan kimia perairan seperti suhu, salinitas,
pH, kecerahan, kedalaman, dan laju arus juga dilakukan (Tabel
4.3).

Tabel 4.3 Data fisika perairan pantai desa Palasa-Pulau Poteran Tanggal
28 Februari — 7 Maret

Parameter Nilai Nilai optimum

Suhu 28-30°C 27°C-30°C (Setiyanto, 2008)

pH 8,5-9 8-8.9 (Aslan,1998)

Salinitas 30-31 ppt 28-34 ppt (Parenrengi et
al.,2007)

Arus 0,2-0,4m/s 0,2-0,4m/s (Indriani, 1991)

Kedalaman 40 ¢cm-150 cm 20 cm surut, 150 pasang
(Ditjenkan Budidaya, 2004).

Kecerahan 68 cm - 136 cm 1,5 m (Soenardjo, 2003)

Berdasarkan Tabel 4.3 kondisi suhu, pH, salinitas, arus
dan kedalaman perairan tergolong baik dan optimum bagi
pertumbuhan rumput laut (Setiyanto, 2008; Aslan, 1998 ;
Parenrengi et al.,2007; Indriani, 1991; Ditjenkan Budidaya, 2004;
Soenardjo, 2003).
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Penampakan morfologi hasil uji klinis ekstrak daun
ketapang melalui perendaman K. alvarezii dapat diamati pada
Gambar 4.7.

Gambar 4.7(A) Uji klinis tanpa perendaman K. alvarezii oleh esktrak
daun ketapang pada pemulihan penyakit ice-ice, (B) Uji klinis dengan
perendaman K. alvarezii oleh esktrak daun ketapang pada pemulihan
penyakit ice-ice (a. Tanggal 1 Maret 2016; b. Tanggal 3 Maret 2016; c.
Tanggal 5 Maret 2016 ; d. Tanggal 7 Maret 2016)
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Gambar 4.7 adalah visualisasi dari gejala klinis serangan
penyakit ice-ice. Gambar 4.6 A adalah gejala klinis tanpa
penambahan ekstrak daun ketapang (kontrol) sedangkan Gambar
4.7 B adalah visualisasi klinis setelah ditambahkan ekstrak daun
ketapang. Gambar 4.7 A (a-d) menunjukkan perubahan morfologi
thallus yang menandakan berkembangnya penyakit ice-ice
dengan ciri bercak putih yang melebar, sebaliknya pada Gambar
4.7 B (a-d) terjadi perubahan morfologi serangan penyakit ice-ice
yang menurun dengan ciri luas bercak putih berkurang bahkan
hilang.

Penurunan infeksi penyakit ice-ice setelah dilakukan
perendaman terjadi pada hari ketiga (Gambar 4.7 B-b), hal ini
dimungkinkan karena masa pemulihan thallus telah tercapai
(Mubarak, 1990). Selain itu, fungsi dari ekstrak daun ketapang
adalah memperbaiki struktur klorofil dan sel dari thallus sehingga
bercak putih pada rumput laut yang terjangkit penyakit ice-ice
berangsur mengalami perubahan menjadi hijau (Gambar 4.7 B-c).
Sutedjo (2008) dan Nelson (1982) menyatakan bahwa unsur hara
yang dimiliki oleh daun ketapang seperti nitrogen dan mineral
berfungsi bagi pertumbuhan dan perbaikan sel yang telah rusak.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa aktivitas antibakteri esktrak daun ketapang
metode rebus lebih efektif daripada metode kukus. Aktivitas
antibakteri esktrak daun ketapang yang paling efektif terhadap
Vibrio alginolyticus adalah ekstrak daun ketapang yang direbus
dengan suhu 40°C dibuktikan dengan dihasilkannya diameter
zona hambat terbesar yaitu 17.27 mm dan tergolong dalam
kategori kuat. Esktrak daun ketapang metode rebus pada suhu
40°C memiliki nilai konsentrasi hambat minimum sebesar 60%
namun ekstrak daun ketapang kering tidak memiliki sifat
antifungal terhadap Aspergillus sp. Dibuktikan dengan tidak
adanya zona hambat pada uji. Ekstrak daun ketapang metode
rebus suhu 40°C bersifat bakteriostatik yaitu menghambat
pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. Pada ekstrak daun ketapang
metode kukus tidak menghasilkan aktivitas antibakteri dan
antifungi hal ini dibuktikan dengan tidak adanya zona hambat
pada masing-masing uji. Hasil uji klinis menunjukkan ekstrak
daun ketapang metode rebus suhu 40°C dapat menyembuhkan
penyakit ice-ice, ditandai luas bercak putih yang berkurang
bahkan hilang pada hari ketiga setelah perendaman dengan
esktrak daun ketapang.

5.2 Saran

Pada uji in vitro menggunakan metode yang lebih presisi
seperti microbroth dilution sehingga nilai MIC yang didapatkan
lebih akurat. Pada uji In vivo perlu digunakan kontrol positif yaitu
pupuk NPK agar didapatkan hasil yang lebih akurat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

catappa

Pengambilan daun Ketapang kering (Terminalia

L.) di desa Palasa, Sumenep

Dicuci dengan air
mengalir

Dipotong kurang
lebih 0,5 cm

Direbus dengan
Pengaturan suhu
40°C, 50°C dan 60°C

Dikukus dengan
Pengaturan suhu 90°C

Disaring

Di Frezedrvinag

Uji In Vitro
Difusi cakram
KHM
KBM

Konsentrasi paling efektif untuk
dijadikan acuan uji in vivo

Gambar 1.

Bagan alir percobaan in vitro 49



50

Konsentrasi esktrak paling
efektif hasil in vitro
dicampur dengan air laut
dengan takaran 400 gram :
600 ml air laut

Perendaman rumput laut yang
terjangkit ice-ice selama 5 menit

Peletakan rumput laut pada
rakit apung

Pengamatan thallus secara
klinis setiap dua hari sekali
selama 7 hari

Gambar 2. Bagan alir percobaan in vivo
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Lampiran 2: Dokumetasi Kegiatan Pembuatan Ekstrak

m

e "*.w-' '

Pengambilan daun Ketapang Pengeringan daun
Ketapang

Daun Ketapang
dipotong

Daun Ketapang
diblender

) Penimbangan daun
Hasil blenderan daun Ketapang Ketapang 100 gram
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Perebusan Daun Pemasangan
Ketapang termometer

Pengkukusan daun
Ketapang

Penyaringan (2),, Ekstrak daun Ketapana
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Lampiran 3: Komposisi Medium

Penaarinaan (2) lextrose Agar) (pH 5,6)
RendamanKentang : 200 g

Dekstrosa :20¢g
Agar 1159
Akuades* 21\l

(Harley dan Prescott, 2002)
2.Mueller-Hinton Agar (pH 7.4)
Beef, infusion :300¢
Asamkasamino :17.5¢

Pati :15¢g
Agar 11749
Akuades : 1 liter

(Cavalieriet al., 2005)
3.Sabouraud (Dextrose) Agar (pH 5.6)

Pepton :10¢g
Dekstros a :40¢
Agar 1159
Akuades (1L

(Cavalieriet al., 2005)
4.Trypticase (Tryptic) Soy Broth (pH 7.3)

Tripton 1749
Soytone 139
Dekstrosa :25¢

Sodium klorida :5¢g
Dipotasium fosfat :2.5 g

Akuades : 1000 ml
5. Medium Sea Water Complete

Agar *) : 15 gagar

Air laut : 1000 ml

(Hu et al., 2008)
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Lampiran 4: Metode Dilusi

|

Keterangan Gambar:
A. Tabung vyang diisi dengan larutan medium dan

B.

konsentrasi mikroorganisme

Tabung yang diisi dengan larutan medium dan
konsentrasi mikroorganisme yang kemudian ditambah
dengan konsentrasi obat. Dari hasil ditas menunjukkan
bahwa semakin besar konsentrasi obat semakin jernih
larutan medium dalam tabung.

Dari Tabung yang jernih kemudian dituang dalam
medium agar dalam cawan petri, dan hasil menunjukkan
nilai KHM pada cawan 1 dan KBM pada cawan 2.
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Lampiran 5. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Daun Ketapang
Metode Rebus Suhu 40°C, 50°C,60°C dan Metode Kukus
Contoh peritungan konsentrasi :

0%

10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
1000

Dibuat stok konsentrasi 100%
Konsentrasi 90%

M1.V1=M2.V2
100.V1=90.05

V1= 45/100

=0.45ml

: Tanpa ekstrak hanya menggunakan aquades sebagai
control negatif
: 0,05 gram dalam 0,45 ml aquades
0,1 gram dalam 0,4 ml aquades
: 0,15 gram dalam 0,35 ml aquades
: 0,2 gram dalam 0,3 ml aquades
: 0,25 gram dalam 0,25 aquades
: 0,3 gram dalam 0,2 aquades
: 0,35 gram dalam 0,15 aquades
: 0,4 gram dalam 0,1 aquades
: 0,45 gram dalam 0,05 aquades
: 0,5 gram dalam Oaquades
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Lampiran 6: Komposisi Standard Mc Farland 0,5

Standard Mc Farland
1.Standar Mc Farland 0,5
BaCl, 1% :0,5mL
H2S04 1% 1 99,5mL
(Cavalieriet al., 2005)
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Lampiran 7 : Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Metode Rebus V. alginolyticus

Diameter zona bening (mm)

Jam ke-18 Jam ke-24 Jam ke-48
Pengulangan 1 2 3 1 2 3 1 2 3
40°C 21.10 | 19.80 | 20.30 | 17.40 | 17.09 | 17.33 | 16.30 | 16.07
Rata-rata 20.4 17.27 16.33
Respon
Hambatan Kuat
Sifat Bakteriostatik
50°C 20.02 ‘ 18.50 ‘ 19.67 | 14.33 ‘ 13.50 ‘ 14.07 | 13.03 ‘ 11.01 ‘ 12.23
Rata-rata 19.39 13.97 12.09
Respon
Hambatan Kuat
Sifat Bakteriostatik
60°C 19.29 | 19.13 | 19.07 | 13.98 | 1374 | 1367 | 12.03| 11.57 | 11.33
Rata-rata 19.16 13.86 11.64
Respon
Hambatan Kuat
Sifat Bakteriostatis
Suhu
Ruang 11.12 | 15.12 | 13.05 | 13.00 | 10.03 | 11.01 | 10.39 | 9.15 | 8.23
Rata-rata 13.09 11.35 9.25
Respon
Hambatan Kuat
Sifat Bakteriostatis
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Lampiran 8 : Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Metode Kukus pada V. alginolyticus

Diameter zona bening (mm

Jam ke-18 Jam ke-24 Jam ke-48
Pengulangan 1 2 3 1 2 3 1 2 3
90°C 15.02 | 11.03 | 13.09 | 10.67 | 8.07 | 9.06 | 9,23 | 7,02 | 8,33
Rata-rata 13,04 9,27 8,19
Respon
Hambatan Sedang
Sifat -

Diameter zona bening (mm) Kontrol Positif

Jam ke-18 Jam ke-24 Jam ke-48

Pengulangan 1 2 3 1 2 3 1 2 3
28.65 | 28.74 | 27.89 | 28.35 | 28.78 | 27.89 | 28.27 | 27.50 | 28.00
Rata-rata 27.73 28.34 27.92
Respon
Hambatan Kuat
Sifat Bakteriostatik
Diameter zona bening (mm) Kontrol Negatif

Jam ke-18 Jam ke-24 Jam ke-48

Pengulangan 2 2 1 2 3
0 0 0 0 0 0

Rata-rata 0 0 0
Respon
Hambatan Tidak Ada

Sifat
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Lampiran 9 : Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Metode Rebus pada Aspergillus sp.

Diameter zona bening (mm)

Jam ke-48
Pengulangan
40°C 0 0
Rata-Rata 0
Respon Hambatan Tidak ada
50°C 0 | 0
Rata-Rata 0
Respon Hambatan Tidak Ada
60°C 0 | 0
Rata-Rata 0
Respon hambatan Tidak ada
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Lampiran 10 : Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Metode Kukus pada Aspergillus sp.

Diameter zona bening (mm)

Jam ke-48
Pengulangan 1 2 3
90°C 0 0 0
Rata-Rata 0
Respon Hambatan Tidak Ada
Diameter zona bening (mm) Kontrol Positif
Jam ke-48
Pengulangan 1 2 3
90°C 16.01 16.47 13.33
Rata-Rata 15.27
Respon Hambatan Tidak Ada
Diameter zona bening (mm) Kontrol Negatif
Jam ke-48
Pengulangan 1 2 3
90°C 0 0 0
Rata-Rata 0
Respon Hambatan Tidak Ada
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Lampiran 11 : Foto Pengamatan Metode Difusi pada Ekstrak
Daun Ketapang Metode Rebus Suhu 40°C, 50°C,60°C , Metode
Kukus dan Direndam Tanpa Menaikkan Suhu (V.alginolyticus)
Jam ke-24

Dokumentasi Keterangan

a.Rebus suhu 60°C (1)
b. Rebus suhu 60°C (2)
c. Rebus suhu 40°C (1)
d. Rebus suhu 40°C (2)

a.Rebus suhu 50°C (3)
b. Rebus suhu 40°C (3)
c. Rebus suhu 50°C (1)
d. Rebus suhu 50°C (2)
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a.Rebus suhu 40°C (4)
b. Rebus suhu 60°C (2)
c. Suhu Ruang (4)

a. Suhu Ruang (1)
b. Suhu Ruang (2)
c. Suhu Ruang (3)
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a. Kukus 90°C (1)
b. Kukus 90°C (2)
c. Kukus 90°C (3)
d. Kontrol Positif (4)

a. Kontrol Negatif (1)
b. Kontrol Negatif (2)
c. Kontrol Negatif (3)
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a. Kontrol Positif (1)
b. Kontrol Positif (2)
c. Kontrol Positif (3)
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Lampiran 12 : Foto Pengamatan Metode Difusi pada Ekstrak
Daun Ketapang Metode Rebus Suhu 40°C, 50°C,60°C , Metode
Kukus dan Direndam  Tanpa Menaikkan Suhu Terhadap
Aspergillus sp.

Dokumentasi Keterangan

a. Kontrol Negatif (1)
b. Kontrol Negatif (2)
c. Kontrol Negatif (3)

a. Kontrol Positif (1)
b. Kontrol Positif (2)
¢. Kontrol Positif (3)
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a.Rebus suhu 40°C (1)
b. Rebus suhu 40°C (2)
c. Rebus suhu 40°C (3)

a.Rebus suhu 60°C (1)
b. Rebus suhu 60°C (2)
c. Rebus suhu 60°C (3)
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a.Rebus suhu 50°C (1)
b. Rebus suhu 50°C (2)
c. Rebus suhu 50°C (3)

a. Kukus 90°C (1)
b. Kukus 90°C (2)
c. Kukus 90°C (3)
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Lampiran 13 : Uji Aktivitas Antibakteri dengan KHM
Konsentrasi 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% |,
90% dan 100% pada Jam ke-48 Metode Rebus Suhu 40°C

Konsentrasi Penentuan Nilai > Koloni Bakteri
Ekstr ak KHM
0% Keruh byl
10% Keruh %
20% Keruh N
30% Keruh *
40% Keruh *
50% Keruh *
50% Keruh X
50% Keruh i
60% 1 Jernih 120
60% 2 Jernih 180
60% 3 Jernih 110
70% 1 Jernih 105
70% 2 Jernih 120
70% 3 Jernih 90
80% 1 Jernih 39
80% 2 Jernih 53
80% 3 Jernih 43
90% 1 Jernih 25
90% 2 Jernih 23
90% 3 Jernih 11
100% 1 Jernih 18
100% 2 Jernih 13
100% 3 Jernih 10
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Lampiran 14: Foto Pengamatan Metode Dilusi pada Ekstrak
Daun Ketapang Metode Rebus Suhu 40°C

Kons 10% Kons 20%

Kons 30% Kons 40%
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Kons 50% Kons 60%

Kons 70% Kons 80%
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Kons 90% Kons 100%
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Lampiran 15 : Foto Pengamatan KBM Pada Ekstrak Daun
Ketapang Metode rebus suhu 40°C

100 %



Lampiran 16 : Dokumenta5| Hasil Uji KI|n|s
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