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ABSTRAK

APLIKASI BAHAN HERBAL EKSTRAK DAUN KETAPANG Terminalia
catappa L. DALAM MENGHAMBAT PERTUMBUHAN Vibrio sp.
PENYEBAB PENYAKIT PADA UDANG VANAME
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Oleh

DHEA AURELIA SAFITRI

Tumbuhan ketapang mengandung beberapa senyawa antibakteri alami dan berpo-
tensi sebagai antibiotik alami yang diduga mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Vibrio sp. penyebab penyakit pada udang vaname. Namun, belum dijelas-
kan secara spesifik bagian dari tumbuhan ketapang yang efektif sebagai antibiotik
alami. Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji penggunaan bagian tumbuhan ke-
tapang seperti daun muda, daun tua, dan buah ketapang dalam menghasilkan anti-
bakteri alami serta menentukan dosis yang tepat dari bagian yang memiliki daya
hambat tertinggi. Ekstrak etanol diuji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri Vi-
brio parahaemolyticus dilakukan dengan dua tahapan uji, yaitu tahap I: pengujian
daya hambat dan pengujian tahap I1: pengujian dosis yang tepat (uji MIC, uji
MBC, uji dosis, dan uji toksisitas). Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun ketapang muda dan ekstrak etanol daun ketapang tua mampu mengha-
silkan senyawa antibakteri alami. Ekstrak etanol daun ketapang tua merupakan ba-
gian terbaik karena mampu membentuk zona hambat sebesar 2,57+1,24 mm dan
3,53+1,15 mm pada pengamatan jam ke-24 dan ke-48, serta memiliki efektivitas
antibakteri sebesar 16,0+0,11% mm dan 21,0+0,11% pada pengamatan jam ke-24
dan ke-48, juga menunjukkan sifat bakterisidal. Pada uji MIC, dosis terendah dari
ekstrak etanol daun ketapang tua adalah 500 mg/I dan tidak menunjukkan nilai
MBC. Dosis terbaik yang dihasilkan adalah 500 mg/l yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio sp. sebesar 7,53+5,02 mm dan dengan nilai LCs, Se-
besar 154.744 mg/l tidak bersifat toksik bagi udang vaname PL10.

Kata kunci: antibakteri, daya hambat, tumbuhan ketapang, Vibrio sp.



ABSTRACT

THE APLICATION OF HERBAL FROM KETAPANG LEAVES
EXTRACT Terminalia catappa L. TO INHIBIT GROWTH OF Vibrio sp.
CAUSED DISEASE ON VANAME SHRIMP
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

By

DHEA AURELIA SAFITRI

Ketapang plant contains some of natural antibacterial compounds and potential as
natural antibiotic that assumption can inhibit growth of Vibrio sp. that causes dise-
ase on vaname shrimp. However, part of ketapang plant effective as natural anti-
biotic has not been explained specifically. This research was conducted to investi-
gate the use of part of ketapang plant like young leaves, old leaves, and ketapang
fruit in producing natural antibacterial and determine the right dose from part of
ketapang plant who have the higher inhibition zone. Ethanol extract experiment
activity of antibacterial toward Vibrio parahaemolyticus bacteria done with two
step experiments, step I: inhibition power test and step 11: the right dose test (MIC
test, MBC test, dose test, and toxcicity test). The result of this test showed that
young leaves of ketapang ethanol extract and old leaves of ketapang ethanol ex-
tract capable to produce natural antibacterial compounds. Old leaves of ketapang
ethanol extract was the best part because it could form inhibition zone amount
2.57£1.24 mm and 3.53£1.15 mm on 24 hour and 48 hour observation, and it had
antibacterial effectiveness amount 16.0+£0.11% and 21.0+£0.11% on 24 hour and
48 hour observation, also showed bactericidal characteristic. On MIC test, the lo-
wer dose of old leaves of ketapang ethanol extract was 500 mg/l and not show
MBC value. The best dose produced was 500 mg/I capable of inhibiting Vibrio sp.
bacteria amount 7.53+5.02 mm and with LCsy value amount 154.744 mg/I not
toxic characteristic for PL10 vaname shrimp.

Key word: antibacterial, inhibiting power, ketapang plant, Vibrio sp.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Udang vaname memiliki potensi yang besar di bidang perikanan karena merupa-
kan salah satu komoditas unggulan. Permintaan pasar terhadap udang vaname te-
rus meningkat sehingga nilai ekonomis dari udang vaname ini menjadi semakin
tinggi. Keunggulan yang dimiliki udang vaname adalah dapat dibudidayakan de-
ngan kisaran salinitas rendah dan padat tebar tinggi (Adipu, 2019). Pada proses
budi daya udang vaname, permasalahan yang sering muncul dan menjadi hambat-
an keberhasilan usaha budi daya udang vaname adalah penyakit. Penyakit pada
udang vaname biasanya penyakit bakterial yang disebabkan oleh serangan bakteri
Vibrio sp. Penyakit yang disebabkan oleh serangan bakteri Vibrio sp. seperti vibri-
osis, white feces diseases (WFD), dan EMS (early mortality syndrome). Gejala
klinis udang yang terserang bakteri Vibrio sp. seperti udang yang terlihat lemah,
kaki renang dan antena yang berwarna kemerahan (Rahmanto dan Chilmawati,
2014). Penyakit tersebut menyerang udang pada awal masa budi daya. Penularan
penyakit akibat serangan bakteri Vibrio sp. yang menyerang organisme budi daya
dapat menyebabkan mortalitas yang tinggi (Sarjito et al., 2015). Para pembudi-
daya banyak mengalami kegagalan panen akibat serangan bakteri Vibrio sp. ka-
rena udang mengalami kematian dalam waktu yang cepat dan jumlah yang besar
sehingga pembudi daya banyak mengalami kerugian yang besar (Dwyana et al.,
2016).

Tindakan pencegahan yang biasa dilakukan terhadap serangan bakteri Vibrio sp.
dengan menggunakan antibiotik sintetis yang menggunakan bahan kimia. Penggu-
naan antibiotik sintetis yang digunakan dapat menimbulkan efek samping dimana

organisme patogen menjadi lebih resisten dan berbahaya sehingga menjadi kurang



efektif dalam mencegah serangan bakteri Vibrio sp. (Suciati, 2012). Selain itu,
penggunaan antibiotik sintetis berbahan kimia dapat berdampak buruk bagi ling-
kungan seperti menyebabkan residu yang dapat mencemari lingkungan perairan
sehingga kualitas air menjadi menurun (Rinawati, 2011). Antibiotik sintetis jika
digunakan dalam jangka panjang dan skala yang besar dapat menimbulkan masa-
lah seperti membunuh bakteri yang bukan sasarannya, mempengaruhi perkem-
bangbiakan dan pertumbuhan udang menjadi terhambat, serta dinilai tidak ekono-
mis (Pratama et al., 2017).

Alternatif yang dapat digunakan untuk mencegah serangan bakteri Vibrio sp. ada-
lah dengan dengan menggunakan bahan-bahan alami yang berpotensi sebagai
obat, biasanya disebut bahan herbal, yang berasal dari tumbuhan dan memiliki
manfaat untuk menyembuhkan penyakit. Kelebihan dari penggunaan bahan herbal
adalah memiliki efek samping yang rendah, aman dalam tubuh organisme, mudah
dicerna, banyak ditemukan di lingkungan sekitar, dan tidak menyebabkan residu
sehingga ramah lingkungan untuk digunakan dalam pengobatan (Yuhana et al.,
2008). Salah satu bahan herbal yang dapat digunakan berasal dari tumbuhan keta-

pang.

Ketapang (Terminalia catappa L.) merupakan tumbuhan herbal yang sering digu-
nakan untuk pengobatan ikan yang terserang penyakit. Penggunaan ketapang ini
mudah dilakukan karena tumbuhan ketapang relatif mudah ditemukan di ling-
kungan sekitar. Daun ketapang mempunyai kemampuan untuk menurunkan pH air
karena memiliki kandungan tanin dan flavonoid yang dapat menjadi antibiotik
serta asam humik yang mampu menjaga kualitas air pemeliharaan. Daun ketapang
juga mampu menjadi antibiotik alami sehingga pertumbuhan dan kelangsungan
hidup organisme yang dibudi daya menjadi optimal (Priyanto at al., 2016) dan
memiliki sifat antibakteri (Hardhiko et al., 2004).

Beberapa penelitian yang telah dilakukan menyebutkan bahwa ketapang berpoten-
si sebagai agen antibakteri. Bagian dari tumbuhan ketapang seperti ekstrak daun
ketapang diketahui memiliki kandungan senyawa aktif seperti alkaloid, saponin,

tanin, steroid, dan triterpenoid yang bersifat bakterisidal dan efektif sebagali



antibakteri (Triana dan Nurhidayat, 2016). Ekstrak daun ketapang memiliki kan-
dungan senyawa aktif, yaitu tanin sebesar 12,5% yang mampu menghambat se-
rangan bakteri Vibrio sp. dan efektif sebagai antibakteri (Prastica, 2012). Ekstrak
daun ketapang memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Vibrio harveyi pada
konsentrasi minimal 3,12% dan menghambat pertumbuhannya pada konsentrasi
1,56% (Kharisma et al., 2020). Selain bagian daun dari tumbuhan ketapang, ek-
strak metanol buah ketapang mengandung senyawa metabolit sekunder seperti fla-
vonoid, steroid, dan tanin yang efektif sebagai antibakteri (Istarina et al., 2015).
Penelitian yang menggunakan ekstrak daun ketapang terhadap penanggulangan
penyakit WFD pada udang vaname menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun
ketapang sebanyak 30% dengan metode perendaman mampu meningkatkan nilai
kelulushidupan pada udang vaname dan mampu menekan pertumbuhan koloni
bakteri Vibrio sp. dibandingkan tanpa pemberian ekstrak daun ketapang (Helda,
2018).

Sejauh ini, beberapa penelitian yang menggunakan bagian dari tumbuhan keta-
pang tidak menjelaskan secara spesifik bagian dari tumbuhan ketapang yang digu-
nakan, sehingga tidak diketahui bagian mana dari tumbuhan ketapang yang sangat
baik dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp. Berdasarkan uraian terse-
but perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan ekstrak etanol
bagian dari tumbuhan ketapang seperti daun muda, daun tua, dan buah ketapang
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp. yang dapat menimbulkan pe-

nyakit pada udang vaname.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini, yaitu sebagai berikut:

1. Mempelajari daya hambat daun muda, daun tua, dan buah ketapang dalam
menghasilkan senyawa antibakteri alami.

2. Menentukan bagian terbaik dari bagian tumbuhan ketapang (daun muda, daun

tua, dan buah ketapang) dalam menghasilkan senyawa antibakteri alami.



3. Menentukan dosis yang tepat dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio

sp. penyebab penyakit pada udang vaname (Litopenaeus vannamei).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang po-
tensi antibakteri dari daun dan buah ketapang (Terminalia catappa L.) terhadap
pencegahan serangan bakteri Vibrio sp. pada udang vaname (Litopenaeus vanna-
mei) sebagai pengembangan kegiatan budi daya udang bagi pembudi daya dan

mahasiswa bidang budi daya.

1.4 Kerangka Pikir Penelitian

Penyakit vibriosis merupakan salah satu kendala yang sering dihadapi para pem-
budi daya udang vaname yang disebabkan oleh Vibrio sp. Gejala klinis yang di-
timbulkan akibat serangan bakteri Vibrio sp. ini adalah warna kemerahan pada ka-
Ki renang dan antena serta udang yang terlihat lemah. Apabila salah satu udang
dalam tambak sudah terserang penyakit bakterial ini maka akan menular ke udang
yang lainnya. Hal ini menyebabkan nilai mortalitas yang tinggi atau kematian
massal pada budi daya udang yang akan menyebabkan kerugian besar bagi para

pembudi daya.

Pencegahan penyakit akibat serangan bakteri Vibrio sp. biasanya dilakukan de-
ngan menggunakan antibiotik sintetis. Namun, jika digunakan terus menerus dan
dalam skala besar akan menimbulkan efek samping yang negatif bagi organisme
yang dibudi daya dan lingkungan perairan sehingga penggunaan antibiotik sintetis
dalam jangka panjang dinilai kurang efektif untuk mencegah penyakit akibat se-
rangan bakteri Vibrio sp. Efek samping yang ditimbulkan adalah organisme pato-
gen menjadi lebih resisten dan berbahaya, menimbulkan residu dan mencemari
lingkungan perairan sehingga kualitas air menjadi menurun, dapat membunuh or-
ganisme patogen yang bukan sasarannya, serta dapat menghambat pertumbuhan

dan perkembangbiakan udang.



Salah satu alternatif pengobatan yang dapat dilakukan adalah dengan mengguna-
kan obat-obatan yang berasal dari bahan alami yang dikenal dengan bahan herbal.
Bahan herbal yang berasal dari tumbuhan memiliki khasiat dan mampu menyem-
buhkan penyakit karena mudah dicari dan banyak ditemukan, aman dan mudah di-
cerna oleh organisme, dan tidak menimbulkan residu di perairan serta ramah ling-
kungan jika digunakan dalam jangka panjang. Salah satu bahan herbal yang dapat
digunakan untuk mencegah serangan bakteri Vibrio sp. adalah tumbuhan ketapang
(Terminalia catappa L.). Daun ketapang mampu menjadi antibiotik alami sehing-
ga dapat menjaga pertumbuhan dan kelangsungan hidup organisme yang dibudi
daya menjadi lebih optimal. Ekstrak daun ketapang memiliki kandungan yang
bersifat bakterisidal seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, steroid, dan triter-
penoid yang efektif sebagai antibakteri. Selain bagain daun, ekstrak metanol buah
ketapang juga mengandung senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, steroid,
dan tanin yang efektif sebagai antibakteri. Secara umum, kerangka pikir pada pe-

nelitian ini dapat dilihat pada Gambar 1.

Ketapang

A 4
Ekstrak etanol daun dan buah ketapang

A 4 A 4 A 4 A 4

Tanin Alkaloid Flavonoid Saponin

A 4

Antibakteri

Y
Menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio
sp. penyebab penyakit pada udang vaname

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian.



1.5 Hipotesis

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu sebagai berikut:

1. Zona Hambat

HO = Ti = 0 : Pengaruh pemberian ekstrak bagian ketapang yang berbeda tidak
berbeda nyata terhadap zona hambat Vibrio sp. penyebab penyakit

pada udang vaname.

H1 = Ti # 0 : Minimal ada satu pengaruh pemberian ekstrak bagian ketapang yang
berbeda nyata terhadap zona hambat Vibrio sp. penyebab penyakit

pada udang vaname.

2. Efektivitas Antibakteri
HO = Ti = 0 : Pengaruh pemberian ekstrak bagian ketapang yang berbeda tidak
berbeda nyata terhadap efektivitas antibakteri dalam menghambat

Vibrio sp. penyebab penyakit pada udang vaname.

H1 = Ti # 0 : Minimal ada satu pengaruh pemberian ekstrak bagian ketapang yang
berbeda nyata terhadap efektivitas antibakteri dalam menghambat

bakteri Vibrio sp. penyebab penyakit pada udang vaname.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)

Udang vaname yang dikenal dengan sebutan udang putih pertama kali diberi na-
ma oleh Boone pada tahun 1931 dengan nama spesies Penaeus vannmaei (Holthu-
is, 1980). Nama lain udang vaname menurut FAO adalah whiteleg shrimp (Supo-
no, 2015). Biologi udang vaname sangat penting untuk diketahui dalam rangka
pengembangan budi daya untuk masa depan dalam kegiatan pembenihan atau
pembesaran, dimulai dengan memahami klasifikasi, morfologi, siklis hidup, dan

kebiasaan makan. Berikut penjelasam mengenai biologi udang vaname.

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Menurut Holthuis (1980), klasifikasi udang vaname, yaitu sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum . Arthropoda
Subfilum : Crustacea
Kelas : Malacostraca
Ordo : Decapoda
Subordo : Dendrobrachiata
Infraordo : Penaidea
Subfamili : Penaeioidea
Famili : Penaeidae
Genus : Penaeus
Subgenus . Litopenaeus

Spesies : Litopenaeus vannamei



Udang vaname memiliki tubuh yang terdiri dari dua bagian, yaitu bagian kepala
(thorax) dan bagian perut (abdomen). Bagian kepala pada udang vaname menyatu
dengan bagian dada disebut dengan cephalothorax dan pada bagian depannya ter-
dapat kitin biasanya disebut carapace yang meruncing yang berfungsi sebagai pe-
lindung. Bagian chepalothorax yang terdiri dari 13 ruas, yaitu 5 ruas di bagian ke-
pala dan 8 ruas di bagian dada. Bagian perut pada udang vaname terdiri dari 6 ru-
as yang tiap-tiap ruas terdapat 5 pasang kaki renang (pleopoda) yang beruas-ruas
pula. Di ujung ruas keenam terdapat sepasang uropods seperti ekor terdiri dari 4
lembar membentuk kipas bersama-sama dengan satu telson berbentuk runcing
(Kordi, 2007).

Gambar 2. Morfologi udang vaname.
Sumber: Akbaidar (2013)

Kepala udang vaname memiliki antenula, antena, mandibula, dan dua pasang ma-
xillae serta dilengkapi dengan 3 pasang maxilliped dan 5 pasang kaki jalan (perio-
poda) (Inkasari, 2019). Mandibula berfungsi untuk menghancurkan makanan yang
akan masuk dalam mulut (Zulkarnain, 2011). Maxilliped pada udang vaname su-
dah mengalami modifikasi yang berfungsi sebagai organ untuk makan. Di ujung
peripoda yang beruas-ruas membentuk capit (dactylus) pada kaki ke-1, ke-2, dan
ke-3. Pada genus Penaeus dicirikan dengan adanya gigi pada rostrum bagian atas
dan bawah, dua gigi di bagian ventral dari rostrum, serta gigi 8-9 di bagian dorsal
(Elovaara, 2001).



2.1.2 Habitat

Udang vaname merupakan udang laut yang berasal dari perairan Amerika Latin
dengan kondisi iklim subtropis. Udang vaname banyak ditemukan di perairan La-
ut Pasifik mulai dari Mexico, Amerika Tengah dan Selatan yang kemudian terse-
bar hingga ke seluruh penjuru negeri sampai ke Indonesia. Habitat asli udang va-
name berada di dasar perairan dengan kedalaman 70 m. Umumnya, udang vaname
biasa hidup di daerah dengan substrat lumpur berpasir seperti muara dan laut.
Udang vaname juga terbiasa hidup dengan mendiami seluruh kolom air, mulai da-

ri dasar hingga permukaan air (Rusmiyati, 2012).

Udang mempunyai standar kualitas air tersendiri agar dapat hidup dengan baik
dan mendukung keberlangsungan hidupnya tinggi. Udang vaname dapat hidup pa-
da kisaran salinitas yang sangat luas (euryhaline) antara 0,5-35 ppt. Namun,
udang vaname juga mampu beradaptasi dengan tingkat salinitas yang rendah
(Adipu, 2019). Kisaran nilai pH yang baik untuk budi daya udang vaname, yaitu
7,5-8,5 karena pada kisaran tersebut udang mampu mengalami pertumbuhan yang
optimal. Adapun kisaran nilai suhu yang baik antara 20-30°C (Multazam dan Ha-
sanuddin, 2017). Standar kualitas air yang lain untuk budi daya udang vaname

adalah oksigen terlarut pada level optimum adalah >4 mg/l (Supono, 2015).

2.1.3 Siklus Hidup

Siklus hidup udang vaname dimulai dari pembuahan telur yang kemudian ber-
kembang menjadi nauplius, zoea, mysis, dan post larva. Setelah itu, post larva
akan berkembang menjadi udang dewasa. Menurut Soemardjati dan Suriawan

(2007), siklus hidup udang vaname, yaitu sebagai berikut:

1. Stadia nauplius
Stadia nauplius dimulai ketika telur yang baru saja menetas. Nauplius udang
mempunyai kuning telur (yolk egg) sebagai sumber makanan sebagai pemenu-

han kebutuhan nutrisi pada stadia ini. Umumnya, ukuran larva berkisar
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0,32-0,58 mm. Pada stadia ini, perkembangan stadia nauplius memiliki 3 pa-
sang organ tubuh, yaitu antena pertama, antena kedua, dan mandibula.

2. Stadia zoea
Stadia zoea dimulai ketika nauplius sudah mengalami pergantian kulit (mol-
ting) hingga kuning telur habis yang membutuhkan waktu 40 jam setelah pene-
tasan. Stadia zoea mengalami 3 substadia dimana zoea mengalami molting se-
banyak 3 kali, yaitu zoea 1, zoea 2, dan zoea 3. Substadia tersebut dibagi ber-
dasarkan segmentasi abdomen dan perkembangan lateral dan dorsal pada tiap
segmen. Zoea udang sudah membutuhkan sumber makanan dari luar seperti fi-
toplankton sebagai pakan alami. Pada stadia zoea, ukuran larva berkisar 1,05-
3,30 mm.

3. Stadia mysis
Stadia mysis pada udang vaname terdiri dari 3 substadia, yaitu M-1, M-2, dan
M-3 yang dapat dilihat dari perkembangan bagian dada dan kaki renang serta
berlangsung selama 3-4 hari. Larva berukuran 3,50-4,80 mm. Pada stadia ini,

dicirikan dengan nampaknya uropods dan telson.

4. Post larva
Setelah mengalami 3 kali pergantian kulit pada stadia mysis, kemudian larva
akan berubah menjadi post larva yang ditandai dengan pleopoda berbentuk se-
perti rambut yang berfungsi untuk berenang. Post larva sudah terlihat seperti
udang dewasa dan bersifat bentik (berenang di dasar). Pada stadia ini, post lar-
va sudah aktif bergerak lurus dan cenderung karnivora. Pemberian pakan dise-

suaikan dengan bukaan mulut post larva sampai menjadi benur.

2.1.4 Kebiasaan Makan

Udang vaname termasuk dalam organisme yang bersifat karnivora dan cenderung
omnivora atau hewan pemakan segala seperti krustasea kecil, ampipoda, dan poly-
chaeta. Dalam tambak, udang juga memakan tumbuhan dan detritus. Udang vana-

me juga suka memangsa sesama jenisnya atau kanibal dan tipe pemakan lambat
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namun terus-menerus (continuous feeder). Udang vaname juga bersifat nokturnal
atau aktif pada kondisi gelap untuk mencari makan. Pada siang hari, udang vana-
me akan membenamkan tubuhnya dalam substrat dan tidak makan atau mencari
makan. Pada siang hari, udang akan menjadi lebih pasif dan cenderung berdiam
diri karena udang sensitif terhadap intensitas cahaya yang sangat terang (Manop-
po, 2011).

Udang vaname mencari makanan dengan menggunakan sinyal kimiawi berupa ge-
taran dengan bantuan sensor yang terdiri dari bulu-bulu halus (setae). Organ sen-
sor ini terletak pada pusat ujung anterior antenula, bagian mulut, capit, antena, dan
maxilliped. Udang akan merespon dan bergerak menggunakan kaki jalan yang
memiliki capit untuk mendekati atau menjauhi sumber makanannya. Udang akan
memakan pakan yang diperolehnya dengan dicapit menggunakan capit pada kaki
jalan kemudian dimasukkan ke dalam mulut. Apabila pakan berukuran kecil maka
akan masuk ke dalam kerongkongan dan eshopagus. Adapun pakan berukuran be-

sar akan dicerna secara kimiawi terlebih dahulu (Amiruddin, 2017).

2.2 Ketapang (Terminalia catappa L.)

Tumbuhan ketapang merupakan tumbuhan asli Asia Tenggara yang tersebar di da-
erah tropis dan subtropis, namun pada daerah Kalimantan dan Sumatera tumbuhan
ini belum banyak ditemukan. Tumbuhan ini mampu mencapai ketinggian 25-40 m
dengan cabang-cabang batang yang tumbuh mendatar dan bertingkat. Terminalia
catappa L. sangat cocok dengan iklim pesisir dan dataran rendah dengan tingkat
curah hujan 1.000-3.500 mm per tahun. Daun ketapang memiliki kisaran panjang
15-25 cm dan lebar 10-14 cm, bentuknya bulat, berwarna hijau gelap dan tekstur-

nya kasar (Thomson dan Evans, 2006).

Menurut Tjirosopomo (2013), klasifikasi tumbuhan ketapang, yaitu sebagai ber-
ikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
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Ordo : Myrtales

Famili : Combretaceae

Genus : Terminalia

Spesies : Terminalia catappa L.

o) o N e % |\ Sl 4.

Gambar 3. Pohon ketapang (dokumentasi pribadi).
Ketapang banyak digunakan sebagai ramuan obat tradisional yang dipergunakan
untuk pengobatan penyakit pada manusia dan dalam lingkup budi daya perikanan
mampu menurunkan pH air tawar. Pada bagian daun ketapang memiliki kandung-
an senyawa antimikroba lebih banyak dibandingkan dengan bagian buah, kulit,
dan batang. Berdasarkan hasil identifikasi fitokimia kualitatif, kandungan senya-
wa pada daun ketapang terdiri dari senyawa tanin, saponin, flavonoid, triterpenoid
(Akharaiyi et al., 2011). Senyawa-senyawa yang terkandung tersebut merupakan
senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan dan mematikan bakte-
ri. Daun ketapang dapat dimanfaatkan baik secara in vivo atau in vitro sebagai an-
tibakteri dan antijamur (Maksuni, 2017).

Hasil uji Klinis dari ekstrak daun ketapang dengan metode perebusan memiliki ak-
tivitas antibakteri terhadap semua strain Vibrio. Daun ketapang yang berwarna ku-
ning (daun tua) dan yang berwarna hijau (daun muda) memiliki zona hambat yang
cukup tinggi (Nadirah dan Najiah, 2013). Diketahui bahwa ekstrak cair daun keta-
pang dapat digunakan sebagai antibakteri terhadap ikan cupang (Betta sp.) yang
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diinfeksi bakteri Salmonella enterica serovar Typhi (Ladyescha et al., 2015). Ek-
strak daun ketapang telah banyak diteliti dan hasilnya menunjukkan bahwa peng-
gunaan ekstrak daun ketapang memiliki daya hambat pada beberapa bakteri seper-
ti Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Escherichia coli, dan Straphy-
lococcus aureus (Sumino et al., 2013), bakteri Salmonella typhi dan Straphylo-
coccus epidermidis (Nurwalidin, 2015).

2.3 Kandungan Senyawa Bahan Herbal

Tumbuhan ketapang mempunyai beberapa kandungan yang memiliki manfaat dan
fungsi yang berbeda-beda. Senyawa yang terkandung, yaitu sebagai berikut:

1. Alkaloid
Alkaloid merupakan senyawa organik yang banyak tersebar di alam khususnya
berbagai jenis tumbuhan. Alkaloid ditemukan pada bagian biji, daun, ranting,
dan kulit kayu. Alkaloid bekerja sebagai antibakteri dengan cara merusak kom-
ponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel ti-
dak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel. Alkaloid bersifat
toksik terhadap mikroba sehingga senyawa ini efektif membunuh bakteri dan
virus (Sari et al., 2012).

2. Flavonoid
Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang kebanyakan berasal dari tum-
buhan dan terdapat pada semua bagian tumbuhan, yaitu daun, akar, kulit, kayu,
bunga, buah, dan biji. Senyawa flavonoid bekerja dengan mendenaturasi ikatan
protein pada membran sel sehingga menyebabkan lisis serta menghambat per-
tumbuhan sel. Flavonoid dapat digunakan sebagai antioksidan yang bekerja de-
ngan cara menangkap radikal bebas sehingga dalam mempertahankan keseim-
bangan dalam tubuh sangat penting (Nuria dan Faizatun, 2009).

3. Saponin
Saponin merupakan senyawa yang berinteraksi dengan dinding bakteri yang

akan menyebabkan dinding tersebut akan lisis atau pecah (Pratiwi, 2008).
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Senyawa ini ditemukan pada beberapa tumbuhan seperti ketapang, pepaya, dan
mangrove pada bagian akar, daun, batang, dan bunga. Saponin sebagai antimi-
kroba bekerja dengan membentuk kompleks polisakarida pada dinding sel yang
menyebabkan rusaknya dinding dan membran sel sehingga bakteri menjadi li-
sis. Saponin digunakan sebagai antimikroba seperti bakteri, jamur, dan virus.
Pada konsentrasi rendah saponin menyebabkan hemolisis sel darah merah se-

hingga berfungsi sebagai antibakteri (Madduluri dan Sitaram, 2013).

4. Tanin
Tanin merupakan senyawa fenolik komplek yang larut dalam air. Senyawa ta-
nin dapat dimanfaatkan sebagai immunostimulan dan antibakteri. Tanin mem-
punyai khasiat sebagai antioksidan, antibakteri, dan antidiare (Hayati et al.,
2010). Senyawa tanin bekerja dengan cara menghambat enzim reverse dan me-
rusak polipeptida dinding sel sehingga menyebabkan pembentukan dinding sel
tidak sempurna dan bakteri menjadi lisis serta mati akibat tekanan osmotik (Fa-
rida, 2019).

2.4 Penyakit yang Menyerang Udang

Penyakit yang menyerang udang timbul melalui proses hubungan antara tiga fak-
tor, yaitu kondisi lingkungan (kualitas air), kondisi udang, dan terdapat patogen

(penyakit) di perairan budi daya. Penyakit merupakan hasil interaksi yang tidak

serasi antara ketiga faktor tersebut sehingga menyebabkan udang mengalami stres
dan mekanisme pertahanan diri yang melemah sehingga menyebabkan udang mu-
dah terserang penyakit (Kordi, 2007). Penyakit dapat disebabkan oleh bakteri, vi-
rus, jamur, dan protozoa. Penyakit yang sering muncul pada udang adalah penya-

kit bakterial yang disebabkan oleh serangan bakteri genus Vibrio.

Diketahui bahwa penyakit akibat serangan bakteri Vibrio sp. telah menyerang
ikan kerapu dan udang windu yang menyebabkan kematian organisme yang di-
budidayakan secara massal. Penyakit serangan bakteri Vibrio sp. menjadi masalah
dalam budi daya khususnya pada perairan laut, air tawar, dan air payau. Bakteri

penyebab penyakit yang menyerang udang atau ikan adalah Vibrio alginolyticus,
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Vibrio damsela, Vibrio charchariea, Vibrio anguilarum, Vibrio salmonicida, Vi-
brio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, dan lain-lain (Sarjito et
al., 2015).

Bakteri patogen yang menyerang larva udang biasanya pada kondisi udang yang
stres dan lemah. Salah satu bakteri patogen yang sering menyerang udang adalah
bakteri Vibrio sp. yang hidupnya di perairan khususnya perairan budi daya yang
dapat mengancam organisme yang dibudi daya (Kaligis, 2015). Infeksi yang dise-
babkan oleh bakteri patogen ini ditandai dengan banyaknya organisme yang di-
budi daya mengalami kematian secara massal. Bakteri Vibrio sp. juga banyak me-
nyebabkan kematian pada proses penetasan telur dan berdampak pada penurunan
hasil produksi. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio sp. mampu menye-
babkan kematian pada larva udang hingga tingkat mortalitas mencapai 100% da-
lam waktu 1-2 hari (Feliatra et al., 2014).

Gejala yang ditimbulkan pada udang yang terserang bakteri Vibrio sp., yaitu terja-
di nekrosis, warna kehitaman pada bagian punggung, bercak merah pada pangkal
ekor, bagian ekor geripis, bergerak pasif, dan nafsu makan menurun (Chandrakala
dan Maneka, 2017). Bakteri Vibrio sp. ini bersifat oportunistik patogen terhadap
organisme yang diserangnya dan dapat menyerang organisme pada saat kualitas
air sedang menurun. Pada udang, bakteri ini mampu menyerang larva udang pada
stadia zoea, mysis, dan awal post larva. Vibrio sp. merupakan bakteri yang banyak
ditemukan pada hatchery ataupun pembesaran udang (Nitimulyo et al., 2005). Ke-
beradaan Vibrio sp. dalam perairan salah satunya dipengaruhi oleh parameter ki-
mia, yaitu kadar amoniak (Mustafa et al., 2019). Parameter fisika dan kimia yang
berlebihan di suatu perairan khususnya pada air pemeliharaan udang akan menye-

babkan melimpahnya jumlah bakteri Vibrio sp. (Kharisma dan Manan, 2012).

2.5 Penyakit Serangan Bakteri Vibrio sp.

Beberapa penyakit yang muncul akibat serangan bakteri Vibrio sp., yaitu sebagai
berikut:
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1. Vibriosis
Penyakit vibriosis merupakan penyakit akibat serangan bakteri genus Vibrio,
yaitu Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus, Vibrio damsella, Vibrio parahaemoly-
ticus. Gejala klinis udang yang terserang vibriosis ditandai dengan karapas me-
merah, melanosis pada kulit, nekrosis pada ekor, kaki renang dan kaki jalan
berwarna kemerahan, warna udang pucat dan gelap (Sarjito et al., 2015). Agen-
si penyakit vibriosis dapat menyebar dengan cepat. Gejala yang muncul ber-
gantung pada tingkatan serangan dari vibriosis itu sendiri yaitu akut atau kronis
(Feliatra et al., 2014).

2. White feces disease (WFD)
WFD merupakan salah satu jenis penyakit yang timbul akibat bakteri, yaitu Vi-
brio parahaemolyticus, Vibrio mimicus, dan Vibrio fluvialis. yang tumbuh keti-
ka udang mencapai umur 50-60 hari dari awal masa tebar benur di tambak
(Helda, 2018). Gejala awal yang ditimbulkan antara lain muncul kotoran seper-
ti benang yang mengambang di permukaan air, menurunnya nafsu makan se-
hingga menyebabkan penumpukan sisa-sisa pakan di dasar tambak, dan bagian
hepatopankreas udang cenderung berwarna gelap (Mastan et al., 2015). Gejala
klinis yang dapat dilihat secara visual adalah kotoran yang berwarna putih pada
bagian eksoskeleton longgar dan menyebabkan perubahan warna gelap pada
insang. Penanggulangan yang dilakukan adalah dengan mengurangi padat tebar
sehingga bahan organik menurun dan mengurangi keberadaan bakteri Vibrio
sp. Pengobatan yang dilakukan dengan penggunaan probiotik dalam jumlah do-

sis yang disesuaikan (Limsuwan, 2010).

3. Early mortality syndrome (EMS)
Penyakit EMS atau penyakit acute hepatopancreatic necrosis disease
(AHPND) merupakan penyakit akibat serangan bakteri Vibrio parahaemoly-
ticus yang menyerang udang pada stadia post larva. Penyakit ini dapat menye-
babkan kematian 100% dalam 20-30 hari setelah tebar benur. EMS juga dapat
menyerang udang pada akhir stadia udang. Penanggulangan penyakit EMS da-
pat dilakukan dengan pemberian disinfektan dan antibiotik yang diperbolehkan
(Azhar, 2018).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Juni 2021 bertempat di Laboratorium

Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Univer-

sitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini, yaitu timbangan digital yang berfungsi

untuk menimbang media atau sampel bahan dan jangka sorong yang berfungsi un-

tuk mengukur diameter zona hambat. Alat-alat yang digunakan dapat dilihat seca-

ra lebih lengkap pada Tabel 1.

Tabel 1. Alat penelitian

No. Alat Fungsi

1. Timbangan digital Menimbang media atau sampel

2 Aok erstrln sty e menggurn
Plastik tahan panas Membungkus alat saat di autoklaf
Pisau Memotong sampel bahan herbal
Blender Menghancurkan sampel bahan herbal

6. Ayakan tl:/;zri];/r?rtierl% ;Ialljr;]pel bahan herbal hingga
Vortex Menghomogenkan suatu cairan

8. Spektrofotometer Mengukur nilai absorbansi

9. Laminar air flow Tempat menginokulasi mikrobiologi

10. Kain blacu Menyaring larutan




Tabel 1. Alat penelitian (lanjutan)
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No. Alat Fungsi

11. Rotary evaporator Mengekstraksi sampel bahan herbal

12. Botol vial Menyimpan suatu cairan

13. Erlenmeyer Menampung larutan, bahan, atau cairan

14. Hot plate Menghomogenkan suatu larutan

15. Cawan petri Kultur bakteri dan uji antibakteri

16. Tabung reaksi Menumbuhkan mikroba

17. Rak tabung reaksi Tempat menyimpan tabung reaksi

18. Pinset Mengambil benda berukuran kecil

19. Shaker Mencampurkan suatu larutan

20. Spreader Meratakan cairan pada cawan petri

21. Jangka sorong Mengukur diameter zona hambat

29 Cuvet :\élﬁ]rgt/:?man larutan saat proses spektrofo-

23. Mikropipet Memindahkan cairan dengan volume kecil

24, Lemari es Menyimpan media yang digunakan

25. Bunsen Mensterilkan saat inokulasi sampel

26. Inkubator Menginkubasi atau memeram mikroba

217. Magnetic stirrer Pengaduk larutan

28. Gelas ukur Menakar volume larutan yang digunakan

29. Alumunium foil Penutup erlenmeyer

30. Spatula rI\]/é’tzlr;]gambil bahan saat proses penimba-

31 Corong il:/lemasukkan larutan ke labu berukuran
ecil

32. Kertas cakram Uji antibakteri

33. Spuit Memasukkan cairan ke wadah uji

Bahan yang digunakan pada penelitian ini, yaitu etanol 96% berfungsi sebagai pe-

larut dalam proses maserasi, air laut steril berfungsi sebagai pelarut dalam pembu-

atan media, dan kotrimoksazol berfungsi sebagai larutan kontrol positif pada pro-

ses pengujian. Bahan-bahan yang digunakan dapat dilihat secara lebih lengkap pa-

da Tabel 2.
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No. Bahan

Fungsi

Daun muda, daun tua,
dan buah ketapang

Media TCBS
Media TSA
Media TSB
Etanol 96%
Air laut steril

=

Kotrimoksazol
Akuades
Alkohol
Vibrio sp.

© 0 N o g A~ DN

-
o

Bahan herbal

Media tumbuh bakteri
Media padat bakteri
Media cair bakteri
Pelarut

Pelarut

Larutan kontrol positif
Larutan kontrol negatif
Disinfektan

Bakteri uji

3.3 Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini, yaitu rancangan acak

lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3 kali pengulangan. Model rancangan

acak lengkap (RAL) yang digunakan, yaitu sebagai berikut:

Yijk = p + oi + Bj + (aB)ij + sijk

Keterangan:

Yijk = Hasil pengamatan untuk faktor A level ke-i, faktor B level ke-j, pada

ulangan ke-k
M = Rataan umum
ai = Pengaruh faktor A pada level ke-i
Bj = Pengaruh faktor B pada level ke-j

(of)ij = Interaksi antara A dan B pada faktor A level ke-i, faktor B level ke-j

eijk = Galat percobaan untuk faktor A level ke-i, faktor B level ke-j pada

ulangan atau kelompok ke-k

Pada penelitian ini dilakukan 2 tahapan percobaan, yaitu sebagai berikut:
1. Tahap | : Pengujian daya hambat
Pada tahap | akan dilakukan pengujian daya hambat yang bertujuan untuk me-

ngetahui aktivitas antibakteri pada ekstrak etanol daun ketapang muda, ekstrak
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etanol daun ketapang tua, dan ekstrak etanol buah ketapang. Bahan uji yang di-
gunakan, yaitu ekstrak etanol daun ketapang muda, ekstrak etanol daun keta-
pang tua, dan ekstrak etanol buah ketapang. Perlakuan yang diberikan pada ta-
hap ini, yaitu sebagai berikut:

Perlakuan A = Kontrol positif menggunakan larutan kotrimoksazol

Perlakuan B = Kontrol negatif menggunakan aquades

Perlakuan C = ekstrak etanol daun ketapang muda

Perlakuan D = ekstrak etanol daun ketapang tua

Perlakuan E = ekstrak etanol buah ketapang

. Tahap Il : Pengujian dosis yang tepat

Pada tahap Il akan dilakukan pengujian dosis yang tepat pada sampel ekstrak
etanol ketapang yang memiliki daya hambat paling tinggi sesuai hasil uji pada
tahap 1. Pengujian dosis ini dilakukan untuk mengetahui dosis ekstrak etanol
ketapang yang sesuai dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio penye-
bab penyakit pada udang vaname. Bahan uji yang digunakan, yaitu ekstrak eta-
nol ketapang yang memiliki daya hambat paling tinggi yang diperoleh dari ha-
sil pengujian tahap I. Dosis yang digunakan mengacu pada hasil uji MIC yang

akan dilakukan sebelum pengujian tahap II.

Penempatan setiap satuan percobaan dilakukan secara acak, yaitu sebagai berikut:

A3 El Bl C3 D2
D3 Al A2 C1 D1
C2 B3 E2 E3 B2

Gambar 4. Tata letak percobaan.

Keterangan:

Al, A2, A3 =Perlakuan A ulangan 1, 2, 3
B1,B2,B3 =Perlakuan Bulangan1l, 2,3
C1,C2,C3 =Perlakuan Culangan 1, 2, 3
D1, D2, D3 =Perlakuan D ulangan 1, 2, 3
E1l,E2,E3  =Perlakuan Eulangan 1, 2, 3
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3.4 Prosedur Kerja

Prosedur kerja yang dilakukan pada penelitian ini, yaitu sebagai berikut:

1. Sterilisasi alat dan bahan
Sterilisasi merupakan hal pertama yang dilakukan untuk menjaga alat dan ba-
han yang akan digunakan agar terhindar dari kontaminasi. Sterilisasi dilakukan
dengan cara mencuci bersih alat dan bahan, kemudian dibungkus menggunakan
kertas, dan dimasukkan ke dalam mesin autoklaf dengan suhu 121°C pada te-

kanan 1 atm selama 15 menit.

2. Pembuatan ekstrak
Daun ketapang yang akan digunakan sebagai sampel bahan diambil di sekitar
Universitas Lampung. Bagian-bagian yang digunakan, yaitu daun ketapang
muda yang berwarna hijau, daun ketapang tua yang berwarna kuning kemerah-
merahan, dan buah ketapang. Proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian
ini mengacu pada penelitian Suci (2018) dengan menggunakan metode masera-
si (perendaman). Tahapan pembuatan ekstrak pada tahap | dan 11, yaitu bahan
yang telah diperoleh dicuci hingga bersih menggunakan air mengalir. Lalu, ba-
han dikeringkan pada suhu ruang hingga mudah dihancurkan. Bahan dipotong
serta dicacah dan dihaluskan menggunakan blender selama £ 15 menit. Bahan
yang sudah halus diayak sampai mendapatkan bubuk halus. Kemudian, setiap
bahan ditimbang sebanyak 100 g dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Lalu,
bahan direndam dengan menambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 500 ml
selama 24 jam. Setelah 24 jam, larutan disaring menggunakan kain blacu. Ke-
mudian, dievaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 37°C sampai
larutan kering. Hasil ekstraksi disimpan dalam botol vial pada suhu dingin. Un-
tuk mendapatkan dosis ekstrak tahap I, yaitu 500 mg/Il dan tahap 11, yaitu 100-
800 mg/I, setiap bahan ditimbang kemudian dilarutkan menggunakan akuades.
Banyaknya jumlah pelarut akuades yang dibutuhkan dihitung menggunakan

rumus pengenceran, yaitu sebagai berikut:

M xVi=M; X V>
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Keterangan:

M; =Jumlah konsentrasi bahan yang ingin diencerkan

V: =Volume bahan yang diencerkan

M, = Jumlah konsentrasi bahan yang dibutuhkan untuk pengenceran

V2 =Volume larutan akuades yang digunakan untuk pengenceran

. Analisis senyawa aktif

Setelah ekstraksi tahap | selesai, analisis senyawa aktif dilakukan pada sampel
ekstrak etanol daun ketapang muda, ekstrak etanol daun ketapang tua, dan ek-
strak etanol buah ketapang dilakukan dengan menggunakan uji fitokimia yang
bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya senyawa aktif dalam ekstrak etanol
sampel yang dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik, Fakultas Matema-

tika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

. Pembuatan larutan kontrol
Pada penelitian ini, larutan kontrol positif yang digunakan, yaitu kotrimoksazol
0,01 g yang dihaluskan kemudian dilarutkan dalam 10 ml akuades. Adapun

kontrol negatif menggunakan larutan akuades (Tampemawa et al., 2016).

. Pembuatan media

a. Media TCBS (thiosulphate citrate bile salt sucrose)
Media TCBS ditimbang sebanyak 8,8 g, lalu dimasukkan ke dalam erlenme-
yer dan ditambahkan air laut steril sebanyak 100 ml sebagai pelarut. Kemu-
dian, media dihomogenkan menggunakan hot plate dengan magnetic stirrer
selama £ 15 menit. Selanjutnya, media dituang ke dalam cawan petri seba-
nyak 20 ml yang dilakukan dalam laminar air flow agar terhindar dari kon-

taminasi.

b. Media TSA (trypticase soy agar)
Media TSA ditimbang sebanyak 16 g, lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer
dan ditambahkan air laut steril sebanyak 400 ml sebagai pelarut. Kemudian,
media dihomogenkan menggunakan hot plate dengan magnetic stirrer sela-
ma = 15 menit. Selanjutnya, larutan disterilkan menggunakan autoklaf sela-
ma 15 menit dengan suhu 121°C pada tekanan 1 atm. Setelah itu, media
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dituang ke dalam cawan petri sebanyak 20 ml yang dilakukan dalam lami-

nar air flow agar terhindar dari kontaminasi.

c. Media TSB (trypticase soy broth)
Media TSB ditimbang sebanyak 7,5 g, lalu dimasukkan ke dalam erlenme-
yer dan ditambahkan air laut steril sebanyak 100 ml sebagai pelarut. Kemu-
dian, media dihomogenkan menggunakan hot plate dengan magnetic stirrer
selama = 15 menit. Selanjutnya, larutan disterilkan menggunakan autoklaf
selama 15 menit dengan suhu 121°C pada tekanan 1 atm. Setelah itu, media
dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak 15 ml yang dilakukan dalam lami-

nar air flow agar terhindar dari kontaminasi.

6. Pengambilan dan persiapan isolat bakteri

Isolat bakteri yang digunakan merupakan bakteri dari genus Vibrio, yaitu bak-
teri Vibrio parahaemolyticus. Isolat bakteri yang akan digunakan dari Badan
Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan, Lampung.
Isolat bakteri kemudian diisolasi ke media TCBS secara aseptik kemudian diin-
kubasi selama 24 jam. Bakteri Vibrio akan tumbuh di permukaan media TCBS.
Bakteri dikultur pada media TSA miring sebanyak 5 tabung reaksi untuk stok
kultur yang dilakukan secara aseptik. Kemudian, isolat bakteri yang akan digu-
nakan diinokulasi ke dalam 2 tabung reaksi berisi media TSB steril sebanyak
15 ml. Tabung reaksi dicampur menggunakan shaker selama 4-5 jam. Kemudi-

an, media berisi bakteri diinkubasi selama 14 jam (Tampemawa et al., 2016).

7. Tahap | : Pengujian daya hambat
Pada penelitian ini, pengujian daya hambat ekstrak sampel mengacu pada pe-
nelitian Tampemawa et al. (2016) menggunakan metode Kirby-Bauer, yaitu
metode difusi dengan menggunakan kertas cakram. Proses pengujian daya
hambat dilakukan dengan cara biakan murni bakteri di media TSB dipindahkan
ke media TSA sebanyak 20 ul, kemudian diratakan menggunakan spreader
(metode spread). Selanjutnya kertas cakram berukuran 5,5 mm disiapkan lalu
direndam ke dalam sampel ekstrak selama 2 menit sesuai dengan perlakuan ta-

hap I. Setelah itu, kertas cakram diangkat dengan menggunakan pinset steril.
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Lalu, langsung dipindahkan ke atas permukaan media TSA berisi bakteri terse-
but secara aseptik. Kemudian, media diinkubasi pada suhu 40°C selama 48
jam. Zona daya hambat berwarna bening yang terbentuk di sekitar kertas cak-
ram dan diukur diameternya menggunakan jangka sorong pada pengamatan

jam ke-24 dan jam ke-48.

8. Uji MIC (minimum inhibitory concentration)
Uji MIC bertujuan untuk mencari konsentrasi terendah yang bisa digunakan
ekstrak etanol sampel untuk menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp. Ek-
strak etanol ketapang yang digunakan adalah ekstrak yang memiliki zona ham-
bat paling tinggi yang diperoleh dari hasil uji tahap I. Konsentrasi ekstrak eta-
nol ketapang yang digunakan adalah 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, dan
800 mg/I, serta kontrol positif (antibiotik kotrimoksazol). Proses uji MIC, yai-
tu, media TSB dimasukkan ke dalam 9 tabung reaksi dengan 2 ulangan (duplo)
sebanyak 4,5 ml. Kemudian, ekstrak etanol sampel dimasukkan sebanyak 0,5
ml ke dalam masing-masing tabung reaksi. Suspensi bakteri dengan kepadatan
10" CFU/ml sebanyak 0,1 ml ditambahkan ke masing-masing tabung reaksi.
Lalu, media diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam (Apriyanto et al.,
2014). Hasil pengamatan dibandingkan dengan larutan pembanding (larutan
TSB) dan diukur nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer. Media
yang memiliki nilai absorbansi terendah menunjukkan nilai MIC (Fitri, 2017).

9. Uji MBC (minimum bactericidal concentration)
Uji MBC dilakukan dengan menginokulasi media terjernih dari tabung MIC.
Suspensi bakteri dari tabung reaksi yang menunjukkan nilai MIC diambil seba-
nyak 0,1 ml dan ditumbuhkan dalam media TSA. Lalu, media diinkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam, kemudian media diamati. Nilai MBC ditunjukkan
dengan tidak adanya pertumbuhan koloni bakteri di permukaan cawan petri pa-

da konsentrasi terendah ekstrak etanol sampel (Apriyanto et al., 2014).

10. Tahap Il : pengujian dosis yang tepat
Pengujian dosis yang tepat pada penelitian ini menggunakan konsentrasi yang

diperoleh dari uji MIC. Proses pengujian dosis dilakukan dengan cara biakan
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murni bakteri yang berada di media TSB diencerkan menjadi kepadatan 10’
CFU/ml. Lalu, dipindahkan sebanyak 20 ul pada media TSA secara aseptik
dan diratakan menggunakan spreader (metode spread), kemudian kertas cak-
ram berukuran 5,5 mm disiapkan lalu direndam ke dalam sampel ekstrak se-
lama 2 menit. Setelah itu, kertas cakram diangkat dengan menggunakan pin-
set steril. Lalu, langsung dipindahkan ke atas permukaan media TSA berisi
bakteri secara aseptik. Kemudian, media diinkubasi pada suhu 40°C selama
24 jam. Setelah diinkubasi, zona hamat yang terbentuk berwarna bening di-
amati di sekitar kertas cakram dan diukur diameternya menggunakan jangka
sorong (Suci, 2018).

Uji toksisitas

Uji toksisitas menggunakan metode BSLT (brine shrimp lethality test). Uji
toksisitas ini mengacu pada penelitian Apriyanto et al. (2014) dengan bebera-
pa modifikasi. Dosis sampel yang diuji BSLT adalah %2, 1, dan 2 kali dosis
hasil uji MIC. Penambahan ekstrak etanol sampel yang sudah diencerkan da-
lam 100 ml akuades sebanyak 2 mI/50 ml air pada tiap wadah uji. Lalu, udang
PL10 sebanyak 20 ekor dimasukkan ke dalam wadah uji berisi air laut seba-
nyak 300 ml. Setelah itu, pengamatan dilakukan pada 6 jam pertama, jam ke-
12, ke-18, dan ke-24 dengan menghitung jumlah udang yang mati dari tiap
perlakuan dan dihitung persentase mortalitasnya.

Parameter uji

12.1 Parameter utama

a. Efektivitas antibakteri
Menurut Tangapo (2005), perhitungan efektivitas antibakteri ekstrak eta-
nol sampel terhadap antibiotik kotrimoksazol dihitung berdasarkan persa-
maan:

E = (D/Da) x 100%

Keterangan:

E = efektivitas antibakteri (%)

D  =diameter zona hambat ekstrak (mm)
Da = diameter zona hambat antibiotik (mm)



26

b. Sensitivitas
Pengamatan sensitivitas dilakukan untuk melihat adanya zona hambat
yang berwarna bening terbentuk di daerah sekitar kertas cakram. Pengu-
kuran dilakukan menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter
(mm). Kemudian, diameter zona hambat tersebut dikategorikan berdasar-
kan penggolongan kekuatan daya hambat antibakteri menurut Davis dan
Stout (1971) dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Penggolongan daya hambat

Diameter Zona Bening Daya Hambat Antibakteri
0-4 mm Lemah

5-10 mm Sedang

11-20 mm Kuat

>20 mm Sangat Kuat

c. Uji toksisitas
Nilai LCso dihitung menggunakan metode analisis probit dengan persa-
maan regresi linear, yaitu y = ax + b. Apabila terjadi kematian 50% dari
jumlah populasi dan nilai LCsp <1.000 mg/l, maka suatu zat dinyatakan
toksik (Apriyanto et al., 2014).

12.2 Parameter pendukung
Parameter pendukung pada penelitian ini adalah hasil analisis senyawa aktif
dan lama waktu inkubasi yang akan digunakan untuk pembanding dalam
mendukung hasil pengujian zona hambat pada tahap I. Adapun parameter

pendukung pada tahap Il adalah hasil uji MIC, dan uji MBC.

3.5 Analisis Data

Data zona hambat dan efektivitas antibakteri yang diperoleh dianalisis mengguna-
kan program SPSS 25.0. dengan uji Anova dengan taraf kepercayaan 95%. Jika
menunjukkan hasil yang berbeda nyata, maka akan dilakukan uji lanjut Duncan

dengan taraf kepercayaan 95%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini, yaitu sebagai berikut:

1. Ekstrak etanol daun ketapang muda dan ekstrak etanol daun ketapang tua
mampu menghasilkan senyawa antibakteri alami. Adapun ekstrak etanol buah
ketapang belum mampu menghasilkan senyawa antibakteri alami.

2. Bagian terbaik dari ketiga bahan adalah ekstrak etanol daun ketapang tua yang
memiliki nilai rata-rata efektivitas antibakteri sebesar 16,0+0,11% dan 21,0+
0,11% pada pengamatan jam ke-24 dan ke-48.

3. Dosis terbaik yang dihasilkan adalah 500 mg/l yang mampu menghambat per-
tumbuhan bakteri Vibrio sp. sebesar 7,53+5,02 mm dan dengan nilai LCsg se-

besar 154.744 mg/l maka tidak bersifat toksik bagi udang vaname PL10.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini, yaitu ekstrak etanol daun ketapang
tua mampu dijadikan sebagai antibiotik alami dalam tindakan pencegahan serang-
an bakteri Vibrio sp. pada udang vaname melalui pakan dengan dosis yang disa-

rankan.
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