
  KARAKTER BIOKIMIA EKOENZIM DARI KULIT PISANG KEPOK 
MANADO (Musa paradisiaca var. formatypica) MUDA dan DAYA 
HAMBATNYA PADA Fusarium sp. dan Xanthomonas campestris 

 

(SKRIPSI) 

 

 

 

Oleh 
 

Annisa Zahwa Salsabila 
NPM. 1917021057 

 

 

 

 

 

 

 

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM 
UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 
2023 

  



ABSTRAK 
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ANNISA ZAHWA SALSABILA 
 

 
Pisang termasuk salah satu tanaman yang banyak dibudidayakan di Indonesia. 
Tingginya produksi pisang berdampak pada jumlah limbah organik. Masyarakat 
umum belum mengetahui bahwa limbah organik kulit pisang masih dapat 
dimanfaatkan untuk berbagai keperluan salah satunya dijadikan bahan organik 
untuk membuat ekoenzim. Ekoenzim adalah cairan yang mengandung enzim yang 
berasal dari hasil proses fermentasi bahan-bahan alami. Ekoenzim diketahui 
memiliki aktivitas antimikroba dan fungisida. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui karakter kimia, biologi dan aktivitas antimikroba ekoenzim berbahan 
dasar limbah kulit pisang dan akan dihambatkan pada Fusarium sp.  Xanthomonas 
campestris, dan Bacillus sp. uji antimikroba akan dilakukan menggunakan 
Rancangan Acak Kelompok (RAK) satu faktor yaitu konsentrasi ekoenzim 25%, 
50% dan 75%. Setiap unit perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Parameter yang 
diamati adalah berbagai sifat kimia dan biologi termasuk IAA. Parameter untuk 
antimikroba digunakan daya hambatnya terhadap Fusarium sp., Xanthomonas 
campestris dan Bacillus sp. simpulan dari penelitian ini diperoleh ekoenzim 
berbahan dasar kulit pisang kepok manado muda memiliki karakter biologi yang 
efektif sebagai antibakteri, tetapi tidak efektif sebagai antifungi. Ekoenzim 
mengandung mikroorganisme yang mampu menghasilkan hormon IAA dan 
melarutkan fosfat. Parameter karakter kimia ekoenzim berbahan dasar kulit pisang 
kepok manado muda yang diperoleh meliputi pH asam antara 4,00 – 5,50, nilai TS 
dan TDS yang semakin tinggi dengan bertambahnya konsentrasi uji, serta 
mengandung senyawa fitokimia berupa flavonoid, tanin dan saponin yang diperkuat 
dengan hasil spektrum IR yang menunjukan adanya kemiripan dengan gugus 
fungsi. Ekoenzim dengan konsentrasi 50% dan 75% efektif dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri Xanthomonas campestris dan Bacillus sp. namun tidak efektif 
dalam menghambat pertumbuhan jamur Fusarium sp. 
 
Kata kunci : Limbah organik, ekoenzim, kulit pisang kepok, antimikroba, 

Xanthomonas campestris, Bacillus sp., Fusarium sp.  
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I. PENDAHULUAN 

 
 
1.1 Latar Belakang dan Masalah 

 
Ekoenzim merupakan larutan hasil fermentasi dari bahan-bahan alami, 

seperti protein tumbuhan, hormon, dan mineral. Setiap jenis enzim 

memiliki fungsi penting dalam proses metabolisma. Secara sederhana 

produk ekoenzim dapat dibuat pada skala rumah tangga dengan 

memanfaatkan limbah organik. Senyawa aktif ekoenzim memiliki potensi 

sebagai antimikroba pada bakteri dan jamur, berguna untuk menyuburkan 

tanah, meningkatkan kualitas rasa buah dan sayur serta menghilangkan 

hama (Larasati et al., 2020). 

 

Proses pembuatan ekoenzim dilakukan dengan memfermentasi bahan-

bahan sederhana seperti gula, limbah organik dan air selama tiga bulan 

dengan komposisi (1 : 3 : 10) dalam kondisi anaerob fakultatif dengan 

bantuan organisme hidup. Limbah organik yang digunakan dalam proses 

pembuatan ekoenzim berupa limbah yang berasal dari sayur dan buah. 

Salah satu limbah yang dapat dijadikan bahan pembuatan ekoenzim yaitu 

kulit pisang. Berdasarkan hasil uji fitokimia diketahui bahwa kulit pisang 

kepok mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan 

terpenoid (Lumowa et al., 2018). Menurut Rochyani et al. (2020) Hasil 

penelitian terdahulu menunjukan bahwa ekoenzim dari limbah kulit pisang 

secara nyata mempengaruhi pertumbuhan tanaman karena mengandung 

sejumlah unsur hara seperti kalium (15%), fosfor (2%), dan nitrogen 

(0,07%) sehingga dapat dimanfaatkan sebagai pupuk organik dan 

mendukung pertumbuhan tanaman (Azhar et al., 2021).  
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Limbah organik memiliki dampak yang berbahaya bagi lingkungan, 

seperti mencemari lingkungan bahkan apabila dibiarkan dalam waktu yang 

lama dapat menciptakan gas metana yang dapat mencemari lapisan ozon 

bumi. Kulit pisang menyumbangkan sebanyak 40% dari total produksi 

buah pisang, tingginya produksi pisang akan berdampak pada jumlah 

limbah organik. Pada tahun 2020 terdapat sebesar 40,66% limbah organik 

dari total timbunan sampah di Indonesia 28.235.760.72 ton/tahun 

(Pangemanan et al., 2022). 

 
Berdasarkan komposisi kandungan fitokimia terdapat perbedaan antara 

kulit pisang kepok muda dan kepok masak. Kandungan tanin pada kulit 

pisang kepok lebih banyak terdapat pada kulit buah pisang yang masih 

muda dibandingkan kulit buah yang telah masak. Hal ini karena terjadinya 

peningkatan etanol hingga 70 kali lipat pada proses pematangan pisang 

menyebabkan turunnya kandungan tanin. Senyawa tanin mampu 

membunuh bakteri karena mempunyai daya antibakteri (Saraswati, 2015). 

Secara fisiologis dan biologis terdapat perbedaan antara pisang kepok 

masak dan muda, dalam keadaan masak terjadi proses klimakterik yang 

menyebabkan peningkatan produksi gas etilen, keadaan ini menyebabkan 

perbedaan kadar senyawa metabolit yang terdapat dalam kulit pisang 

kepok. Pisang kepok masak akan teroksidasi oleh enzim fenoloksidase 

sehingga menghasilkan pigmen melanin pada kulit pisang kepok (kuning 

dengan bercak kecoklatan (Nurmin et al., 2018).  

 

Layu pada tanaman pisang diakibatkan Fusarium sp. dan Xanthomonas 

campestris. Fusarium sp. merupakan pathogen yang menjadi penyebab 

layu dan banyak mematikan tanaman pisang (Ploetz, 2015). Berdasarkan 

penelitian Wardhana et al. (2021) Fusarium sp. bersifat pathogen dan 

menyebabkan penyakit layu pada bibit pisang. Gejala yang ditimbulkan 

berupa penguningan pada bagian daun dan nekrosis berwarna coklat pada 

bagian bongolnya. Bakteri Xanthomonas campestris mampu menginfeksi 

tanaman pisang sehingga menyebabkan daun tanaman menguning dan 

layu lebih cepat, menghitamnya tunas, pematangan buah tidak merata, dan 
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pembusukan tandan (Mujoko, 2017). Kedua pathogen tersebut 

memberikan dampak kerugian pada produksi pisang (Dita et al., 2018). 

Dengan kandungan senyawa metabolit sekunder yang potensial dalam 

menangkal sebagian besar pathogen penyebab penyakit tamanan 

menjadikan pemanfaatan ekoenzim berbahan dasar kulit pisang kepok 

sangat bermanfaat bagi tanaman. 

 

Berdasarkan latar belakang di atas maka dalam penelitian ini diajukan 

gagasan tentang karakter biokimia ekoenzim dari kulit pisang kepok 

manado (Musa paradisiaca var. formatypica) muda dan daya hambatnya 

pada Fusarium sp. dan bakteri Xanthomonas campestris. 

 

1.2 Tujuan 

 
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. mengetahui karakter biokimia ekoenzim dari limbah kulit pisang kepok 

manado (Musa paradisiaca var. formatypica) muda. 

2. mengetahui kemampuan hambat ekoenzim berbahan dasar limbah kulit 

pisang kepok manado (Musa paradisiaca var. formatypica) muda 

terhadap Fusarium sp. dan Xanthomonas campestris secara in vitro. 

 

1.3 Kerangka Pikir 

 
Masyarakat umumnya belum banyak mengetahui bahwa limbah organik 

kulit pisang masih dapat dimanfaatkan untuk berbagai keperluan, salah 

satunya dengan dijadikan bahan organik untuk membuat ekoenzim. 

Berdasarkan hasil uji fitokimia diketahui bahwa pisang kepok 

mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan terpenoid 

yang bermanfaat sebagai antimikroba serta baik dalam menunjang 

pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan.  

 

Ekoenzim diketahui memiliki aktivitas antimikroba pada pathogen besar 

bakteri dan fungisida pada jamur karena mengandung senyawa aktif 
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seperti asam asetet, asam laktat serta senyawa metabolit sekunder yang 

dapat menghambat pertumbuhan mikroba, selain itu ekoenzim juga 

mampu mempengaruhi pertumbuhan tanaman karena mengandung 

sejumlah mineral hara N, P, dan K serta mengandung sejumlah bakteri 

yang berpotensi sebagai perombak bahan organik sehingga dapat 

dimanfaatkan sebagai pupuk organik (Susilowati et al., 2021). Kandungan-

kandungan yang dimiliki kulit pisang menjadikan pembuatan ekoenzim 

yang diolah dari limbah kulit pisang mampu memberikan dampak positif 

bagi lingkungan dengan mengurangi limbah dan memanfaatkan 

kandungan zat aktif sebagai antimikroba dan membantu dalam 

pertumbuhan tanaman. 

 

Untuk itu diajukan gagasan yang bertujuan untuk mengetahui karakter 

biokimia ekoenzim berbahan dasar limbah kulit pisang dan daya 

hambatnya pada Fusarium sp. dan Xanthomonas campestris sebagai 

antimikroba bagi tumbuhan. 

 
1.4 Hipotesis 

 
Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. ekoenzim berbahan dasar limbah kulit pisang kepok (Musa 

paradisiaca var. formatypica) muda memiliki karakter biokimia 

tertentu yang mendukung aktivitas antipathogen. 

2. ekoenzim berbahan dasar limbah kulit pisang kepok (Musa 

paradisiaca var. formatypica) muda memiliki aktivitas daya hambat 

yang dapat menurunkan pathogen Fusarium sp. dan Xanthomonas 

campestris secara in vitro.



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 
 
2.1 Pisang Kepok Manado (Musa paradisiaca var. formatypica) 

Pisang merupakan salah satu tumbuhan yang banyak digemari masyarakat 

dan tumbuh melimpah di Indonesia. Pisang memiliki banyak manfaat, 

akar, batang, bunga, buah bahkan kulitnya dapat dimanfaatkan untuk 

berbagai kebutuhan (Wardhany, 2014). Pisang termasuk tanaman yang 

banyak dibudidayakan di Indonesia, umumnya pisang mampu tumbuh di 

daerah tropis maupun subtropis. Indonesia merupakan negara yang 

menduduki peringkat ketiga sebagai penghasil pisang terbesar di dunia 

dengan total produksi pada tahun 2019 sebesar 7.280.659 ton. Produksi 

pisang di Provinsi Lampung tahun 2016 mencapai 1.517.004 ton dan 

1.462.423 ton pada tahun 2017 (Syahrizal et al., 2022). Menurut Radiena 

(2016) pisang muda merupakan pisang yang memiliki usia sekitar 80 hari, 

pisang dengan usia 80 hari masih berwarna hijau, terdapat getah yang 

banyak dan memiliki kandungan tanin yang berlimpah. 

 

 

Gambar 1. Buah Pisang Kepok Manado (Musa paradisiaca var. 
formatypica) muda (Dokumentasi pribadi). 
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2.1.1 Deskripsi Pisang Kepok Manado (Musa paradisiaca var. formatypica) 

 
Berdasarkan klasifikasi taksonomi pisang kepok termasuk dalam famili 

Musaceae yang berasal dari India Selatan. Kedudukan taksonomi, tanaman 

pisang kepok adalah sebagai berikut (Satya, 2013) : 

Kingdom : Plantae 

Division : Magnoliophyta 

Class  : Liliopsida 

Order  : Zingiberales 

Family  : Musaceae 

Genus  : Musa 

Species  : Musa paradisiaca var. formatypica. 

 

Tanaman pisang kapok manado termasuk ke dalam golongan herba. 

Batang pisang kapok adalah batang semu, yang sebenarnya merupakan 

tumpukan pelepah daun yang tersusun secara rapat dan teratur. 

Percabangannya bertipe simpodial dengan meristem ujung memanjang dan 

membentuk bunga lalu buah yang umumnya tidak berbiji (partenokarpi). 

Bila berbiji, biji pisang kecil, bulat dan berwarna hitam. Puncak lateral 

(sucker) muncul dari kuncup pada bonggol yang selanjutnya tumbuh 

menjadi tanaman pisang baru (Saparinto & Susiana, 2016). 

 

Daun pisang letaknya tersebar. Bakal daun terdapat di bagian tengah 

tanaman, saat muncul dalam keaadaan menggulung kemudian akan 

tumbuh memanjang dan membuka yang secara progresif. Helaian daun 

berbentuk lanset memanjang, yang panjangnya antara 1,5 - 3 m dan lebar 

30-70 cm, permukaan bawah daun berlilin. Tulang tengah penopang dan 

penopangnya terlihat jelas, percabangan tulang tersusun sejajar dan 

meyirip, daun yang paling muda terbentuk di bagian tengah tanaman, 

menggulung dan terus tumbuh memanjang (Permana et al., 2019). 

 

Bunga pisang merupakan bunga majemuk, setiap kuncup bunga dibungkus 

oleh seludang berwarna merah kecoklatan. Bunga betina akan berkembang 
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dengan normal, sedangkan bunga jantan yang berada di ujung tandan tidak 

berkembang dan tetap tertutup oleh selundang yang disebut sebagai 

jantung pisang. setiap kelompok bunga pada pisang disebut sisir, yang 

tersusun dalam tandan. Jumlah sisir antara 5-15 sisir pertandan. Buah 

pisang merupakan buah buni, berbentuk bulat memanjang dan 

membengkok, tersusun seperti sisir dua baris, dengan kulit yang berwarna 

hijau, kuning dan coklat (Anwar et al., 2021). 

 

Pisang kapok manado (Musa paradisiaca var. formatypia) merupakan 

jenis pisang olahan, umumnya dikonsumsi setelah diolah, sangat cocok 

untuk dijadikan buah dalam sirup, keripik, aneka olahan tradisional, serta 

tepung. Kulit pisang kepok memiliki warna kuning kehijauan, kadang 

terdapat bernoda coklat, serta memiliki kulit yang sangat tebal dan juga 

dagingnya berasa manis. 

 

 

2.1.2 Kandungan Senyawa pada Kulit Pisang Kepok Manado 

 
Kulit pisang merupakan limbah organik yang menyumbangkan berat 

sebesar 40% dari total produksi buah pisang. Pemanfaatan kulit pisang 

selain dapat menggurangi limbah organik bagi lingkungan akan dapat 

meningkatkan nilai ekonomi dengan memanfaatkan kandungan yang 

dimiliki kulit pisang. Kulit pisang kepok mengandung berbagai bahan 

organik seperti : vitamin C, vitamin B, kalsium, protein, selulosa, 

hemiselulosa, pigmen klorofil, lemak, arabinosa, galaktosa, rhamnosa, dan 

asam galacturonic (Budiman, 2018). Hasil skrining uji fitokimia pada kulit 

pisang kepok diketahui mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, 

saponin dan terpenoid (Lumowa et al., 2018). Sumber lain menyatakan 

bahwa pisang kepok mengandung saponin, flavonoid dan tanin (Ulfa        

et al., 2020) serta alkaloid (Hasma et al., 2019).  

 

Flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan terpenoid adalah senyawa 

metabolit sekunder yang memiliki berbagai aktivitas diantaranya dapat 
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menghambat pertumbuhan mikroba seperti jamur dan bakteri (Egra et al., 

2019).Senyawa tanin mampu menghambat sistesis kitin di dinding sel 

(Saraswati, 2015). Saponin dan alkaloid mempengaruhi membran sel, 

sedangkan flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas 

dinding sel bakteri (Dinastutie et al., 2015). 

 

Christy et al. (2017) mengemukakan bahwa limbah kulit pisang juga 

mengandung unsur makro hara seperti nitrogen, fosfor, dan potasium dan 

unsur hara mikro yaitu kalsium, magnesium, besi yang berfungsi sebagai 

pupuk tanaman. 

 

 

2.2 Ekoenzim 

 
Limbah organik berpengaruh terhadap lingkungan yang memungkinkan 

terjadinya pencemaran seperti penurunan kualitas air, mengurangi kualitas 

tanah, meningkatnya degradasi kebersihan lingkungan karena mengeluarkan 

gas metan yang menyebabkan global warming, gas ini memiliki daya 

rusak 23 kali lebih kuat dari karbon (Puger, 2018). Limbah organik yang 

didegradasi oleh mikroorganisme akan menimbulkan bau yang tidak sedap 

(busuk). Limbah organik yang mengandung protein akan menghasilkan 

bau yang lebih busuk karena protein yang mengandung gugus amin akan 

terurai menjadi gas ammonia (Kahfi, 2017). 

 

Untuk mengatasi bahaya yang ditimbulkan dari limbah organik, dilakukan 

pengelolaan limbah sepeti menjadikan limbah sebagai pupuk dan kompos 

dengan tujuan menjadikan limbah organik yang sebelumnya berbahaya 

bagi lingkungan memiliki nilai ekonomi yang dapat bermanfaat dan 

mengurangi resiko tercemarnya lingkungan. Salah satu upaya yang dapat 

dilakukan untuk mengurangi limbah organik adalah dengan mengubahnya 

menjadi ekoenzim (Septiani et al., 2021). 
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 Pembuatan ekoenzim memberikan dampak yang luas bagi lingkungan 

secara global maupun ditinjau dari segi ekonomi. Ditinjau berdasarkan 

manfaat untuk lingkungan, selama proses fermentasi ekoenzim 

berlangsung, terbentuk gas O3 yang dikenal dengan gas ozon yang 

bermanfaat dalam mengurangi karbon dioksida di udara (Jelita et al., 

2022). Sebagaimana diketahui bahwa kandungan pada ekoenzim berupa 

asam asetat (CH3COOH), yang bermanfaat dalam membunih bakteri, virus 

dan kuman. Sedangkan enzim yang terbentuk pada ekoenzim berupa 

lipase, tripsin, amilase, dan protease yang dapat mencegah bahkan 

membunuh bakteri pathogen udara (Jelita et al., 2022). Selain itu 

dihasilkan NO3 (Nitrat) dan CO3 (Karbon trioksida) yang dapat bermanfaat 

sebagai nutrient bagi tanah.  

 

 

2.2.1 Fermentasi Ekoenzim 

 
Ekoenzim dikenal sebagai enzim ramah lingkungan, ditemukan sekitar 30 

tahun yang lalu oleh Dr. Rosuko Poompan vong yang berasal dari 

Thailand. Ekoenzim merupakan suatu istilah dalam penyebutan larutan 

kompleks hasil dari proses fermentasi limbah dapur berupa kulit buah-

buahan dan sayur-sayuran (Santen et al., 2019). Menurut Nazim & Meera 

(2013) ekoenzim merupakan suatu cairan yang diperoleh dari hasil 

fermentasi bahan-bahan sederhana seperti gula, limbah atau sampah 

organik, dan air selama tiga bulan dengan komposisi 1 : 3 : 10 (900 g kulit 

pisang : 300 mL molase : 3000 mL air). Selama proses fermentasi, 

ekoenzim akan menghasilkan ozon dan oksigen yang setara dengan 

dihasilkan oleh 10 pohon. 

 

Kulit buah-buahan atau ampas buah yang diolah menjadi ekoenzim banyak 

mengandung senyawa metabolit sekunder anatara lain enzim enzim lipase, 

amylase, dan tripsin), senyawa fenol, serta asam organik hasil aktivitas 

mikroba yang terdapat pada kulit buah. Mikroba dapat berupa bakteri 

maupun cendawan (Rochyani et al., 2020). Senyawa metabolit sekunder 
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yang terdapat dalam ekoenzim dapat dimanfaatkan untuk berbagai macam 

keperluan, seperti bahan pembersih keperluan rumah tangga: shampoo; 

sabun; perawatan tubuh serta wajah juga sebagai pengusir hama tanaman; 

pupuk tanaman, bahkan dapat juga dimanfaatkan sebagai disinfektan yang 

bermanfaat dan ramah lingkungan (Yanti & Chandra, 2020). Ekoenzim 

dapat dimanfaatkan untuk memurnikan air sungai yang terkontaminan, 

sebagai antiseptik dan penyembuhan tanaman (Bernadin et al., 2017; 

Megah et al., 2018). Sebagai disinfektan ekoenzim dapat dimanfaatkan 

untuk pembersih udara dan menghilangkan bau juga partikel beracun yang 

ada di udara (Maula et al., 2020). 

 

Pembuatan ekoenzim sebagai salah satu cara memanfaatkan limbah 

organik memiliki kelebihan antara lain tidak memerlukan lahan yang luas 

dan wadah khusus. Selain itu, enzim pada sampah memiliki keukatan yang 

sangat tinggi untuk menghambat pertumbuhan atau meniadakan pathogen 

karena enzim ekstraseluler mikroba limbah organik menguraikan limbah 

organik selama proses fermentasi yang hasil dekomposisi menjadi bagian 

dari ekoenzim (Larasati et al., 2020). 

 

 

2.2.2 Aktivitas Senyawa Metabolit Sekunder 

Senyawa metabolit sekunder dapat dihasilkan dari tanaman dan memiliki 

aktivitas sebagai antimikroba untuk menekan pertumbuhan bakteri 

pathogen. Jaringan tanaman terdapat setidaknya satu species mikroba 

endofit yang mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder dan 

memiliki karakteristik senyawa metabolit yang sama dengan tanaman 

inangnya (Kartikasari et al., 2021). Beberapa senyawa metabolit sekunder 

yang dapat dihasilkan oleh tanaman dan mikroba yaitu alkaloid, flavonoid, 

tanin, terpenoid dan saponin.  
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Alkaloid 

Senyawa alkaloid adalah senyawa metabolit sekunder yang memiliki satu 

atau lebih unsur nitrogen dengan sifat basa. Senyawa alkaloid dapat 

ditemukan pada bagian tanaman seperti: akar, batang, daun, dan biji 

(Retno et al., 2016). Menurut Rohyani et al. (2015) alkaloid memiliki rasa 

pahit dan asam serta memiliki bentuk yang menyerupai kristal yang halus. 

Alkaloid berfungsi sebagai pelindung tanaman dari penyakit, pengatur 

perkembangan, serta sebagai basa mineral yang berfungsi untuk mengatur 

keseimbangan ion pada bagian bagian tanaman. Senyawa aktif pada 

alkaloid meskipun bersifat toksin bagi manusia akan tetapi dapat 

dimanfaatkan sebagai obat sehingga banyak digunakan secara luas dalam 

bidang pengobatan. 

 

Gambar 2. Struktur kimia senyawa alkaloid (Sukardiman et al., 2020). 

 

Flavonoid 

Flavonoid termasuk ke dalam kelompok senyawa fenolik, rumus molekul 

C6-C2-C6. Senyawa ini banyak ditemui pada jaringan tanaman dan dapat 

berfungsi sebagai antioksidan. Flavonoid bersifat sitotoksik dapat 

berinteraksi dengan berbagai jenis enzim yang berbeda dengan cara 

membentuk suatu senyawa kompleks. Flavonoid dapat berfungsi sebagai 

antibiotik yang menggangu fungsi mikroorganisme seperti bakteri dengan 

menghambat sintesis asam nukleat (Basir et al., 2023). 
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Gambar 3. Struktur kimia senyawa flavonoid (Kumar, 2013). 

 

Saponin 

Sebagai senyawa metabolit sekunder, saponin termasuk ke dalam 

kelompok glikosida triterpenoid atau steroid aglikon. Senyawa ini terdiri 

atas satu atau lebih gugus gula yang berikatan dengan aglikon dan 

sapogenini. Senyawa saponin dapat membentuk kristal dengan bentuk 

yang tidak beraturan (amorf). Ciri lain dari saponin yaitu berwarna kuning, 

berbau menyengat, dan tidak memiliki rasa yang ekstrim (sangat pahit dan 

sangat manis). Saponin sangat mudah menguap serta mudah larut dalam 

air panas maupun dingin. Saponin dapat membentuk busa koloidal di 

dalam air dan memiliki sifat deterjen yang larut dalam alkohol (Illing, 

2017). Saponin dikelompokkan berdasarkan sifat kimianya yaitu saponin 

steroid dan saponin triterpenoid (Gambar 3). 

 

  
      Saponin Steroid                Saponin Triterpenoid  

Gambar 4. Struktur kimia senyawa Saponin Steroid dan Saponin 
Triterpenoid (Jayanegara et al., 2019). 

 

Terpenoid 

Senyawa terpenoid merupakan senyawa organik hidrokarbon yang 

dihasilkan oleh berbagai jenis tumbuhan. Senyawa ini pada umumnya 

menghasilkan bau yang kuat dan mampu melindungi tumbuhan dari hama 
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dan predator. Sebagian besar terpenoid tidak berwarna dan memiliki berat 

jenis lebih ringan daripada air. Terpenoid merupakan kompenen utama 

dalam minyak atsiri dari beberapa jenis tumbuhan dan bunga (Juniarti, 

2016). 

 

 

Gambar 5.  Struktur Terpenoid asam oleanoat 1, asam kueretaroat 2, asam 
seratagenat 3, asam ursolat 4, asam ikosahidropisenat 5, asam 
lupeol 6 (Patel et al., 2014). 

 

Tanin 

Senyawa tanin merupakan jenis senyawa fenolik yang memberikan rasa 

pahit. Senyawa tanin dapat bereaksi dan mengumpulkan protein atau 

senyawa yang mengandung asam amino dan alkaloid. Tanin banyak 

ditemukan pada banyak jenis tumbuhan dan mampu melindungi tumbuhan 

dari hama. Tanin mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan 

menginaktivasi enzim-enzim esensial, merusak membrane sel, dan 

dekstruksi fungsi material serta menghambat enzim reverse transcriptase 

dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk 

(Nurdianti et al., 2022). 
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Gambar 6. Struktur tanin dan turunannya (a) struktur gallotanin (tanin 
terhidrolisis); (b) struktur ellagitanin (tanin terhidrolisis); (c) 
struktur tanin kompleks (turunan tanin terkondensasi); (d) 
Struktur tanin terkondensasi (Delgoda & Murray, 2017). 

 

2.3 Bakteri Xanthomonas campestris 

 
Xanthomonas campestris merupakan bakteri gram negative dengan bentuk 

ciri sel batang pendek dengan kedua ujung membulat. Xanthomonas 

campestris dapat bergerak dengan 1 flagel dan tidak membentuk spora. 

Ciri khas Xanthomonas campestris memiliki koloni yang berlendir dan 

menghasilkan pigmen berwarna kuning yang disebut pigmen 

Xanthomonadin (Lestari et al., 2017). 

 

Genus bakteri pada umumnya bersifat pathogen menyebabkan penyakit 

hawar daun (HBD) penyebarannya luas mulai dari daerah tropis maupun 

sub-tropis. Penyakit HDB menyerang tanaman baik pada dataran tinggi 

maupun dataran rendah, namun yang paling rentan terserang penyakit 

HBD yaitu tanaman di dataran rendah (Mujoko, 2017). Menurut Lestari   

et al. (2017), Penyakit HBD di Indonesia menyebabkan kerugian yang 

cukup tinggi hingga mencapai 70-80%. Penyebaran penyakit yang 

disebabkan oleh Xanthomonas campestris dipengaruhi oleh faktor 

patogen, lingkungan, dan inang (Mujoko, 2017). 
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Pada tanaman buncis (Phaseolus vulgaris L.) Xanthomonas campestris 

tanaman menyerang melalui bagian terbuka pada daun seperti luka pada 

daun maupun stomata. Bakteri ini dapat menyerang tumbuhan mulai dari 

fase persemaian sampai tumbuhan menjelang dipanen. Infeksi 

Xanthomonas campestris menyebabkan rusaknya klorofil sehingga 

mengakibatkan kemampuan fotosintesis tanaman menjadi menurun 

(Puspitasari et al., 2014). Gejala tumbuhan yang terinfeksi bakteri ini 

menunjukkan gejala bagian tepi daun menguning dan berombak serta 

ditemukannya eksudat bakteri berwarna putih susu atau berupa tetes 

embun pada daun di pagi hari. Pada stadia perkembangan penyakit lebih 

lanjut, warna kuning pada luka daun berubah menjadi memutih, sedangkan 

pada daun yang terinfeksi parah, warna daun cenderung menjadi abu-abu 

disertai munculnya jamur saprofit Lestari et al. (2017). 

 

                               

Gambar 7. Hasil pengecatan Gram bakteri Xanthomonas campestris (Gram 
negatif) (a) perbesaran mikroskop 1000x; (b) zoom dengan 
ukuran 4,85 cm x 7,11 cm (Dokumentasi pribadi). 

   
Berdasarkan klasifikasi taksonomi, menurut (Centre for Agriculture and 

Bioscience Internasional, 2017) klasifikasi dari bakteri Xanthomonas 

campestris adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Procaryote 

Phylum  : Gracilicutes 

Class  : Proteobacteria 

Order  : Pseudomonadales  

b a 
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Family  : Pseudomonadaceae 

Genus  : Xanthomonas 

Species  : Xanthomonas campestris 

 

2.4 Jamur Fusarium sp. 

 

Menurut Dita et al. (2018) Fusarium sp. adalah jamur pathogen berfilamen 

yang memiliki jangkauan inang sangat luas. Proses infeksi, pathogen ini 

tergolong sangat cepat, dan menyebar penularan penyakit ke tanaman lain 

berlangsung dengan cara menginfeksi akar tanaman melalui tabung 

kecambah atau miselium. Penyebaran penyakit ini dipengaruhi oleh pH 

maupun suhu lingkungan yang kurang menguntungkan bagi tanaman 

inang.  

 

Jamur Fusarium sp. menyebabkan penyakit layu tanaman. Tanaman yang 

terinfeksi Fusarium sp. menunjukkan gejala menguning atau nekrosis pada 

jaringan tanaman kemudian diikuti kelayuan daun yang disebabkan invasi 

pathogen pada jaringan vascular tanaman yang berakhir dengan kematian 

tanaman (Matheron., 2015). Cendawan Fusarium sp. dapat menginfeksi 

seluruh bagian tanaman mulai dari akar, batang, daun dan buah. Infeksi 

pathogen ini dapat mengakibatkan kematian mencapai 50-100% (Khalid  

et al., 2015). Infeksi pathogen Fusarium sp. pada tanaman mampu 

mengakibatkan terhambatnya penyerapan dan penyebaran air ke seluruh 

bagian tanaman, hingga menyebabkan kondisi kekurangan air pada 

tanaman (Agustrina et al., 2020). 

 

Berdasarkan klasifikasi taksonomi, menurut Ya’nur (2017) 

sistem taksonomi jamur Fusarium sp. dapat diklasifikasikan sebagai 

berikut. 

Kingdom : Fungi 

Phylum  : Ascomycota 

Class  : Sordariomycetes 
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Order  : Hypocreales 

Family  : Netriacceae 

Genus  : Fusarium 

Species  : Fusarium sp. 

 

2.5 Bakteri Bacillus sp. 

Bacillus sp. merupakan jenis bakteri gram positif berbentuk basil (batang) 

yang dapat membentuk endospora. Pada media agar, koloni bakteri 

Bacillus sp. berbentuk bulat sedang, tepi tidak teratur, dan berwarna 

kecoklatan. Bacillus sp. berukuran panjang berkisar 0,5- 2,5 μm dan lebar 

1,2 – 10 μm. Bacillus sp. mampu hidup dengan kondisi ada maupun tidak 

ada oksigen sehingga disebut sebagai mikroorganisme anaerobik fakultatif 

(Napitupulu et al., 2019) 

Menurut Shu & Yang (2017) Bacillus sp. merupakan genus bakteri dari 

family Bacillaceae, termasuk dalam division Firmucutes, memiliki lebih 

dari 200 species yang teridentifikasi. Hasil uji pewarnaan Gram 

menunjukan Bacillus sp. merupakan bakteri Gram positif karena bakteri 

tersebut berwarna ungu setelah dilakukan pewarnaan Gram. Warna ungu 

yang dihasilkan tersebut karena dinding sel Bacillus sp. mampu 

mempertahankan zat warna kristal violet (Aini et al., 2013). 

   

Gambar 8. Hasil pengecatan Gram bakteri Bacillus sp. (Gram positif) (a) 
perbesaran mikroskop 1000x; (b) zoom dengan ukuran 5,56 cm 
x 7,16 cm (Dokumentasi pribadi). 

a b 
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Menurut Whitman et al. (2009) (Sumardi et al., 2018) bakteri Bacillus sp. 

dapat diklasifikasikan sebagai berikut : 

Kingdom : Bacteria 

Phylum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Order  : Bacillales 

Family  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus 

Species  : Bacillus sp. 
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III. METODE PENELITIAN 

 
 
3.1 Waktu dan Tempat 

 
Penelitian akan dilaksanakan pada bulan Desember – Maret 2023. Uji pH, 

TDS, TS dan fitokimia dilaksanakan di Laboratorium Botani Jurusan 

Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Lampung. Analisis gugus fungsi senyawa kimia ekoenzim menggunakan 

alat FTIR dilaksanakan di Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi 

Teknologi (LTSIT) Universitas Lampung. Uji in vitro, deteksi pelarut 

fosfat ekoenzim, deteksi siderofor ekoenzim dan uji aktivitas ekoenzim 

penghasil hormon IAA dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi 

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung. 

 

3.2 Bahan dan Alat 

 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kulit pisang kepok 

manado (Musa paradisiaca var. formatypica) muda, molase, isolat bakteri 

Xanthomonas campestris, bakteri Bacillus sp. dan isolat jamur Fusarium 

sp. Kulit pisang kepok muda diperoleh dari Desa Sabah Balau, Tanjung 

Bintang, Lampung. Pisang kepok manado muda memiliki kulit yang cukup 

tebal dengan warna hijau kekuningan. Molase diperoleh dari toko 

pertanian di Kecamatan Natar. Isolat bakteri Xanthomonas campestris 

diperoleh dari InaCC LIPI (B1449) dan isolat jamur Fusarium sp. 

diperoleh dari tanaman pisang PT. Great Giant Pineapple (PT. GGP) 

Terbanggi Besar, Lampung Tengah, isolat bakteri Bacillus sp. diperoleh 

dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Lampung. 
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Bahan-bahan lainnya yang digunakan yaitu aquades steril sebagai cairan 

pengenceran jamur uji dan digunakan sebagai bahan uji senyawa saponin, 

aquades sebagai cairan pembuatan media NA (Nutrient agar), PDA 

(Potato Dextrose Agar) untuk melarutkan bubuk pH buffer dalam 

mengkalibrasi pH, dan sebagai cairan dalam menentukan konsentrasi 

ekoenzim, alkohol sebagai disinfektan, NA sebagai media pertumbuhan 

bakteri, PDA sebagai media pertumbuhan jamur, ekstrak buncis 

digunakan sebagai campuran media PDA, NaCl fisiologis sebagai bahan 

pengenceran suspensi bakteri. serbuk magnesium (Mg) dan larutan HCl 

sebagai bahan uji senyawa flavonoid, pereaksi Dragendorff sebagai bahan 

uji senyawa alkaloid, larutan FeCl3 sebagai bahan uji senyawa tanin, HCl 

2N sebagai bahan uji senyawa saponin, pereaksi Liebermann-Burchard 

sebagai bahan uji terpenoid, bubuk pH buffer 6,86 dan bubuk pH buffer 

4,01 sebagai bahan untuk kalibrasi pH meter, kertas saring sebagai cakram 

pada uji in vitro, antibiotik kloramfenikol sebagai kontrol positif uji daya 

hambat bakteri, ketokanazol dengan merk Solinfec sebagai kontrol positif 

uji daya hambat jamur, media Pikovskaya agar sebagai media pendeteksi 

mikroba penghasil fosfat, media simple double-layered chrome azurol 

shulponate agar (SD-CASA) untuk mendeteksi mikroba penghasil 

siderofor, media trypticase soy broth (TSB) sebagai media pertumbuhan 

mikroba untuk mendekteksi mikroba penghasil hormone IAA, L-tryptofan 

sebagai prekursor sintesis hormon IAA, reagen Salkowski untuk 

mendeteksi mikroba penghasil hormon IAA, kasa, alumunium foil, kapas, 

tissue dan cotton swab steril (Onemed). 

 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu batang pengaduk, 

timbangan analitik (U.S solid), beaker glass (Pyrex), corong, tabung reaksi 

(Pyrex), pipet tetes, pipet volume, mikro pipet, mikrotip  

(Onemed), Erlenmeyer (Pyrex), jarum ose, ose bulat, gelas ukur (Pyrex), 

incubator (Heraeus), autoclave (ALP KT-30LDP), laminar air flow, 

waterbath, desikator, bunsen, corong plastik, vortex mixer, BSC 

(biological safety cabinet), pH meter (Meditech) TDS meter (Meditech), 
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oven (Heracus), hot plate, sttirer, jangka sorong, haemocytometer (Weber 

Scientific International (WSI)), fourier transform infra red (FTIR) 

(Shimadzu corp), kamera HP. 

 
 
3.3 Rancangan Penelitian 

 
Penelitian ini terdiri dari dua bagian yaitu penelitian observasi dan 

eksperimen. Penelitian observasi dilakukan untuk mengetahui sifat kimia 

dan kandungan fitokimia ekoenzim. Sifat kimia yang diamati adalah: pH, 

TDS (Total dissolved solid), dan TS (Total solid), dan uji menggunakan 

alat FTIR untuk mengetahui gugus fungsi senyawa yang terdapat dalam 

larutan ekoenzim, deteksi kandungan fosfat, deteksi kandungan siderofor 

dan uji IAA ekoenzim. Kandungan fitokimia ekoenzim yang di uji adalah 

keberadaan senyawa aktif flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan 

terpenoid.   

 

Tabel 1. Uji Perlakuan Daya Hambat Antibakteri dan Antijamur Ekoenzim 

Pathogen 
Ekoenzim Kontrol 

25% 50% 75% Positif (+) Negatif (-) 

Bakteri (X) E 25X E 50X E 75X (X) + 

Kloramfenikol  

(X) + Aquadest 

Jamur (F) E 25F E 50F E 75F (F) + 

Ketokanazol 

(F) + Aquadest 

Bakteri (B) E 25B E 50B E75B (B) + 

Kloramfenicol 

(B) + Aquadest 

X = Xanthomonas campestris; F = Fusarium sp.; B = Bacillus sp. 
 

Penelitian eksperimen dilakukan untuk uji in vitro ekoenzim sebagai 

antibakteri dan antijamur menggunakan Rancangan Acak Kelompok 

(RAK) satu faktor yaitu konsentrasi ekoenzim 25%, 50%, 75%, antibiotik 

kloramfenikol sebagai kontrol positif uji hambat bakteri, ketokanazol 

sebagai kontrol positif uji hambat jamur, dan aquadest sebagai kontrol 

negatif uji hambat bakteri dan jamur. Mikroba uji yaitu isolat bakteri 
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Xanthomonas campestris, Bacillus sp. dan isolat jamur Fusarium sp. 

Setiap unit perlakuan diulang 4 kali. Unit perlakuan dapat dilihat pada 

Tabel 1.  
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3.4 Diagram Alir Penelitian 

 
Tahapan penelitian Karakter Biokimia Ekoenzim dari Kulit Pisang Kepok 

Manado (Musa paradisiaca var. formatypica) Muda dan Daya Hambatnya 

pada Fusarium sp. dan Xanthomonas campestris dapat dilihat pada 

Gambar 9. 

 

Gambar 9.   Diagram Alir Uji Karakter Biokimia Ekoenzim dari Kulit 
Pisang Kepok Manado (Musa paradisiaca var. formatypica) 
Muda dan Daya Hambatnya pada Bakteri Xanthomonas 
campestris., Bacillus sp. dan Jamur Fusarium sp. 
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Tahapan pengujian sifat biologi dan kimia ekoenzim berbahan dasar kulit pisang 
kepok manado muda dapat dilihat pada Gambar 10 di bawah ini. 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 10. Tahapan pengujian sifat biologi dan kimia ekoenzim berbahan 

dasar kulit pisang kepok manado muda 
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3.4.1 Pembuatan Ekoenzim 

 

Gambar 11. Perbandingan Larutan (a) akuades; (b) ekstrak kulit pisang 
kepok manado muda; (c) ekoenzim berbahan dasar kulit pisang 
kepok manado muda usia 3 bulan (sekitar 96 hari); (d) 
ekoenzim berbahan dasar kulit pisang kepok manado muda 
usia 14 hari (Dokumentasi pribadi). 

 
Kulit pisang kepok manado muda dicuci bersih, kemudian dipotong kecil-

kecil dengan ukuran sekitar 2x2 cm. Potongan kulit pisang dimasukan ke 

wadah plastik dicampur dengan molase dan air dengan perbandingan (kulit 

pisang kepok manado muda : molase : air = 3:1:10) yaitu sebanyak 900 g 

kulit pisang : 300 mL molase : 3000 mL air. Wadah plastik ditutup rapat 

dan disimpan di tempat yang terlindung dari sinar matahari langsung. 

Proses fermentasi selama 3 bulan. Selama proses fermentasi akan 

dihasilkan gas. Tutup wadah plastik sewaktu-waktu harus dibuka untuk 

mengeluarkan gas. Setelah 3 bulan, fermentasi kulit pisang disaring untuk 

memisahkan filtrat dari endapan yang kemudian akan disebut ekoenzim. 

Kemudian ekoenzim disimpan pada wadah bersih sampai siap untuk 

dianalisis kandungan fitokimia, sifat biokimia dan aktivitas antibakteri dan 

antijamurnya (Ramadani et al., 2019). 

 

3.4.2 Peremajaan Mikroba 

Peremajaan mikroba dilakukan untuk mendapatkan biakan mikroba yang 

akan digunakan pada uji in vitro antijamur dan antibakteri larutan 

ekoenzim. 

a b c d 
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Peremajaan Xanthomonas campestris dan Bacillus sp. 

Media nutrien agar (NA) digunakan sebagai media untuk peremajaan 

bakteri Xanthomonas campestris dan Bacillus sp. yang akan diujikan pada 

aktivitas antibakteri ekoenzim. Media NA dibuat dengan melarutkan 20 

gram NA dalam beaker glass 1000 mL aquadest. Larutan NA dipanaskan 

di atas hot plate hingga homogen. Selanjutnya media NA disterilkan dalam 

autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm. Media NA 

yang sudah steril dituang ke dalam cawan Petri masing-masing sebanyak 

10 mL dan dibiarkan hingga memadat (Pratiwi et al., 2015). 

 

Peremajaan dan perbanyakan stok bakteri dilakukan dengan cara 

menginokulasikan masing-masing 1 ose biakan murni Xanthomonas 

campestris dan Bacillus sp. pada media NA dalam cawan Petri secara 

steril dalam enkas. Perbanyakan stok bakteri pada media NA dalam cawan 

Petri dilakukan dengan teknik cawan gores, kemudian diinkubasi selama 

24 jam di dalam inkubator. Setelah 24 jam bakteri dimasukan ke dalam 

kulkas untuk menghambat pertumbuhan bakteri sementara sampai bakteri 

digunakan untuk pengujian. 

 

Peremajaan Fusarium sp. 

Media Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan sebagai media untuk 

peremajaan jamur Fusarium sp. yang akan diujikan pada aktivitas 

antijamur ekoenzim. Media PDA dibuat dengan melarutkan 4,8 gram agar 

dalam beaker glass berisi aquades. Media PDA dipanaskan di atas hot 

plate hingga homogen. Media disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit 

pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm. Media kemudian dituang ke dalam 

cawan Petri masing-masing sebanyak 10 mL, dan dibiarkan hingga 

memadat. 

 

Peremajaan dan perbanyakan biakan murni jamur Fusarium sp. dilakukan 

dengan cara menginokulasi miselium jamur menggunakan jarum ose 

secara aseptis pada laminar air flow. Isolat jamur diinokulasikan dengan 
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cara dititik pada media PDA dalam cawan Petri dan kemudian diinkubasi 

selama 5-7 hari pada suhu ruang.  

 

3.4.3 Uji Sifat kimia, Fitokimia, In Vitro Antibakteri dan Antijamur 

Ekoenzim 

 
3.4.3.1 Uji Sifat kimia 

Sifat kimia yang akan diuji adalah, pH, Total solid (TS), Total dissolved 

solid (TDS), analisis gugus fungsi ekoenzim menggunakan alat Fourier-

transform Infrared Spectroscopy (FTIR), dan uji fitokimia kandungan 

ekoenzim.  

 

Pengukuran pH  

Pengukuran pH ekoenzim diawali dengan mengkalibrasi pH meter 

menggunakan larutan pH buffer 4, 7, dan 10 dengan mengikuti prosedur. 

Sebelum digunakan untuk mengukur pH ekoenzim, elektroda pH meter 

yang telah dikalibrasi dibilas terlebih dahulu dengan aquades kemudian 

dikeringkan dengan tisu. Langkah ujinya dengan mencelupkan elektroda 

pH meter ke dalam larutan ekoenzim 150 mL, tunggu beberapa saat dan 

lihat hasil nilai pH nya pada layar pH meter.  

 

Gambar 12. Alat ukur pH Meter (Dokumentasi Pribadi). 

 

Penentuan Kadar TS (Total Solid) 

Total Padatan (Total Solid/TS) adalah seluruh bahan yang terdapat dalam 

larutan ekoenzim setelah dipanaskan pada suhu 103 – 105 °C dalam oven 

selama 1 jam. TS bahan yang tertinggal merupakan residu akibat proses 

pH buffer 

On/off 

Screwdriver 
for calibration 

screen 
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evaporasi seluruh larutan ekoenzim. Pengukuran TS ekoenzim dilakukan 

dengan memasukan 10 mL larutan ekoenzim ke dalam cawan porcelain 

yang telah diketahui beratnya. Cawan yang telah diisi ekoenzim ditimbang 

kembali beratnya. Ekoenzim dalam cawan kemudian diuapkan dengan 

menempatkan cawan berisi ekoenzim di atas waterbath hingga kering. 

Setelah kering, cawan Petri yang berisi TS ekoenzim di masukan ke dalam 

oven dan dipanaskan pada suhu 105 °C selama 1 jam. Setelah cawan Petri 

didiamkan selama 30 menit kemudian ditimbang sampai beratnya konstan 

menggunakan timbangan analitik dan catat beratnya. 

 

Menurut metode standar APHA, rumus kandungan total solid dapat   

dilihat pada persamaan di bawah ini standar APHA dalam (Darwin et al., 

2018) 

 

 TS= (W3-W1)
(W2-W1)

 X 100%  

Keterangan :  

TS : Total Solid 

W1 : Berat cawan 

W2 : Berat cawan dan berat sampel 

W3 : Berat cawan dan berat sampel setelah dioven 

Penentuan Kadar Total Dissolved Solid (TDS) 

Penentuan kadar Total Dissolved Solid (TDS) larutan ekoenzim dilakukan 

menggunakan TDS meter. Tahap pertama dengan mengkalibrasi elektroda 

TDS meter menggunakan aquades. Tahap kedua dengan mencelupkan 

TDS meter ke dalam 150 mL sampel ekoenzim kurang lebih 5 cm dari 

permukaan ekoenzim, lihat hasil yang tertera pada layar TDS meter dan 

dicatat. 
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Gambar 13. Alat ukur TDS Meter (Dokumentasi Pribadi). 

 

Identifikasi Gugus Fungsi Ekoenzim menggunakan Fourier-transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) 

Spektroskopi FTIR merupakan spektroskopi inframerah yang dilengkapi 

dengan transformasi fourier untuk deteksi dan analisis hasil spektrum. 

Alat ini digunakan untuk menganalisis frekuensi dalam sinyal gabungan 

untuk menentukan gugus fungsional. Spektroskopi FTIR digunakan 

dengan mengamati interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik 

(Siregar et al., 2015). Pada penelitian ini spektroskopi FTIR digunakan 

dengan tujuan menganalisis gugus fungsi secara kualitatif yang terkandung 

pada larutan ekoenzim. Analisis senyawa pada ekoenzim dilakukan 

dengan melihat puncak-puncak spesifik yang menunjukan jenis gugus 

fungsional pada sampel ekoenzim. Identifikasi menggunakan 

spektrofotometer FTIR pada rentang bilangan gelombang 4000-500 cm-1. 

 

 

Gambar 14. Alat Fourier-transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
(Suwarno et al., 2020). 
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Fitokimia 

Uji fitokimia dimaksudkan untuk mengetahui keberadaan senyawa aktif  di 

dalam ekoenzim. Senyawa-senyawa aktif yang akan di uji dan cara 

pengujiannya dapat dilihat pada Tabel 2.  

 

Tabel 2. Pengujian fitokimia menggunakan beberapa acuan referensi 
sebagai berikut 

Bahan Reagen Uji Positif 
 
 
 
 
 
Ekoenzim 
berbahan 
dasar 
pisang 
kepok 
manado 
muda 

• 2 mg serbuk 
magnesium (Mg) 

• 3 tetes HCl 37% 

Uji Flavonoid Terbentuknya warna 
kuning, jingga atau merah 
(Iskandar et al., 2020).   
 

• 5 tetes pereaksi 
Dragendorff 

Uji Alkaloid Terbentuknya warna orange 
pada sampel (Kartika et al., 
2022). 
 

• 5 tetes reagen FeCl3 
1% 

Uji Tanin Terbentuknya warna biru-
hitam atau hijau-hitam 
(Halimu et al., 2017). 
 

• 10 tetes aquades 
• 1 tetes HCl 2N 

Uji Saponin Terbentuknya buih yang 
stabil selama 30 menit dan 
tidak hilang dengan 
penambahan 1 tetes HCl 2N 
(Susanti et al., 2021). 
 

• Pereaksi Liebermann-
Burchard 

Uji Terpenoid Terbentuknya cincin coklat 
atau violet (Lumowa et al., 
2018). 

 

 

Identifikasi Flavonoid 

Identifikasi senyawa flavonoid dilakukan dengan memasukan sebanyak 1 

mL ekoenzim kemudian ditambahkan 2 mg serbuk magnesium (Mg) dan 3 

tetes HCl 37%. Adanya senyawa flavonoid ditandai dengan terbentuknya 

warna kuning, jingga, merah akibat reduksi inti benzopiron pada struktur 

flavonoid oleh asam klorida dan magnesium sehingga terbentuk garam 

flavilium yang berwarna kuning, jingga hingga merah (Iskandar et al., 

2020). 
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Identifikasi Alkaloid 

Identifikasi senyawa alkaloid dilakukan dengan memasukan sebanyak 1 

mL ekoenzim ke dalam tabung reaksi kemudian direaksikan dengan 5 tetes 

pereaksi Dragendorff yang tersusun atas kalium iodida, bismut sub nitrat 

dan asam asetat glasial. Adanya senyawa alkaloid ditunjukkan dengan 

terbentuknya warna orange pada sampel (Kartika et al., 2022). Menurut 

Sangi et al. (2012) perubahan warna tersebut karena terjadinya reaksi 

antara alkaloid dan kalium tetraiodobismutat (III). 

 

Identifikasi Tanin 

Identifikasi senyawa tanin dilakukan dengan memasukan sebanyak 1 mL 

ekoenzim ke dalam tabung reaksi kemudian direaksikan dengan 5 tetes 

reagen FeCl3 1%. Adanya senyawa tanin ditunjukkan dengan terbentuknya 

warna biru-hitam atau hijau-hitam yang diakibatkan terbentuknya senyawa 

kompleks antara logam Fe dan tanin (Halimu et al., 2017) 

 

Identifikasi Saponin 

Identifikasi senyawa saponin dilakukan dengan meneteskan sebanyak 10 

tetes aquades panas yang sudah berisi 1 mL ekoenzim ke dalam tabung 

reaksi. Adanya senyawa saponin ditunjukkan dengan terbentuknya buih 

yang stabil selama 30 menit dan tidak hilang dengan penambahan 1 tetes 

HCl 2N (Susanti et al., 2021). Buih yang terbentuk diakibatkan saponin 

memiliki gugus hidrofob dan hidrofil yang dapat bertindak sebagai 

permukaan aktif dalam pembentukan busa (Putrinesia et al., 2018). 

 

Identifikasi Terpenoid  

Uji terpenoid dilakukan dengan meneteskan sebanyak 2 mL larutan 

ekoenzim ditambahkan dengan pereaksi Liebermann-Burchard. Pereaksi 

Liebermann-Burchard dibuat dengan asam asetat anhidrat didinginkan 

selama 30 menit kemudian asam asetat anhidrat ditambahkan dengan asam 

sulfat pekat dengan perbandingan 10:1 (Lumowa et al., 2018). Adanya 

perubahan warna membentuk cincin coklat atau violet akibat reaksi antara 
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senyawa terpenoid dan Pereaksi Liebermann-Burchard menunjukkan 

adanya kandungan terpenoid pada larutan ekoenzim (Aulyawati & 

Suryani, 2021). 

 
 

3.4.3.2 Uji Sifat Biologi 

Sifat biologi pada ekoenzim yang akan diuji yaitu deteksi mikroba pelarut 

fosfat, deteksi mikroba penghasil siderofor, deteksi mikroba panghasil 

hormon IAA pada ekoenzim, dan perhitungan kepadatan jamur dan bakteri 

ekoenzim. 

 

Deteksi Bakteri Pelarut Fosfat pada Ekoenzim dengan Media 

Pikovskaya  

Pembuatan media Pikovskaya agar sebagai media isolasi mikroba pelarut 

fosfat dilakukan dengan mencampurkan glukosa 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; 

(NH4)2SO4 0,5 g; NaCl 0,2 g; MgSO47H2 0,1 g; yeast ekstrak 0,5 g; KCl 

0,2 g; MnSO47H2 0,002 g; FeSO4 7H2O 0,002 g. Semua bahan 

dilarutkan dalam 1 L aquades dan dihomogenkan. Pembuatan Pikovskaya 

padat dilakukan dengan penambahan agar sebanyak 15 g (Mubarak et al., 

2014). 

pH media Pikovskaya diatur pada skala 7 dengan menambahkan HCl atau 

NaOH. Sampel ekoenzim disentrifuge dan terpisah antara endapan dan 

supernathan. Endapan yang diperoleh dijadikan sebagai suspensi. Endapan 

sebanyak 1 gram dimasukan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL 

larutan natrium chloride (0,85%) steril dan dilakukan pengenceran. Hasil 

pengenceran diinokulasikan pada media Pikovskaya agar menggunakan 

teknik cawan sebar (spread plate method) dan diinkubasi pada suhu 30 °C 

selama 72 jam (Deviko et al., 2021). 

Zona bening yang terdapat disekitar koloni bakteri menandakan bahwa 

ekoenzim mengandung mikroba pelarut fosfat. 
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Deteksi Siderofor yang Dihasilkan oleh Bakteri pada Ekoenzim 

 
Pengujian penghasil siderofor dilakukan berdasarkan metode Shin et al., 

(2001), dengan menggunakan medium simple double-layered chrome 

azurol shulponate agar (SD-CASA). Medium ini dibuat dengan cara 60,5 

mg chrome azurol s (CAS) dilarutkan dalam 50 mL aquades dan dicampur 

dengan 10 mL larutan besi (III) (1 mmol/L FeCl3.6H2O dan 10 mmol/L 

HCl) dihomogenkan. Larutan tersebut ditambah perlahan 36.45 mg 

HDTMA yang dilarutkan ke dalam 20 mL aquades. Hasil larutan yang 

berwarna biru gelap dilarutkan dengan 1000 mL aquades, dengan 20 g 

agar sebagai pemadat. Kemudian di autoklaf selama 15 menit pada suhu 

121°C. Cawan Petri berdiameter 9 cm disiapkan untuk plate agar (CASA) 

sebanyak 10 mL sebagai dasar plate. Setelah memadat dilapisi dengan 

media NA sebanyak 6 mL dan diinkubasi semalam pada suhu 32°C 

(Lestari et al., 2017). 

Untuk mendeteksi siderofor digunakan paper-disc. Paper-disc steril 

berdiameter 5 mm diletakan pada plate agar yang telah diinkubasi selama 

1 malam secara aseptik. Larutan ekoenzim sebanyak 10 μL diteteskan 

pada paper-disc. Variable yang diamati yaitu terbentuknya zona orange 

dan merah muda/ungu pada medium yang semula berwarna biru (Lestari  

et al., 2017). 

Deteksi Kemampuan Mikroba Penghasil Hormon Indole Acetic Acid 

(IAA) 

Uji kualitatif IAA dapat dilakukan dengan metode kolorimetri 

menggunakan reagen Salkowski (Tangapo, 2020). Ekoenzim sebanyak 1 

mL di inokulasikan pada media tryptic soy broth (TSB) + L-tryptofan 200 

ppm dan diinkubasi selama 72 jam kemudian disentrifuge. Supernathan 

yang terbentuk di reaksikan dengan reagen Salkowski dengan cara 

diteteskan sebanyak 2 mL. Reagen Salkowski tersusun dari FeCl3 dan 

HCl.O4. Setelah di teteskan reagen kemudian diinkubasi selama 30 menit 

dalam ruang gelap. Perubahan warna yang terjadi diamati, hasil positif 
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ditandai dengan perubahan warna media menjadi kemerahan hingga merah 

(Kholida et al., 2015). 

 

3.4.3.3 Uji In Vitro Antimikroba dan Antijamur Ekoenzim 

Uji antibakteri dan antijamur larutan ekoenzim berbahan kulit buah 

pisang kepok manado muda dilakukan dengan beberapa tahapan sebagai 

berikut: 

 
 
3.4.3.3.1 Membuat Suspensi Xanthomonas campestris 

 
Isolat Xanthomonas campestris yang diperoleh dari peremajaan 

bakteri dimasukan menggunakan ose ke tabung reaksi yang telah 

berisi 10 mL NaCl fisiologis. Kemudian di vortex hingga suspensi 

bakteri homogen. Kekeruhan dari bakteri dapat dibandingkan 

dengan standar McFarland. Standar kekeruhan McFarland 

dijadikan sebagai pengganti perhitungan mikroba satu persatu 

(Astrisetya, 2017). Larutan McFarland dibuat dengan 

mencampurkan larutan H2SO4 0,36 N sebanyak 99,5 mL 

dicampurkan dengan larutan BaCl2.2H2O 1,175% sebanyak 0,5 mL 

dalam Erlenmeyer. Kemudian dikocok hingga membentuk larutan 

keruh. Kekeruhan tersebut digunakan sebagai standar kekeruhan 

suspensi bakteri (Aviany & Pujiyanto, 2020). 

 

Kekeruhan pada suspensi koloni uji distandarisasi dengan standar 

0,5 McFarland (sekitar 1,5 x 108 CFU/mL). Jika kekeruhan masih 

belum sama, dapat ditambahkan NaCl fisiologis atau bakteri 

Xanthomonas campestris hingga diperoleh suspensi bakteri dengan 

tingkat kekeruhan 1,5 x 108 CFU/mL (Nurhayati et al., 2020). 

Standar McFarland digunakan sebagai referensi untuk 

menyesuaikan kekeruhan bakteri suspensi sehingga jumlah bakteri 

dalam kisaran yang diberikan untuk membakukan mikroba 

pengujian (Yanti, 2020). 
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3.4.3.3.2 Membuat Suspensi Bacillus sp. 

 
Isolat Bacillus sp. yang hasil peremajaan bakteri selama 24 jam 

dimasukan menggunakan ose ke tabung reaksi yang telah berisi 10 

mL NaCl fisiologis, kemudian di vortex hingga suspensi bakteri 

homogen. Kekeruhan suspensi bakteri kemudian dibandingkan 

dengan standar McFarland 0,5. Standar kekeruhan McFarland 0,5 

dijadikan sebagai standar yang umum digunakan dalam skala 

laboratorium yang setara dengan perkiraan suspensi 1,5 x 108 

CFU/mL pengganti perhitungan mikroba satu persatu (Nurhayati   

et al., 2020). 

 

Kekeruhan suspensi koloni uji distandarisasi dengan standar 0,5 

McFarland (sekitar 1,5 x 108 CFU/mL). Jika kekeruhan masih 

belum sama, kedalam larutan suspensi ditambahkan NaCl 

fisiologis atau bakteri Bacillus sp. hingga diperoleh suspensi 

bakteri dengan tingkat kekeruhan 1,5 x 108 CFU/mL (Nurhayati   

et al., 2020). 

 
 
3.4.3.3.3 Membuat Starter Fusarium sp. 

 
Starter isolat jamur Fusarium sp. dibuat dengan cara mengambil 

isolat jamur sebanyak 1 ose dari hasil peremajaan Fusarium sp. 

yang telah dibuat selanjutnya dilarutkan ke dalam 20 mL garam 

fisiologis steril (Nur et al., 2017). 

 

Membuat Konsentrasi Larutan Ekoenzim yang akan diujikan  

Uji in vitro antijamur dan antibakteri ekoenzim akan menggunakan 

tiga konsentrasi ekoenzim yaitu 25%, 50% dan 75% dengan cara 

mencampurkan ekoenzim kemudian di vortex hingga larutan 

homogen. Menurut Kumar et al. (2020), ekoenzim campuran dari 

limbah kulit pepaya dan jeruk konsentrasi 50% efektif untuk 
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menghambat pertumbuhan bakteri patogen Enterococcus faecalis 

(Gram positif). Menurut Handayani et al. (2020), perbandingan 

ekoenzim yang akan digunakan dalam uji in vitro dapat dilihat 

pada (Tabel 3).  

 

Tabel 3. Penentuan konsentrasi larutan ekoenzim dibuat dengan 
campuran larutan ekoenzim (X) di dalam pelarut 
aquadest (Y). 

Konsentrasi Ekoenzim (X) Aquadest (Y) 

25% 2,5 mL 7,5 mL 

50% 5 mL 5 mL 

75% 7,5 mL 2,5 mL 

 

Membuat Kontrol Positif dan Negatif 

Konrol positif daya hambat bakteri dibuat dari sediaan kapsul 

kloramfenikol 250 mg. kapsul dibuka cangkangnya kemudian 

ditimbang serbuk dalam kapsul sebanyak 30 mg. Serbuk dilarutkan 

dalam 5 mL akuades untuk memperoleh larutan stock 

kloramfenikol 250 μg/50 μL (Kumayas et al., 2015). Kontrol 

positif uji daya hambat jamur dibuat dengan sediaan ketokonazol 

50 mg dilarutkan dengan 10 mL aquadest sehingga diperoleh 

konsentrasi 50 μg/10 μL. Kontrol negatif dibuat dengan 

menggunakan 5 mL aquades.  

 

3.4.3.3.4 Uji Antijamur dan Antibakteri Ekoenzim 

 
Pengujian antibakteri dan antijamur ekoenzim dilakukan 

menggunakan metode difusi. Prinsip kerjanya adalah dengan 

menginfiltrasikan larutan ekoenzim dari kertas cakram ke dalam 

media diinokulasi dengan mikroba uji (Balouiri et al., 2016). 

Kertas cakram adalah silinder berkuran diameter 5 mm dari kertas 

saring steril. Kertas cakram kemudian ditetesi larutan ekoenzim 

dengan konsentrasi sesuai perlakuan (Tabel 3). 
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3.4.3.3.5 Uji Antibakteri Ekoenzim 

 
Kertas cakram steril yang sudah ditetesi larutan ekoenzim dengan 

konsentrasi sesuai perlakukan diletakkan pada permukaan media 

nutrient agar (NA) dengan menggunakan pinset pada cawan yang 

telah diinokulasi dengan suspensi bakteri dengan kepadatan 1,5 x 

108 CFU/mL. Setiap cawan berisi 3 buah kertas cakram dengan 

masing-masing konsentrasi diletakkan dengan jarak antar cakram 3 

cm dan jarak cakram dari tepi cawan sebesar 2 cm. Satu cawan 

dipisahkan dengan berisi cakram yang telah direndam 

kloramfenikol sebagai kontrol positif dan cakram aquadest sebagai 

kontrol negatif. 

 

Bakteri yang diinokulasikan pada cawan Petri diambil dari 

suspensi bakteri dengan kepadatan 1,5 x 108 CFU dalam tabung 

reaksi sesuai dengan perbandingan standar McFarland dengan cara 

mengambil sebanyak 100 mikron bakteri ke cawan berisi media 

NA. Suspensi diteteskan kemudian diratakan menggukan cotton 

swab steril ke seluruh permukaan media sampai inokulum merata. 

Biarkan inokulum mengering selama beberapa menit pada suhu 

ruang dengan cawan tertutup. Cawan Petri yang telah diinokulasi 

bakteri dan berisi kertas cakram yang mengandung larutan 

ekoenzim kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

Zona jenih di sekitar kertas cakram yang terbentuk setelah inkubasi 

diukur dengan menggunakan jangka sorong dengan satuan 

milimeter (mm). 

 

 

3.4.3.3.6 Uji Antijamur Ekoenzim 

 
Uji daya hambat ekoenzim terhadap Fusarium sp. pada penelitian 

dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram (Nur et al., 
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2017). Starter Fusarium sp. sebanyak 1 mL dimasukan ke dalam 

media PDA 5 mL. Tunggu hingga media pekat. Kertas cakram 

direndam dalam ekoenzim selama 15 menit dengan konsentrasi 

25%, 50% dan 75%. Kertas cakram yang sudah direndam diletakan 

di atas permukaan media menggunakan pinset steril dan di tekan 

sedikit. Satu cawan dipisahkan dengan berisi cakram yang telah 

direndam ketokanazol sebagai kontrol positif dan cakram aquadest 

sebagai kontrol negatif. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 2 x 24 jam di dalam box container pada suhu ruang (Nur   

et al., 2017). Diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar 

kertas cakram diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan 

milimeter (mm). 

 
3.4.3.3.7 Perhitungan Zona Hambat yang Terbentuk 

 
Zona hambat diukur dengan mengambil dua garis yang saling 

tegak lurus melalui titik pusat cakram. Diameter zona hambat 

horizontal, untuk garis pertama, garis kedua diameter zona hambat 

vertikal dan ketiga diameter kertas cakram. Jumlah diameter garis 

pertama dikurangi diameter ketiga ditambahkan dengan jumlah 

diameter garis kedua yang dikurangi diameter ketiga. Kedua hasil 

diameter garis tersebut dibagi dua, maka akan diperoleh diameter 

zona hambat (Andries et al., 2014).  

 

 
Gambar 15. Ilustrasi perhitungan diameter zona hambat bakteri 

(Andries et al., 2014). 
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Diameter zona hambat dapat dikategorikan kekuatannya 

berdasarkan Greenwood (2000) : kuat (zona hambat >20mm), 

sedang (zona hambat 10 – 15 mm) dan tidak ada (zona hambat <10 

mm) (Alfath et al., 2013). 

 

L =
(D1 - D3) + (D2 - D3)

2  

 

Keterangan : 

D = Diameter zona hambat 

D1  = Diameter zona hambat horizontal 

D2 = Diameter zona hambat vertikal 

D3 = Diameter kertas cakram 

 

3.5 Analisis Data 

 
Data hasil uji aktivitas daya hambat ekoenzim dianalisis dengan 

menggunakan aplikasi SPSS versi 26, 2022 melalui One Way Anova 

kemudian melakukan uji lanjut Tukey dengan tujuan menentukan 

konsentrasi ekstrak yang paling efektif sebagai antibakteri dan antifungi 

dengan taraf a 5%. 

 



 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan 

sebagai berikut : 

1. ekoenzim berbahan dasar kulit pisang kepok manado muda memiliki 

karakter biologi yang efektif sebagai antibakteri, tetapi tidak efektif 

sebagai antifungi. Ekoenzim mengandung mikroorganisme yang 

mampu menghasilkan hormon IAA dan melarutkan fosfat. Parameter 

karakter kimia ekoenzim berbahan dasar kulit pisang kepok manado 

muda yang diperoleh meliputi pH asam antara 4,00 – 5,50, nilai TS dan 

TDS yang semakin tinggi dengan bertambahnya konsentrasi uji, serta 

mengandung senyawa fitokimia berupa flavonoid, tanin dan saponin, 

hal tersebut diperkuat dengan hasil spektrum IR yang menunjukan 

adanya kemiripan dengan gugus fungsi pada senyawa tersebut 

berdasarkan puncak-puncak yang terbentuk. 

2. ekoenzim berbahan dasar kulit pisang kepok manado muda dengan 

konsentrasi 50% dan 75% efektif dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Xanthomonas campestris dan Bacillus sp. namun tidak efektif 

dalam menghambat pertumbuhan jamur Fusarium sp.  

 

5.2 Saran 

 Adapun saran dari penelitian ini sebagai berikut : 

1. perlu dibuktikan kembali mengenai apakah bakteri Gram negatif lebih 

sensitive terhadap kandungan zat aktif yang terdapat dalam ekoenzim. 

2. Perlu dilakukan perhitungan bakteri dan jamur ekoenzim untuk 

mengetahui kepadatan mikroba. 
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