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ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF POLAR DODDER (Cuscuta sp.) EXTRACT AS
ANTIBACTERIAL TO Aeromonas hydrophila (Chester, 1901) AND
TOXICITY ON CATFISH Clarias gariepinus (Burchell, 1822) FRY

By

CHRISTA AFWANISA

Dodder (Cuscuta sp.) contains several active compounds that have potential as anti-
bacterial agents to treat disease in sangkuriang catfish (Clarias gariepinus). This
research aimed to analyze the bioactivity of dodder against Aeromonas hydrophila
bacteria and toxicity on sangkuriang catfish fry. Dodder extract (DE) was tested on
an in vitro scale against A. hydrophila bacteria with a disc diffusion procedure (in-
hibition zone) and then DE was tested for MIC with concentrations of 100 ppm,
300 ppm, 500 ppm, and 700 ppm. Next, DE continued toxicity tests on catfish fry
with a dose referring to the MIC test dose. The results obtained DE yield of
11.46%. The content of active compounds from the DE phytochemical test are ste-
roids, flavonoids, alkaloids, saponins, and tannins. The results of the GCMS test
showed that DE had dominant active compounds including 9-octadecenoic with a
retention area value of 10.38%, tetranitromethane with a retention area of 8.16%
and palmitic acid with a retention area of 4.37%. DE was able to inhibit A. hydro-
phila bacteria in the inhibition zone test from doses of 100 ppm to 700 ppm with
clear zone diameters of 9.82 mm and 10.60 mm. The MIC test results showed that
at a concentration of 12,5 ppm it was able to inhibit the growth of A. hydrophila
bacteria. The LCso value was at a concentration of 374.8646 ppm. Based on the re-
sults that had been obtained, it showed that DE has the potential to be used as an
antibacterial for A. hydrophila.

Keywords : Aeromonas hydrophila, , Cuscuta sp., Catfish, antibacterial test,
minimum inhibitory concentration test



ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK POLAR TALI PUTRI (Cuscuta sp.) SEBAGAI
ANTIBAKTERI Aeromonas hydrophila (Chester, 1901) DAN
TOKSISITASNYA PADA BENIH IKAN LELE SANGKURIANG Clarias
gariepinus (Burchell, 1822)

Oleh

CHRISTA AFWANISA

Tumbuhan tali putri (Cuscuta sp.) mengandung beberapa senyawa aktif yang ber-
potensi sebagai antibakteri untuk menanggulangi penyakit pada ikan lele sangku-
riang (Clarias gariepinus). Penelitian ini bertujuan menganalisis bioaktivitas ter-
hadap bakteri A. hydrophila dan toksisitas terhadap benih ikan lele sangkuriang.
Ekstrak tali putri diuji skala in vitro terhadap bakteri A. hydrophila dengan prose-
dur difusi cakram (zona hambat) selanjutnya ETP diuji MIC dengan konsentrasi
100 ppm, 300 ppm, 500 ppm, dan 700 ppm. Selanjutnya ETP dilanjutkan uji tok-
sisitas pada benih ikan lele. Hasil penelitian didapatkan rendemen ETP sebesar
11,46%. Kandungan senyawa aktif dari uji fitokimia ETP adalah steroid, flavo-
noid, alkaloid, saponin, dan tanin. Hasil dari uji GCMS menunjukkan ETP me-
miliki senyawa aktif dominan antara lain 9-octadecenoic dengan nilai retention
area sebesar 10,38%, tetranitro-methane dengan retensi area 8,16% dan palmitic
acid dengan retensi area 4,37%. ETP mampu menghambat bakteri A. hydrophila
pada uji zona hambat dari dosis 100 ppm hingga 700 ppm dengan diameter zona
hambat sebesar 9,82 mm dan 10,60 mm. Hasil uji MIC menunjukkan bahwa pada
konsentrasi 12,5 ppm sudah mampu menghambat pertumbuhan bakteri A. hydro-
phila. Nilai LCso berada di konsentrasi 374,8646 ppm. Berdasarkan hasil yang te-
lah didapatkan, diketahui bahwa ETP memiliki potensi untuk digunakan sebagai
antibakteri A.hydrophila.

Kata Kunci : Aeromonas hydrophila, Cuscuta sp., ikan lele, uji toksisitas, uji mi-
nimum inhibitory concentration (MIC)
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ikan lele sangkuriang (Clarias gariepinus) merupakan salah satu komoditas peri-
kanan air tawar yang unggul di pasaran selain mujair, patin, nila, dan gurami
(Lingga & Kurniawan, 2013). Ikan lele memiliki keunggulan dibandingkan de-
ngan jenis ikan lain yaitu pertumbuhannya tergolong cepat, toleran terhadap kua-
litas air yang kurang baik, relatif tahan terhadap penyakit dan dapat dipelihara
hampir di semua wadah budi daya (Anis & Hariani, 2019). Berdasarkan data Ke-
menterian Kelautan dan Perikanan, produksi ikan lele pada tahun 2021 mencapai
1,06 juta ton, angka ini meningkat dari sebelumnya yaitu 1,03 juta ton pada tahun
2020 (KKP, 2021). Berdasarkan data tersebut dapat diketahui bahwa budi daya
ikan lele terus mengalami peningkatan setiap tahunnya. Akan tetapi dalam budi
daya ikan lele terdapat suatu kendala yang harus dihadapi, salah satunya adalah

penyakit yang dapat menurunkan produksi ikan lele (Zubaidah et al., 2021).

Penyakit ikan dapat didefinisikan sebagai segala sesuatu yang dapat menimbulkan
gangguan suatu fungsi atau struktur dari alat tubuh, baik secara langsung maupun
tidak langsung (Pasaribu & Djonu, 2021). Penyakit ikan umumnya disebabkan
oleh parasit, jamur, bakteri, dan virus. Salah satu bakteri yang menyerang ikan
lele adalah Aeromonas hydrophila yang dapat menyebabkan penyakit motile aero-
monas septicemia (MAS). Bakteri A. hydrophila merupakan mikroorganisme aku-
atik yang berada di perairan laut maupun perairan tawar. Bakteri tersebut bersifat

patogen oportunistik yang dapat menimbulkan penyakit bercak merah



pada ikan (Yogananth et al., 2009). Penyakit yang disebabkan oleh bakteri A. hyd-
rophila ini tergolong ganas, mudah menular, dan menimbulkan kematian. Menu-
rut Prayogi et al. (2016) bakteri A. hydrophila menjadi penyebab yang tinggi ter-
hadap kerugian budi daya ikan lele dengan prevalensi kasus infeksi sebesar 95%

pada ikan lele dumbo.

Sudah cukup banyak upaya yang dilakukan para pembudi daya untuk mencegah
dan mengobati penyakit MAS pada ikan lele, antara lain dengan vaksinasi, peng-
gunaan antibiotik dan pengobatan dengan bahan herbal yang mengandung senya-
wa flavonoid, alkaloid, dan tanin. Jenis — jenis tumbuhan tersebut antara lain pe-
paya (Carica papaya), daun sirih (Piper betle), bawang putih (Allium sativum)
dan lain lain. Salah satu bahan herbal yang mengandung senyawa flavonoid dan
potemsial sebagai antibakteri tumbuhan adalah tali putri (Cuscuta sp.).

Tali putri merupakan tumbuhan benalu yang hidup menempel dan menghisap ma-
kanan dari tumbuhan inangnya. Tumbuhan ini memiliki beberapa kandungan se-
nyawa aktif, antara lain saponin, steroid, tanin, alkaloid, dan flavonoid yang da-
pat digunakan sebagai senyawa antibakteri. Menurut Noorhamdani et al., (2010)
tali putri memiliki kandungan seyawa aktif berupa flavonoid. Flavonoid diketahui
dapat menghambat pelepasan histamin, antijamur, dan antibakteri (Ergina et al.,
2013). Sejauh ini belum ada kajian terkait ekstrak tali putri (ETP) untuk menang-
gulangi penyakit MAS pada ikan lele, maka perlu dikaji lebih lanjut lagi terkait

efektivitas tumbuhan tali putri untuk antibakteri.

1.2 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis bioaktivitas esktrak tali putri
terhadap bakteri A. hydrophila dan toksisitasnya terhadap benih ikan lele

sangkuriang (Clarias gariepinus).

1.3 Manfaat Penelitian
Diharapkan dapat diperoleh data yang akurat sehingga dapat memberikan infor-
masi bahwa ETP dapat digunakan sebagai salah satu alternatif pengobatan bakteri

A. hydrophila pada benih ikan lele sangkuriang (Clarias gariepinus).



1.4 Kerangka Pemikiran

Keberadaan bakteri A. hydrophila dapat menyebabkan efek mematikan dan
konsekuensinya dapat menyebabkan kerugian besar bagi usaha budi daya.
Umumnya para petani ikan dalam menangani serangan penyakit MAS meng-
gunakan bahan kimia atau antibiotik. Penggunaan antibiotik lambat laun dapat
menyebabkan ikan resisten terhadap penyakit dan residu pada perairan budi daya.
Upaya yang dapat dilakukan yaitu menggunakan bahan alami yang bersifat anti-
bakteri, salah satunya tumbuhan tali putri. Sebelum itu perlu dilakukan kajian
lebih lanjut terkait kandungan senyawa-senyawa bioaktif yang terkandung pada
tali putri, baik yang bersifat antibakteri ataupun dapat bersifat toksik. Diagram

kerangka pikir penelitian data dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Diagram kerangka pikir penelitian




Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Lele (Clarias gariepinus)

Klasifikasi ikan lele menurut Froese & Pauly (2023) sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Pisces

Ordo : Ossariophyyci
Famili : Clariidae

Genus : Clarias

Spesies : Clarias gariepinus.

Gambar 2. Ikan lele (Clarias gariepinus)

Ikan lele adalah ikan yang hidup di perairan umum dan merupakan ikan yang ber-
nilai ekonomis, serta disukai oleh masyarakat. Ikan lele tergolong hewan noktur-
nal, yaitu lebih aktif mencari makan di malam hari. Ikan lele umumnya memiliki
warna kehitaman atau ke abuan dengan bentuk tubuh yang panjang dan pipih ke
bawah, memiliki kepala yang pipih, dan tidak memiliki sisik. Ikan lele memiliki
alat pernaasan tambahan pada lembar insang kedua dan keempat berupa modifi-



fikasi insang yang berbentuk bunga yang disebut arborescent organ yang me-
mungkinkan ikan lele mengambil oksigen langsung dari udara (Yoviska, 2021).
Ikan lele mempunyai jumlah sirip punggung 68-79, sirip dada 9-10, sirip perut 5-
6, sirip anal 50-60 dan jumlah sungut sebanyak 4 pasang, satu pasang di antaranya
lebih panjang dan besar. Sirip dada dilengkapi sepasang duri tajam dan patil yang
memiliki panjang maksimum mencapai 400 mm terutama pada ikan lele dewasa,

sedangkan pada ikan lele yang tua sudah berkurang racunnya.

Habitat atau lingkungan hidup ikan lele adalah pada perairan tawar, termasuk su-
ngai dengan aliran rendah atau air tenang, kolam seperti waduk, danau, tambak,
rawa, dan genangan air. Ikan lele mampu bertahan hidup di air yang relatif tahan
dengan kandungan oksigen rendah (Igbal, 2011). Kualitas air yang dianggap baik
untuk kehidupan lele adalah suhu yang berkisar antara 20-30°C, akan tetapi suhu
optimalnya adalah 27°C, kandungan oksigen terlarut > 3 ppm, pH 6,5-8 dan NHs
sebesar 0,05 ppm (Khairuman & Amri, 2002).

2.2. Biologi Bakteri Aeromonas hydrophila

Klasifikasi bakteri Aeromonas hydrophila adalah sebagai berikut:

Filum : Protophyta

Kelas : Schizomycetes

Ordo : Pseudomonadales
Famili : Vibrionaceae

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas hydrophila

Gambar 3. Bakteri Aeromonas hydrophila
Sumber : Yulita, 2002



Aeromonas hydrophila merupakan bakteri patogen penyebab penyakit motil aero-
monas septicemia (MAS), terutama untuk spesies ikan air tawar di perairan tropis.
Aeromonas hydrophila termasuk bakteri gram negatif, berbentuk batang pendek
dengan ukuran sel biasanya panjangnya 1,0 hingga 4,4 mm dan kadang-kadang
membentuk filamen hingga 8,0 mm (Isonhood & Drake, 2002). Bakteri ini meru-
pakan bakteri fakultatif anaerobik yang hidup di air tawar. Bakteri ini termasuk
patogen oportunistik pada perairan, dunia hewan, dan manusia. Pertumbuhan bak-
teri A. hydrophila minimal pada suhu 0 — 50°C dengan kisaran pH 5,5 — 9 (Afri-
anto & Liviawaty, 1992). Gambaran bakteri A. hydrophila jika dilihat dari mikro-
skop ditampilkan pada Gambar 3.

Gambar 4. Ikan Lele yang terserang MAS
Sumber : Hutauruk, 2020

Bakteri ini termasuk patogen oportunistik yang hampir selalu ada di air dan siap
menimbulkan penyakit apabila ikan dalam kondisi kurang baik. Penyebaran pe-
nyakit bakterial pada ikan umumnya sangat cepat serta dapat menimbulkan ke-
matian yang sangat tinggi pada ikan-ikan yang diserangnya. Ikan yang terserang
penyakit MAS menyebabkan pertumbuhan yang terganggu, bahkan dapat menye-
babkan kematian. Tak jarang MAS dapat menimbulkan kerugian yang besar bagi
peternak budi daya ikan (Isonhood & Drake, 2002). Penyakit yang dapat timbul
oleh serangan A. hydrophila adalah penyakit bercak merah pada permukaan tu-
buh, kulit meradang yang diakhiri dengan luka yang seperti bisul seperti dapat
dilihat pada Gambar 4. Ikan yang terinfeksi ini biasanya akan mati dalam waktu

satu minggu (Dana & Angka, 1990). Mulia et al. (2009) menyebutkan bahwa



beberapa gejala yang muncul akibat terserangnya bakteri A. hydrophila pada ikan
gurame antara lain munculnya bercak-bercak putih pada ikan, mukus menjadi le-
bih sedikit, perut mengembung bengkak dan berubah warna menjadi putih ke-

kuningan.

2.3 Biologi Tumbuhan Tali Putri (Cuscuta sp.)

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi Tali Putri (Cuscuta sp.)
Filum : Spermatophyta

Class : Dicotyledoneae

Ordo : Ranales

Famili : Lauraceae

Genus : Cuscuta

Spesies: Cuscuta sp.

Gambar 5. Tumbuhan tali putri (Cuscuta sp.)

Tumbuhan tali putri (Cuscuta sp.) merupakan tumbuhan parasit yang menumpang
pada pohon perdu atau pohon kecil, batangnya kecil seperti tali, berwarna hijau
atau kekuningan, merambat serta membelit ke arah kiri (Gambar 5). Menurut Su-
naryo (2000) jenis parasit tali putri memiliki kemampuan untuk mengadakan pe-
manjangan batang sulurnya rata-rata sebesar 1 cm per hari. Sementara dalam satu
individu. jJumlah batang sulur dapat mencapai ribuan. Pada batang terdapat akar
penghisap yang berfungsi untuk menghisap makanan dari tumbuhan inang. Daun
mengalami perubahan bentuk menjadi kecil seperti sisik, bunga berupa bulir, lem-
but, tegak, berwarna putih kekuningan, getah buah bening berbentuk bulat dan

mudah rontok. Umumnya tumbuhan ini ditemukan di daerah yang memiliki kon-



disi lingkungan cukup bersih, sehingga dapat digunakan sebagai indikator ling-

kungan.

2.3.2 Bahan Aktif yang Terkandung dalam Tumbuhan Tali Putri (Cuscuta
sp.)

Hasil senyawa antibakteri yang terkandung di dalam tumbuhan tali putri melalui
uji kualitatif fitokimia di antaranya adalah flavonoid, alkaloid, steroid, tanin, dan
saponin. Senyawa flavonoid memiliki fungsi sebagai antibakteri dengan meng-
hambat aktivitas bakteri dengan mengurangi metabolisme energi (Noorhamdani et
al., 2010). Flavonoid memiliki struktur kimia yaitu C6-C3-C6, senyawa ini terma-
suk golongan senyawa fenolik. Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang pa-
ling banyak terkandung pada jaringan tanaman senyawa flavonoid merupakan se-
nyawa antibakteri yang bekerja dengan cara merusak membran sel dan mendena-
turasi protein. Cara kerjanya yaitu dengan merusak dinding sel yang terdiri dari
asam amino dan juga lipid yang dapat bereaksi dengan gugus alkohol. Senyawa
flavonoid dapat mendenaturasi protein dan asam nukleat dan menganggu struktur
tersier protein, dengan membentuk senyawa yang kompleks dengan protein me-
lalui ikatan hidrogen (Heni et al., 2015).



1. METODE

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2022 — Januari tahun 2023. Di
Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Ekstraksi Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam pembuatan ekstrak dari tumbuhan tali putri
antara lain blender atau penggiling, waterbath, erlenmeyer, batang pengaduk, ge-
las beaker, corong kaca, kertas saring, timbangan digital, rotary evaporator,

etanol 50%, akuades, dan simplisia tali putri.
3.2.2 Uji Fitokimia

Alat dan bahan yang digunakan dalam pengujian fitokimia antara lain tabung re-
aksi, pipet tetes, timbangan digital, gelas ukur, ekstrak tali putri, akuades, asam
asetat glacial, H2SOa, larutan, FeCls, kloroform, K1, HgCls, serbuk Mg dan HCL
pekat

3.2.3 Uji Zona Hambat

Alat dan bahan yang digunakan pada pengujian zona hambat adalah cawan petri,
tabung reaksi, hot plate, magnetic stirrer, autoclave, gelas ukur, inkubator, lami-

nar flow, sprider, bunsen, mikropipet, paper disk, jangka sorong atau penggaris
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plastik wrapping, media TSA, media TSB, akuades, antibiotik oxytetracycline,
ekstrak tali putri, dan isolat bakteri Aeromonas hydrophila yang diperoleh dari
Balai Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan

Mataram,
3.2.4 Uji MIC (Minimum Inhibitory Consentration)

Alat dan bahan yang digunakan dalam pengujian MIC ini adalah tabung reaksi,
rak tabung, gelas beaker, mikropipet, alumunium foil, bunsen, spektrofotometer
gelombang 625 nm, autoclave, shaker, esktrak tali putri, antibiotik, media TSB,

akuades dan isolat bakteri A. hydrophila dengan kepadatan 108 CFU/ml.
3.2.5 Uji Toksisitas

Alat dan bahan yang digunakan untuk uji toksisitas ini antara lain, kontainer pe-
meliharaan 45 liter, syringe, ember atau baskom, nampan, ekstrak tali putri de-
ngan dosis 100 ppm, 300 ppm, 500 ppm, dan 700 ppm, benih ikan lele ukuran 9 —
10 cm, dan pakan komersil.

3.3 Metode

Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode eksploratif. Untuk me-
ngetahui efektvitas antibakteri ekstrak tali putri terhadap bakteri Aeromonas hyd-
rophila secara in vitro dengan menggunakan metode dilusi, metode difusi cakram
dan metode mikrodilusi. Perlakuan dalam penelitian ini adalah: bahan dasar ETP
dibagi dalam beberapa konsentrasi yang diperoleh dari pengenceran, yaitu 100
ppm, 300 ppm, 500 ppm, 700 ppm, dan kontrol positif yaitu menggunakan akua-

des dalam uji toksisitas.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Tahap Persiapan

1. Sterilisasi Alat

Tahapan yang dilakukan untuk sterilisasi yaitu alat yang digunakan dicuci terlebih
dahulu. Untuk peralatan yang berbahan kaca dilakukan sterlisasi basah dengan
alat autoclave menggunakan uap air jenuh pada suhu 121°C selama 15 menit de-

ngan tekanan 1 atm. Semua alat yang berbahan kaca sebelum dimasukkan ke
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dalam autoclave terlebih dahulu dibungkus menggunakan kertas dan plastik tahan
panas. Hal ini untuk menjaga peralatan dari tekanan dan suhu tinggi selama proses
sterilisasi dengan autoclave. Agar penggunaan autoclave efektif, uap air harus
dapat menembus setiap alat yang disterilkan. Oleh karena itu, autoclave tidak
boleh terlalu penuh, agar uap air benar-benar menembus semua area (Adji et al.,
2007).

2. Pembuatan Ekstrak?2 Tali Putri (ETP)

Tumbuhan tali putri yang sudah didapatkan kemudian dijemur dan dikeringkan di
bawah sinar matahari kurang lebih selama 5 hari, kemudian tali putri yang telah
kering dihaluskan dan diayak hingga didapatkan bubuk halus. Bubuk tali putri
yang sudah diayak dan ditimbang kemudian dicampurkan dengan larutan etanol
teknis dengan konsentrasi 70% yang sudah diencerkan menjadi 50% dengan per-
bandingan 1:13,3, artinya setiap 1 g bubuk tali putri dicampurkan dengan 13,3 ml
etanol di dalam toples (Kalita et al., 2012), kemudian dilakukan ekstraksi dengan
perendaman selama 48 jam (Ali et al., 2014). Selanjutnya larutan yang telah di-
rendam selama 48 jam, disaring menggunakan kertas saring hingga terpisah antara
endapan dan larutan etanol tali putri. Kemudian dilakukan evaporasi dengan tuju-
an untuk menghilangkan kandungan etanol di dalam ekstrak sehingga mendapat-
kan ekstrak kental atau ekstrak murni tali putri. Hasil larutan yang sebelumnya
telah disaring kemudian dikentalkan lagi menggunakan alat rotary evaporator
merk IKA HB 10 dengan suhu 40°C dan dengan putaran 30-80 rpm.

3. Pengujian Kulitatif Fitokimia

Uji fitokimia merupakan tahap pendahuluan dalam suatu penelitian fitokimia yang
bertujuan untuk memberikan gambaran tentang golongan senyawa yang terkan-
dung dalam tanaman yang diteliti. Pengujian fitokimia dilakukan dengan menggu-
nakan metode uji kualitatif, dengan melihat reaksi pengujian warna menggunakan
suatu pereaksi warna (Sentat & Pangestu, 2016). Uji fitokimia perlu dilakukan un-
tuk mengetahui kandungan yang terdapat pada ekstrak tumbuhan tali putri. Para-
meter yang dilakukan yaitu saponin, steroid, terpenoid, tanin, alkaloid, dan flavo-

noid. Adapun cara untuk identifikasi disajikan dalam Tabel 1.
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Tabel 1. Metode uji kualitatif fitokimia tali putri dengan pereaksi warna

No. Jenis Uji Perlakuan Hasil Uji (+)

1. Saponin 0,5 sampel ekstrak dilarutkan di dalam 5  Terdapat busa

ml akuades, kemudian dihomogenkan pada larutan
selama 30 detik perlakuan

2. Tanin Sebanyak 1 ml sampel ditambahkan 3 Warna sampel

tetes larutan FeClz 10% berubah men-
jadi hitam ke-
biruan

3. Flavonoid Sebanyak 0,5 ml sampel ditambahkan 0,5 Warna sampel

g serbuk Mg dan 5 ml HCL pekat setetes  berubah men-

demi setetes jadi merah atau
kuning dan ter-
dapat busa

4. Alkaloid  Sebanyak 0,5 ml sampel dicampurkan Warna sampel

dengan 5 tetes kloroform, 5 tetes pereaksi  berubah men-
meyer (1 g Kl dilarutkan dalam 20 ml jadi biru atau
akuades, ditambahkan 0,271 g HgCl. ungu

hingga larut) kedalam tabung reaksi

dengan ukuran 15 ml, selanjutnya di-

homogenkan.

5. Steroid Pengujian kandungan steroid dan Steroid : warna
dan terpenoid pada ETP dilakukan dengan sampel berubah
Terpenoid mencampurkan sebanyak 0,5 sampel menjadi biru

dengan 0,5 ml asam asetat glacial dan 0,5 atau hijau
ml H2SO4 10% yang kemudian Terpenoid :
dihomogenkan menggunakan tabung warna sampel

reaksi dengan ukuran 15 ml.

berubah menja-
di merah ungu
dan terdapat
busa

Sumber : Tasmin et al., 2014
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4. Pengujian Kuantitatif Gas Chromatography Mass Spectrometry (GCMS)

Gas chromatography mass spectrometry (GCMS) merupakan teknik kromatografi
gas yang digunakan bersama dengan spektrometri massa. Penggunaan Kromato-
grafi gas dilakukan untuk mencari senyawa yang mudah menguap pada kondisi
vakum tinggi dan tekanan rendah jika dipanaskan. Adapun spektrometri massa di-
gunakan untuk mentukan bobot molekul, rumus molekul, dan menghasilkan mole-
kul bermuatan (Darmapatni et al., 2016). Pencarian senyawa bioaktif dilakukan
dengan analisis kromatografi gas dan spektrofotometri massa dari ETP yang dila-
rutkan dalam pelarut etanol menggunakan proses maserasi. Pelarut yang diguna-
kan dalam proses ekstraksi sangat menentukan hasil identifikasi komponen - kom-
ponen senyawa bioaktif yang terekstrak. Pelarut etanol digunakan berdasar-kan
tingkat kepolarannya pelarut ini memiliki gugus yang paling kuat daripada non-
polar dan mampu mengekstrak lebih banyak komponen bioaktif yang memiliki

senyawa kepolaran yang lebih tinggi.

3.4.2 Tahap Pelaksanaan

1. Uji Zona Hambat

Uji zona hambat dilakukan untuk mengetahui kemampuan tumbuhan tali putri
dalam menghambat pertumbuhan A. hydrophila melalui pengamatan zona bening
disekitar kertas cakram sebagai zona hambat bakteri, yang dihitung dengan
jangka sorong. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar
menggunakan kertas cakram/saring (paper disc) berdiameter 6 mm dengan bakteri
uji A. hydrophila. Paper disc dicelupkan ke sampel perlakuan yaitu perlakuan (a)
antibiotik 100 ppm, (b) ekstrak kental tali putri 700 ppm dan (c) ekstrak tali putri
100 ppm. Kemudian diletakkan di atas media TSA yang telah diinokulasikan 100
ul isolat cair A. hydrophila dengan kepadatan 108 CFU/ml. Inkubasi dilakukan
pada suhu 37°C selama 24 jam. Pengamatan dilakukan dengan mengukur ter-
bentuknya zona hambat di sekitar paper disc menggunakan jangka sorong. Per-
lakuan kontrol pada uji ini menggunakan antibiotik yaitu oxytetracyclin. Kemu-
dian menginterpretasikan diameter zona hambat berdasarkan acuan CLSI (2013)
dimana diameter < 14 mm dikategorikan resisten. Diameter > 14 — 19 mm dik-

ategorikan intermediat dan diameter > 19 mm dikategorikan rentan.
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2. Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
Minimum nhibitory concentration (MIC) dilakukan dengan menggunakan me-

tode Spektrofotometri dan juga menggunakan metode TPC (total plate count).

a. Metode Spektrofotometri

Penentuan nilai MIC dilakukan dengan menyiapkan 7 tabung reaksi yang masing
masing diisi 5 ml media trypticase soy broth (TSB). Selanjutnya setiap tabung di-
tambahkan sebanyak 1 ml suspensi bakteri A. hydrophila dengan kepadatan 103
CFU/ml dan masing masing tabung ditambahkan ETP dengan konsentrasi yang
berbeda antara lain 12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 300 ppm, 500 ppm, 700
ppm, serta kontrol negatif dan kontrol positif menggunakan antibiotik oxytetra-
cycline. Kemudian diikunbasi manggunakan shaker selama 24 jam. Penentuan
ekstrak yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila pada kon-
sentrasi terendah yang dapat dilihat dari kekeruhan tabung reaksi uji. Nilai keke-
ruhan dari perlakuan diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang ge-
lombang 625 nm.

b. Metode Uji TPC

Setelah sampel pengamatan dilakukan uji menggunakan spektrofotometer, selan-
jutnya dilakukan pengujian menggunakan metode TPC yang lebih akurat dengan
menghitung jumlah koloni yang tumbuh di setiap tabung reaksi pengamatan. Uji

TPC dilakukan pada media PCA (plate count agar) yang berisi konsentrasi eks-

trak dari tabung sebanyak 50 ul yang kemudian diratakan menggunakan sprider

sampai media kering, kemudian tiap cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C

selama 24 jam.

3. Uji Toksisitas

Uji toksisitas bertujuan untuk menilai resiko yang mungkin ditimbulkan dari suatu
zat kimia toksikan pada hewan uji. Tujuan dari pengujian ini yaitu untuk mende-
teksi adanya toksisitas intrinsik suatu zat, menentukan organ sasaran, kepekaan
spesies, memperoleh informasi efek toksik setelah pemaparan zat, memperoleh
informasi awal untuk penetapan tingkat dosis, menentukan uji toksisitas selanjut-
nya, serta memperoleh nilai LCso suatu bahan. Nilai LCso merupakan dosis yang
menimbulkan efek mematikan pada 50% hewan uji, dengan kesimpulan bahwa
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semakin besar nilai LCso suatu obat maka semakin aman obat tersebut. Menurut
Martiningsih (2013) Kategori toksisitas bahan berdasarkan nilai LCso dibagi men-
jadi tiga kategori, yaitu sangat toksik dengan nilai LCso < 30 ppm, toksik dengan
nilai LCsg 30-1000 ppm dan tidak toksik dengan nilai LCsg > 1000 ppm.

3.4.3 Analisis Data

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini ialah deskriptif. Pada data
deskriptif meliputi data uji fitokimia, uji GCMS, uji in vitro, uji MIC, uji tok-
sisitas, dan gejala klinis. Data yang diperoleh meliputi data uji fitokimia, uji
GCMS, uji in vitro, uji toksisitas, uji MIC ditabulasi dalam bentuk tabel dan
gambar.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Ekstrak tali putri setelah dilakukan uji fitokimia terindikasi memiliki senyawa al-
kaloid, tannin, steroid, saponin dan flavonoid yang dapat bersifat sebagai antibak-
teri. Ektrak tali putri memiliki aktivitas antibakteri A. hydrophila yang lebih ren-
dah atau dalam kategori resisten dibandingkan dengan antibiotik oxytetracycline.
Ektrak tali putri tidak bersifat toksik bagi ikan jika diinjeksikan pada konsentrasi
yang rendah

5.2 Saran
Saran dalam penelitian ini perlu dilakukan pengujian lanjut secara in vivo untuk

menganalisis efektivitas dari esktrak tumbuhan tali putri.
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