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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS EKSTRAK METANOL KITOLOD (Hippobroma
longiflora (L.) G. Don) SEBAGAI PESTISIDA NABATI PENGENDALI
MIKROBA PATOGEN TANAMAN

Oleh

AHMAD AL JABAR KHADAFI

Bakteri Xanthomonas sp. merupakan salah satu penyebab menurunnya hasil panen
tanaman holtikultura di Indonesia. Upaya pengendalian infeksi Xanthomonas sp.
pada tanaman umumnya dilakukan dengan pestisida kimia namun pestisida jenis ini
dapat meninggalkan residu yang mencemari lingkungan. Pemanfaatan pestisida
nabati adalah salah satu strategi untuk mengurangi dampak penggunaan pestisida
kimia. Senyawa aktif alkaloid, flavonoid, dan saponin ditemukan pada tumbuhan
kitolod (Hippobroma longiflora (L.) G.Don) yang berpotensi sebagai pestisida
nabati. Tujuan penelitian ini adalah Mengetahui pengaruh kosentrasi ekstrak
methanol batang dan daun kitolod (H. longiflora) terhadap pertumbuhan bakteri
Xanthomonas sp. dan mengetahui jenis esktrak methanol kitolod (H. longifera)
yang paling baik dalam menghambat pertumbuhan Xanthomonas sp. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan satu faktor yaitu ekstrak
metanol kitolod (ekstrak batang dan daun) dengan konsentrasi 25%, 50% dan 75%,
serta kontrol negatif (aquades), dan kontrol positif menggunakan kloramfenikol.
Masing-masing perlakukan diulang sebanyak 3 kali. Data hasil penelitian yang
diperoleh dianalisis menggunakan aplikasi minitab, Analisis ragam dilakukan pada
taraf o = 5% dan uji lanjut dengan Tukey.

Hasil anara menunjukkan bahwa perlakuan menggunakan ekstrak metanol kitolod
berpengaruh signifikan terhadap daya hambat pertumbuhan Xanthomonas sp. dan
hasil tukey menunjukkan bahwa ekstrak daun kitolod konsentrasi 75% membentuk
diameter zona hambat terluas terhadap pertumbuhan bakteri Xanthomonas sp.

Kata kunci: Pestisida nabati, kitolod, Xanthomonas sp., zona hambat.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Indonesia adalah negara agraris yang sebagian besar penduduknya bekerja
di sektor pertanian dan 40% mata pencaharian penduduknya adalah
bertani. Sebagai negara agraris, pertanian mempunyai kontribusi penting
baik terhadap perekonomian maupun terhadap pemenuhan kebutuhan
pokok masyarakat, apalagi dengan semakin meningkatnya jumlah
penduduk yang berarti kebutuhan akan pangan juga semakin meningkat.

(Ayun et al., 2020).

Masalah yang sering timbul dalam budidaya tanaman holtikultura adalah
infeksi mikroba patogen penyebab penyakit hawar daun yang dapat merusak
tanaman, sehingga menurunkan jumlah hasil panen. Salah satu penyebab
penyakit hawar daun tanaman yaitu infeksi bakteri Xanthomonas sp.
penurunan produksi padi pada 2021 sebesar 0,43%, yaitu dari 54,65 juta ton
GKG menjadi 54,42 juta ton GKG (BPS, 2022). Salah satu penyebabnya

adalah akibat infeksi bakteri Xanthomonas sp.

Xanthomonas sp. merupakan bakteri patogen penyebab penyakit hawar
daun pada tanaman. Gejala penyakit diawali bercak kebasahan berwarna
keabu-abuan pada salah satu atau kedua sisi daun. Biasanya dimulai dari
pucuk daun atau beberapa sentimeter dari pucuk daun. Bercak kemudian
berkembang meluas ke ujung dan pangkal daun dan melebar. Bagian daun
yang terinfeksi Xanthomonas sp. berwarna hijau keabu-abuan dan agak
menggulung, kemudian mengering dan berwarna abu-abu keputihan

(Laraswati et al., 2021).



Pengendalian infeksi mikroba patogen tanaman harus dilakukan agar
petani tidak mengalami gagal panen. Pengendalian hama yang lazim
dilakukan adalah dengan menggunakan pestisida kimia sintetik. Harga
pestisida yang mahal mengakibatkan pemberian dosis pestisida sintetik
sering tidak efektif sehingga justru menimbulkan dampak negatif terhadap
lingkungan. Upaya pengendalian hama yang efisien dan ramah lingkungan
perlu segara dicari, salah satunya adalah dengan memanfaatkan pestisida
nabati. Pestisida nabati merupakan pestisida ramah lingkungan yang lebih
murah (Rangkuti et al., 2020). Salah satu tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai sumber pestisida nabati adalah kitolod (Hippobroma longiflora
(L.) G. don).

Baik batang maupun daun tumbuhan kitolod memiliki kandungan senyawa
alkaloid, flavonoid, dan saponin (Qolbi, 2022; Syah, 2022). Alkaloid,
flavonoid, dan saponin merupakan senyawa yang dapat digunakan sebagai
antibakteri (Majidah et al., 2015). Senyawa alkaloid dapat menggangu
sistesis peptidoglikan sehingga struktur dinding sel bakteri tidak terbentuk
secara sempurna. Senyawa flavonoid dapat menghambat sintesis asam
nukleat, menghambat fungsi sistem membran sitoplasma, dan
menghambat sistem metabolisme energi. senyawa saponin dapat
meningkatkan permeabilitas dinding sel bakteri, sehingga zat antibakteri
dapat masuk dalam tubuh bakteri, kemudian bakteri mengalami lisis

(Majidah et al, 2014; Retnowati et al, 2011; Sari et al, 2015).

Dalam penelitian Purwanti ef al., (2014) menunjukkan bahwa senyawa
alkaloid, flavonoid, dan saponin dapat menghambat bakteri Ralstonia
solanacearum, bakteri gram negatif salah satu penyebab penyakit layu
tanaman, oleh karena itu senyawa alkaloid, flavonoid, dan saponin yang

terkandung dalam kitolod berpotensi sebagai pestisida nabati..



1.2 Tujuan

1.3

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. mengetahui pengaruh kosentrasi ekstrak methanol batang dan daun
kitolod (H. longiflora) terhadap pertumbuhan bakteri Xanthomonas sp.

2. mengetahui jenis esktrak methanol kitolod (H. longifera) yang paling

baik dalam menghambat pertumbuhan Xanthomonas sp.

Kerangka Pemikiran

Bakteri Xanthomonas sp. merupakan salah satu penyebab menurunnya
hasil panen tanaman holtikultura di Indonesia. Upaya pengendalian infeksi
Xanthomonas sp pada tanaman umumnya dilakukan dengan pestisida
kimia namun pestisida jenis ini dapat meninggalkan residu yang
mencemari lingkungan sehingga perlu dicari alternatif lain yang lebih
ramah lingkungan. Penggunaan biopestisida nabati merupakan salah satu
alternatif untuk mengendalikan infeksi Xanthomonas sp. yang ramah

lingkungan.

Salah satu biopestisida nabati yang dapat digunakan adalah kitolod

(H. longiflora). Tanaman yang dapat dengan mudah tumbuh di tempat
lembab dan banyak digunakan sebagai obat tradisional. Kitolod berpotensi
sebagai sumber bahan antibakteri nabati, karena diketahui mengandung
senyawa flavonoid, saponin, dan tanin. Senyawa tersebut diketahui dapat
merusak struktur dinding sel bakteri dan menghambat metabolisme bakteri

sehingga memicu kematian bakteri.

Senyawa alkaloid dapat menggangu sistesis peptidoglikan sehingga
struktur dinding sel bakteri tidak terbentuk secara sempurna. Senyawa
flavonoid dapat menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi
sistem membran sitoplasma, dan menghambat sistem metabolisme energi.
senyawa saponin dapat meningkatkan permeabilitas dinding sel bakteri,

sehingga zat antibakteri dapat masuk dalam tubuh bakteri, kemudian



mengalami lisis. Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa kandugan
senyawa alkaloid, flavonoid, dan saponin ekstrak kitolod dapat
menghambat bakteri Ralstonia solanacearum, bakteri gram negatif salah
satu penyebab penyakit layu tanaman, oleh karena itu penelitian ini

menarik untuk dilakukan.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. ekstrak metanol batang dan daun kitolod (H. longiflora) menghambat
pertumbuhan bakteri Xanthomonas sp.

2. terdapat jenis esktrak metanol kitolod (H. longifera) yang paling baik

menghambat pertumbuhan Xanthomonas sp.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan Kitolod (Hippobroma longiflora (L.) G. Don)

2.1.1 Deskripsi Kitolod

Kitolod merupakan tumbuhan semak dan berbatang lurus yang
banyak digunakan oleh masyarakat sebagai obat tradisional untuk
mengobati gangguan mata seperti mata gatal, merah
(konjungtivitis), katarak dan mengeluarkan kotoran (Dalimarta
2008). Kitolod merupakan tumbuhan semak yang tumbuh dan
berkembang di daerah dengan sumber air. Umumnya tumbuhan ini
sering di jumpai menempel pada dinding, lembah atau batu yang
berada di sekitar aliran air. Tumbuhan ini memiliki akar tunjang
yang bewarna pucat. Kitolod (H. longiflora (L.) G. Don.)
merupakan tanaman liar yang biasa dimanfaatkan sebagai
tumbuhan obat (Steenis, 2006). Morfologi kitolod dapat dilihat
pada gambar 1.

Gambar 1. Tumbuhan Kitolod (Hippobroma longiflora (L.) G. Don)
(Dokumen milik pribadi).



2.1.2

Tumbuhan kitolod memiliki tinggi mencapai 60 cm dan bercabang
dari pangkalnya. Getahnya berwarna putih, berasa tajam, dan
mengandung racun. Daun kitolod memiliki bentuk daun tunggal
berbentuk lanset, permukaan kasar, ujung daun runcing, pangkal
menyempit, tepi melekuk ke dalam, bergerigi sampai melekuk
menyirip. Panjang daun mencapai 5-17 cm, lebarnya 2-3 cm, dan
berwarna hijau. Buah kitolod berbentuk kotak mirip lonceng,
merunduk, merekah menjadi dua ruang, dan berbiji banyak
(Sandra, 2005). Kitolod juga lebih dikenal dengan nama daerah
daun korejat atau kicaang (Bahasa Sunda), memiliki ciri- ciri daun
yang bagian pinggirnya tidak rata, seperti daun yang lainnya,
namun dapat digambarkan seperti garis gergaji. Terasa agak keras

dan batangnya berwarna hijau muda (Amaliah, 2014).

Klasifikasi tumbuhan kitolod (Hippobroma longiflora (L.) G. Don)
dalam (USDA, 2021) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Order : Campanulales

Famili : Campanulaceae

Genus : Hippobroma G. Don

Species : Hippobroma longiflora (L.) G. Don.

Kandungan Senyawa Kitolod (Hippobroma longiflora (L.). Don).

Kitolod diketahui memiliki kandungan senyawa alkaloid, saponin,
dan flavonoid (Hariana, 2008). Kitolod mengandung zat bioaktif
seperti senyawa alkaloid, flavonoid, dan saponin. Zat bioaktif
adalah zat yang termasuk metabolit sekunder yang bersifat aktif
secara biologis. Aktivitasnya antara lain sebagai antimikroba yaitu
suatu zat yang dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan

mikroba seperti bakteri, khamir, dan kapang (Dalimartha, 2008).



2.2 Senyawa Aktif Antimikroba
2.2.1 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa organik yang mengandung nitrogen
yang beragam secara struktural, lebih dari 20.000 molekul berbeda
yang atom nitrogen dasarnya dapat terjadi dalam bentuk amina
primer (RNH2), amina sekunder (R2NH), atau amina tersier
(R3N). Struktur kimia atau asal alami alkaloid dapat dibagi
menjadi dua macam. Pertama, alkaloid non-heterosiklik atau
atipikal, juga dikenal sebagai protoalkaloid atau amina biologis,
yang mengandung nitrogen di rantai samping. Kedua, alkaloid
heterosiklik atau tipikal (alkaloid sejati), yang mengandung
nitrogen dalam heterosiklik (Huang et al., 2022). Alkaloid
heterosiklik Karena kompleksitas strukturalnya, dapat dibagi lagi
menjadi 14 subkelompok berdasarkan struktur cincin, seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 2.

N N
H H
Pyrrole Pyrrolidine Imidazole Piperidine Pyridine
N
N
o o oy T GO
N N N
H
Indolizidine Pyrrolizidine Indole Purine Quinolizidine
oo .0 G- A
N Z
- : )
Isoquinoline Quinoline Tropane Aporphine

Gambar 2. Struktur subgrup dari alkaloid (Huang et al., 2022).

Alkaloid merupakan salah satu metabolisme sekunder yang terdapat

pada tumbuhan, yang bisa dijumpai pada bagian daun, ranting, biji,
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dan kulit batang (Simbala, 2009). mekanisme penghambatan
alkaloid adalah dengan cara mengganggu sintesis peptidoglikan
sehingga pembentukan sel tidak sempurna karena tidak
mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi

membran sel (Raji et al., 2019).

Flavonoid

Flavonoid merupakan metabolit sekunder dari polifenol,yang dapat
ditemukan secara luas pada tanaman serta memiliki berbagai efek
bioaktif termasuk antibakteri, antivirus, anti inflamasi (Wang et al.,
2016) dan lain-lain. Senyawa flavonoid adalah senyawa polifenol
yang mempunyai 15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi
C6-C3-C6, artinya kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus C6
(cincin benzena tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik
tiga karbon (Wang el al., 2018). struktur kimianya ditunjukkan
pada Gambar 3.

C-C-C

Gambar 3. Struktur Dasar Flavonoid (Noer, 2018).

Senyawa flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol yang
terbesar yang ditemukan dialam. Senyawa- senyawa ini merupakan
zat warna merah, ungu dan biru dan sebagai zat warna kuning yang
ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan (Markham, 1988). Menurut
Majidah et al., (2014) Senyawa flavonoid dapat menyebabkan
kerusakan membran sel, penghambatan berbagai sintase yang
melibatkan sintesis asam nukleat, dan menghambat metabolisme
energi, serta menghambat sintesis selubung sel. interaksi
nonspesifik flavonoid dengan fosfolipid dapat menyebabkan

perubahan sifat membran (Yuan et al., 2021).



2.2.3 Saponin

Stuktur kimia saponin merupakan glisolida yang tersususan atas
glikon dan aglikon. Bagian glikon terdiri atas gugus gula seperti
glukosa, fruktosa, dan jenis gula lainnya. Sifat ampifilik ini dapat
membuat bahan alam yang mengandung saponin bisa berfungsi
sebagai surfaktan (Suharto et al., 2012). Saponin berdasarkan sifat
kimia nya dikelompokkan menjadi dua kelompok yaitu saponin

steroid dan saponin triterpeoid (Gambar 5)

H;C -CHy

CHy
CH,

CH; HaC

Saponin Steroid

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

Umumnya saponin terdapat pada bagian tanaman yang rawan
terhadap serangan penyakit yang disebabkan oleh jamur, bakteri,

atau juga insekta. Pada kondisi tersebut saponin berfungsi sebagai
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agen proteksi tanaman karena memiliki sifat antimikroba

(Jayanegara et al., 2019).

Saponin sering ditemukan pada tumbuhan yang memiliki ciri khas
yaitu membentuk buih yang dapat bertahan lama jika direaksikan
dengan air kemudian dikocok. Saponin memiliki sifat mudah larut

dalam air dan sulit larut dalam eter (Vitaningrum, 2015).

Senyawa dapat saponin berikatan dengan lipopolisakarida pada
dinding sel bakteri yang mengakibatkan peningkatan permeabilitas
dinding sel dan menurunkan tegangan permukaan dinding sel
sehingga zat antibakteri akan masuk kedalam sel dengan mudah
dan bakteri tersebut akan pecah atau mengalami lisis (Sari et al.,

2015).

2.3 Dampak Negatif Penggunaan Pestisida Kimia

Pestisida merupakan substansi kimia yang digunakan untuk
mengendalikan berbagai hama. keracunan pestisida merupakan salah satu
masalah kesehatan masyarakat yang banyak terjadi di negara berkembang.
Insiden penggunaan pestisida yang berdampak bagi kesehatan mungkin
lebih cepat, mengingat kurangnya Alat Pelindung Diri (APD) dan
minimnya pendidikan tentang cara menyemprot bahan kimia yang benar.
Sekitar 20% dari sekitar 800.000 orang yang meninggal akibat terpapar
pestisida (WHO, 2020).

Pestisida dapat membahayakan manusia melalui keracunan atau
kecelakaan. Keracunan disebabkan oleh pestisida yang mempengaruhi
organ atau sistem di dalam tubuh, sedangkan cidera biasanya disebabkan
oleh pestisida yang merupakan iritasi eksternal. Beberapa pestisida sangat
beracun bagi manusia. Efek toksik oleh paparan pestisida dapat berkisar
dari gejala ringan, seperti iritasi kulit ringan atau gejala alergi lainnya,
hingga gejala yang lebih parah, seperti sakit kepala yang kuat, pusing, atau
mual (Donga et al., 2018; Sugeng et al., 2013).
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Pestisida organofosfat merupakan pestisida kimia yang sering digunakan
di bidang pertanian. Pestisida ini dapat digunakan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Xanthomonas sp. dengan cara merusak peptidoglikan
dan lipopolisakarida dinding sel bakteri (Jiang ef al., 2023). Namun
penggunaan pestisida kimia ini dapat menyebabkan gejala berat, seperti
kejang, koma, dan bahkan mungkin kematian. Toksisitas pestisida pada
manusia dapat dikategorikan berdasarkan sifat paparan, dimana paparan
terjadi/ sistem tubuh yang terpengaruh. Beberapa efek beracun oleh
pestisida bersifat sementara, mengingat bahwa mereka cepat reversibel
sehingga tidak menyebabkan kerusakan parah atau permanen. Pestisida
tertentu dapat menyebabkan kerusakan yang dapat kembali, tetapi
pemulihan penuh mungkin membutuhkan waktu yang lama (Damalas dan
koutroubas, 2016). Penggunaan pestisida dalam pengobatan dan pertanian
yang tidak diatur dengan baik juga akan menimbulkan terbentuknya

reservoir bakteri yang resisten terhadap pestisida (Raini, 2015).

Mekanisme Resistensi Bakteri

Adapun mekanisme resistensi bakteri tehadap antibiotik adalah sebagai

berikut:

2.4.1 Penghambatan enzimatik

Mekanisme resistensi yang paling umum pada bakteri adalah
penghambatan enzimatik. Mekanisme ini didasarkan pada
beberapa strategi untuk memodifikasi struktur senyawa antibakteri
dengan hidrolisis, jenis reaksi yang terjadi terutama enzim beta-
laktamase yang yang dapat memecah cincin beta-laktam pada
antibiotik tersebut dan membuatnya menjadi tidak aktif (De Sousa
etal., 2016).
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Modifikasi Penicillin Binding Protein (PBP)

Antibiotik b-Laktam banyak digunakan untuk pengobatan infeksi
bakteri umum dan serius. Antibiotik ini mengerahkan tindakan
antibakteri mereka melalui penghambatan protein pengikat
penisilin (PBPs), enzim yang terlibat dalam sintesis dinding sel
bakteri. PBPs adalah protein penting yang terlibat dalam
pembangunan peptidoglikan, yang merupakan konstituen utama
dinding sel bakteri. Enzim ini mengkatalisasi untai glikan
(transglikosilasi) dan ikatan silang antara rantai glikan
(transpeptidasi). Situs aktif transpeptidase adalah target agen y-
laktam. Senyawa ini meniru dipeptida d-alanyl-d-alanine (D Ala-
D-Ala) dalam peptidoglikan dan membentuk kompleks enzim
substrat yang sangat stabil sehingga menyebabkan inaktivasi enzim
(Sethuvel et al., 2023).

Modifikasi Porin

Bakteri gram negatif memiliki membran di luar dinding sel, yaitu
membran luar yang terdiri dari lipid bilayer. Konstituen utama
lapisan ganda ini adalah lipopolisakarida, dan karena
hidrofobisitasnya, jalur senyawa hidrofilik menjadi sangat sulit;
dengan demikian, porin atau porin atau outer membrane porins
(Omps), yang merupakan protein yang membantu lewatnya zat
terlarut hidrofilik melintasi membran lipid bilayer. porin bersifat
spesifik terhadap suatu zat. Bakteri dapat memodifikasi dirinya
dengan cara menghilangkan porin spesifik yang mampu dilewati
oleh antibiotik, kehilangan atau penurunan satu atau lebih Omps

merupakan faktor umum yang berkontribusi dalam membangun

resistensi (Ghai, 2023).
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Pompa Efflux

Pompa efflux adalah mekanisme utama resistensi pada bakteri
Gram-negatif. Sistem ini memompa zat terlarut keluar dari sel.
Pompa penghabisan memungkinkan mikroorganisme untuk
mengatur lingkungan internalnya dengan menghilangkan zat
beracun, termasuk agen antimikroba dan metabolit sekunder (Soto,
2013)

Modifikasi Molekul Target Antibiotik

Sebagian besar antibiotik memengaruhi proses sintesis protein
yang menargetkan ribosom dan perbedaan antara struktur akun ini
dijadikan untuk tindakan selektif antibiotik dalam sel bakteri,
archaeal, dan eukariotik. Bahkan di antara spesies, sedikit variasi
dalam struktur ribosom dapat menyebabkan interaksi spesies-
spesifik yang istimewa di antara obat-obatan dan targetnya

(Dunkle et al., 2010).

Antibiotik yang menargetkan mesin translasi sel bakteri adalah
penghambat kuat patogen prokariotik(Bulkley ez al., 2010).Namun
demikian, selama beberapa dekade penggunaan klinis, patogen ini
telah menjadi resisten terhadap antibiotik yang menghambat

sintesis protein (Dunkle ef al., 2010).

Mekanisme resistensi penting adalah modifikasi struktur
molekuler. sasaran antibiotik. Umumnya, hal ini dapat muncul
melalui mutasi titik pada gen terpilih, menghasilkan resistensi
yang relatif cepat dan mudah dengan dampak minimal pada
kebugaran mikroba. Perubahan yang relatif kecil dalam urutan
asam amino mengubah struktur protein cukup untuk menghambat
pengikatan dan kerja antibiotik. Misalnya, mutasi tunggal pada gen

target seperti gyrA (enzim yang dibutuhkan untuk replikasi DNA,
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transkripsi RNA, dan perbaikan kesalahan pada DNA bakteri)

memberikan resistensi tingkat tinggi (De Sousa et al., 2016).

2.5 Bakteri Xanthomonas sp.

2.5.1

2.5.2

Deskripsi Xanthomonas sp.

Xanthomonas sp merupakan bakteri gram negatif, aerobik,
berbentuk batang dengan sel berukuran lebar 0,4 hingga 1,0 um
dan panjang 0,7 hingga 2,0 pm. Koloni spesies Xanthomonas
biasanya berlendir, cembung, dan kuning saat ditumbuhkan pada
media yeast dextrose calcium carbonate (YDC) atau sucrose
peptone agar (SPA) (Ridge & Munster, 2014).

Klasifikasi Xanthomonas sp. menurut Ridge & Munster,

(2014).adalah sebagai berikut:

Kingdom : Monera

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Ordo : Xanthomonadales
Famili : Xanthomonadaceae
Genus : Xanthomonas

Species : Xanthomonas. sp.

Mekanisme Infeksi Xanthomonas sp. pada Tanaman

Xantomonas sp merupakan bakteri penyebab penyakit hawar daun
bakteri (HDB). Gejala HDB diawali berupa bercak kebasahan
berwarna keabu-abuan pada satu atau kedua sisi daun, biasanya
dimulai dari pucuk daun atau beberapa sentimeter dari pucuk daun.
Bercak ini kemudian berkembang meluas ke ujung dan pangkal

daun dan melebar. Bagian daun yang terinfeksi berwarna hijau
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keabu-abuan dan agak menggulung, kemudian mengering dan

berwarna abu-abu keputihan (Laraswati et al., 2021).

Tanda awal serangan penyakit hawar daun bakteri (HDB) adalah
pucuk daun menguning, kemudian menjalar melalui pinggir daun
hingga ke pangkal. Pada tanamn padi, penyakit hawar pelepah dan
busuk batang menyebabkan tanaman mudah rebah sehingga sangat
mengganggu proses pengisian gabah karena kerebahan biasanya
terjadi pada saat padi mencapai stadia pengisian gabah. Penyakit
tersebut sangat merugikan karena meningkatkan gabah hampa atau
gabah tidak terisi sempurna. Tanaman yang peka terhadap penyakit
ini, gejala terus berkembang hingga seluruh permukaan
daun,bahkan kadang-kadang pelepah padi sampai mengering
(Purwanto, 2020).

Infeksi Xanthomonas sp. dapat berpindah ke tangkai daun dan
menyebar ke batang atau ke akar dan menjadi penyakit sistemik.
Seiring perkembangan penyakit, pembuluh darah dari jaringan
yang terinfeksi menjadi hitam dan aliran air dan nutrisi yang
normal terhambat. Gejala pada tanaman umbi-umbian mungkin
tidak terlihat pada dedaunan, tetapi urat-urat yang menghitam
muncul di akar. Pada tajuk tanaman, infeksi dapat menyebar ke
daun kepala. Black Rot sering diikuti oleh invasi oleh organisme
pembusuk lunak (Bess et al., 2022).

Habitat Bakteri Xanthomonas sp

Bakteri Xanthomonas sp. termasuk dalam bakteri heterotrof,
karena membutuhkan suatu zat organik untuk kehidupannya
sehinga bakteri Xanthomonas sp tergolong sebagai bakteri parasit.
Perkembangan penyakit hawar daun bakteri (HDB) sangat
dipengaruhi oleh kelembaban tinggi dan suhu rendah (20 °C —
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22°C) (Purwanto, 2020). Kondisi hangat dan basah mendukung
perkembangan busuk hitam dan ekspresi gejala. Hujan dan kabut
tebal atau embun dan suhu siang hari 75° hingga 95°F adalah yang
paling disukai. Dalam kondisi dingin dan basah, infeksi dapat
terjadi tanpa gejala. Akibatnya, transplantasi tumbuh pada suhu
rendah dapat terinfeksi tetapi tanpa gejala. Bakteri tidak menyebar
di bawah 50°F atau selama cuaca kering (Bess et al.,
2022).Variabel iklim yang mempengaruhi persebaran Xantomonas
sp. di Indonesia adalah musiman suhu, indeks kelembaban, dan
curah hujan (Saputra, 2023)

Metode Difusi Cakram

Metode difusi cakram adalah salah satu metode pengujian kerentanan yang
paling fleksibel dalam hal agen antimikroba diuji. Metodenya terdiri atas
menempatkan piringan kertas yang dibasahi dengan agen antimikroba di
atas hamparan bakteri yang di inokulasikan pada permukaan media agar,
menginkubasi cawan semalaman, dan mengukur ada tidaknya zona
hambat di sekitar cakram. Studi yang dilakukan di University of
Washington pada pertengahan 1960-an menghasilkan teknik yang sering
disebut sebagai '‘Metode Kirby-Bauer," yang diterbitkan oleh Bauer dan
rekannya pada tahun 1966. Metode ini membakukan variabel ukuran disk,

ukuran inokulum, suhu, dan waktu inkubasi (Tenover, 2019).
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III. METODE PENELITAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Juni hingga Juli 2023. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Botani Jurusan Biologi, Fakultas Matematika

dan [lmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan antara lain media nutrient agar (NA),
bakteri Xanthomonas sp., isolat asal Laboratorium Mikrobilogi FMIPA
UNILA. Tumbuhan kitolod yang digunakan dalam penelitian diambil dari
wilayah kec. Pringsewu, Kab. Pringsewu, Provinsi Lampung. Bahan

pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah methanol, dan aquades.

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven untuk proses
pengeringan dan gilingan/hummer mill untuk menghaluskan/menggiling
tanaman kitolod. Beaker glass, batang pengaduk, botol gelap, kertas
saring, corong, gunting digunakan pada proses maserasi dimana rotary
evaporator digunakan sebagai alat peguapkan solven methanol. Cawan
Petri, Laminar air flow, autoclave, pipet tetes, pipet ukur, beaker glass,
tabung reaksi, kapas, kain kasa, pinset, cotfon swab, dan kamera

Handphone untuk proses pengamatan.
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Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian disusun dengan Rancangan Acak Kelompok (RAK)
satu faktor yaitu ekstrak kitolod (ekstrak batang (B) dan daun (D) kitolod
dengan konsentrasi 25%, 50% dan 75%), serta kontrol (K) negatif
(aquades), dan kontrol (K) positif menggunakan kloramfenikol. Kadar
senyawa yang terkandung dalam ekstrak methanol kitolod secara
signifikan mempengaruhi aktivitas antibakteri yang dihasilkan, Semakin
tinggi kadar senyawa yang terkandung maka akan semakin tinggi aktivitas
antibakterinya (Mahboubi, 2015). Penelitian ini dilakukan sebanyak 3 kali
pengulangan pada setiap konsentrasi yang digunakan. Parameter yang
diukur adalah terbentuknya zona hambat bakteri Xanthomonas sp. pada

setiap konsentrasi yang digunakan.

Prosedur Penelitian

3.4.1 Persiapan tumbuhan Kitolod

Proses pencarian tumbuhan kitolod dilakukan pada area lembab
atau berair seperti aliran sungai, selokan, persawahan dan kolam.
Kemudian pisahkan batang dan daunnya, dikeringkan
menggunakan cara kering-anginkan selama 7-10 hari, batang dan

daun di oven hingga mudah untuk dihaluskan.

3.4.2 Ekstraksi Batang dan Daun Tumbuhan Kitolod

Ekstrak kitolod dalam penelitian adalah maserat batang dan daun
tanaman kitolod kering dalam metanol. Sebanyak 400 gr serbuk
kitolod direndam dengan 4 liter metanol teknis dalam toples
tertutup selama 3x24 jam untuk mendapatkan maserat metanol.
Maserat metanol yang diperoleh dievaporasi menggunakan vacuum

rotary evaporator pada temperatur 40 °C pada tekanan 122 mbar
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hingga diperoleh ekstrak metanol berupa pasta. Berat pasta yang
diperoleh ditimbang.

Pembuatan Medium Stok Nutrient Agar (NA)

Untuk pembuatan medium nutrient agar (NA) dalam cawan,
sebanyak 8,4 gram medium nutrient agar (NA) dimasukkan ke
dalam erlenmayer. Kemudian dilarutkan dalam 300 ml akuades.
Medium dipanaskan hingga mendidih agar tercampur sempurna.
Medium disterilisasi di dalam autoclave selama 15 menit pada
suhu 121° C. diamkan medium hingga suhu sekitar 40°C-45°C.
sebanyak 15 ml medium nutrient dituang pada setiap cawan yang

digunakan.

Untuk pembuatan medium nutrient agar (NA) miring, sebanyak 4,2
gr medium nutrient agar (NA) dimasukkan kedalam beaker glass,
kemudian dilarutkan dalam 150 ml aquades, medium dipanaskan
hingga mendidih, sebanyak 10 larutan medium nutrient agar (NA)
dimasukkan kedalam tabung reaksi menggunakan spuit, tabung
ditutup dengan sumbat. Medium disterilisasi di dalam autoclave
selama 15 menit pada suhu 121° C. medium diletakkan secara
miring di laminar air flow (LAF). Diamkan medium Na pada
cawan petri dan medium NA miring di dalam LAF selama 1x24
jam untuk mengetahui ada atau tidaknya kontaminasi pada

medium.

Persiapan Mikroba Uji

Penelitian ini menggunakan mikroba uji berupa bakteri
Xanthomonas sp. Bakteri yang digunakan adalah bakteri isolat
yang diperoleh dari laboratorium mikrobiologi FMIPA UNILA.
Mikroba uji diambil dengan menggunakan ose steril dari kultur

murninya. Lalu diinokulasikan dalam 10 tabung media nutrient
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agar (NA) miring untuk diremajakan. Bakteri dinkubasi dalam

inkubator pada suhu optimum 30°C selama 1x24 jam.

3.4.5 Pembuatan Larutan Uji

Dalam persiapan proses bioassay pasta ekstrak methanol batang
kitolod hasil ekstraksi di larutkan dengan akuades sesuai dengan
konsentrasi yang telah ditentukan. Pasta ditimbang menggunakan
neraca analitik kemudian dimasukkan dalam beaker glass dan
ditambahkan akuades. Menurut Rusman (2020) pembuatan

larutakan ditentukan mengunakan rumus :

% = w/v
Keterangan:
% :persen zat (%)
W : massa zat terlarut (gr)

V : volume pelarut (ml)

3.4.6 Uji Antimikroba Ekstrak Kitolod

medium nutrient agar (NA) yang telah dibuat dalam cawan petri
disiapkan di dalam laminar air flow (LAF). suspensi biakan
bakteri dihomogenkan sesuai dengan standar MacFarland 0,5A.
suspensi biakan bakteri diambil menggunakan lidi kapas steril dan
kelebihan suspensi bakteri dibuang dengan menekan lidi kapas
steril pada dinding tabung. Kapas steril dioleskan ke seluruh
bagian media sehingga inokulum terdistribusi secara merata
kemudian inokulum dibiarkan selama 3 menit - 5 menit agar
kondisi media mengering. Cakram yang telah direndam dengan
kloramfenikol sebagai kontrol positif, cakram yang telah direndam
ekstrak kitolod kosentrasi 25%,50%, dan 75%, serta cakram yang
sudah direndam dengan akuades steril sebagai kontrol negatif

diletakkan pada media yang telah diinokulasikan bakteri
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menggunakan pinset steril dengan jarak antar cakram tidak kurang
dari 24 mm dan jarak antar cakram dengan tepi cawan petri 10
mm — 15 mm. Cawan diletakkan secara terbalik dan diinkubasi

pada suhu 30°C selama 1x24 jam.

Keterangan:

a. Positif : terjadi zona hambat (zona bening) disekitar kertas
cakram.

b. Negatif : tidak terjadi zona hambat (zona bening) disekitar

kertas cakram.

Cara Pengumpulan Data

Data diperoleh dengan cara mengamati ada atau tidaknya zona
hambatan disekitar cakram dari masing-masing konsentrasi dengan
tiga kali pengulangan. Pengamatan pada media dilakukan setelah
24 jam pada masa inkubasi. Diameter zona hambat atau zona
bening yang disekitar kertas cakram merupakan petunjuk kepekaan
bakteri terhadap bahan antibakteri yang digunakan sebagai bahan
uji dan dinyatakan dengan diameter zona hambat. Zona hambat
yang terbentuk di sekitar cakram diukur dengan diameter vertikal
dan diameter horizontal dengan satuan mm (Gambar 5) (Toy et al..,

2015).

Keterangan:

: Zona hambat

: Diameter vertikal
Dh : Diameter horizontal

Dc : Diameter cakram

Gambar 5. Cara pengukuran zona hambat bakteri.
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Diameter zona hambat bakteri diukur dengan rumus sebagai
berikut:

(Dv — Dc) + (Dh — Dc)
2

3.5 Analisis Data

Data hasil penelitian yang diperoleh dianalisis menggunakan aplikasi
Minitab, Analisis data dilakukan melalui analisis ragam pada taraf o = 5%
dan uji lanjut dengan tukey yang digunakan untuk menentukan konsentrasi

ekstrak yang efektif sebagai antibakteri.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan pembahasan hasil penelitian diatas dapat disimpulkan bahwa:

1. ekstrak metanol batang dan daun kitolod berpengaruh terhadap
pertumbuhan bakteri Xanthomonas sp.
2. ekstrak metanol kitolod yang paling baik dalam menghambat pertumbuhan

bakteri Xanthomonas sp. adalah esktrak daun konsentrasi.75%.
5.2 Saran

Uji lanjut perlu dilakukan untuk mengetahui aktifitas ekstrak metanol batang
dan daun kitolod sebagai pestisida nabati dengan mengaplikasikannya secara

langsung pada tanaman terinfeksi.
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