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Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Biji Kapulaga (Amomum compactum) terhadap
Aeromonas hydrophila secara In Vitro

Siska Dyah Kusuma Putri

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu R¢alguan Alam,
Universitas Sebelas Maret, Surakarta.

dengan memanfaatkan biji lagamdraul | ﬁf"'f-,, dilakukan penelitian
lebih lanjut Penelitian mr ertulua untl Nge i ‘aktivitastibakteri dan
mengetahui konsent a@ng “mampu menghambat
bakteriA. hydrophila® :

Ekstrak kapt 1 ;, beftinmleatggunakan tiga pelarut
yaitu n-heksana, efil asetat etanol. Ujisetsvantibe ifmenggunakan metode
difusi cakram denga t J0% uint siaging ekstrak, pelarut, bakteri
tanpa ekstrak untuk k ontroI@g if de m' kontrol positif. Selanjutnya

skdliakeyang diuji 5,71%, 2,70%,

yang zona pengham anfiy etk 48
i fkontmepatif, dan antibiotik

1,35%, 0,68%, 0,34%, 0,179%,
kloramfenikol 3,4%sebagai“kontrol {p  Analisits
Analisis of Variance (ANOVA) dangdilanjutkan’ ujiDuncans Multiple Range Test
(DMRT) taraf 5%. "

Ekstrak biji kapulaga yang dihasilkan dengan pelarbheksana sebanyak 11,1
g, etilasetat 10 g dan metanol 15,1 g. EkstrakKaipulaga dengan pelarut n-heksana,
etil asetat dan metanol dengan konsentrasi 100%gimasilkan rerata zona hambat
berturut-turut 5,25 mm, 6,25 mm dan 5,75 mm. NNHC pada ekstrak etil asetat
terhadapA. hydrophila adalah 2,70 %.

Kata kunci: Antibakteri, ekstrak kapulagaAnfomum compactum), Aeromonas
hydrophila, in vitro



In Vitro Testing of Antibacterial Activity of Extracts Of Seed Cardamom
(Amomum compactum) against by Aeromonas hydrophila

Siska Dyah Kusuma Putri
Biology Department, Faculty of Mathematic and Nat@ciences
Sebelas Maret University

One of the obstacl at hlnder the cultlvatlo phmon freshwater fish is the
presence of pathogemc cteAaro 0 ! ese bacteria cause Motile
Aeromonas Septicemiag( . One &f gainstyMAS onfreaksy fish is the use of
cardamom seedA(nomum compactum). The ( 11"7-/,: this 'study were to know the
antibacterial activity @and g inin oncatidm-of cardamom seed extract that

musing three solvent
vl N . Antavedtacti as coundueted using
disc diffusion method by gle ion axtr solvents, only bacteria
culture without the extract @negatl /ENCORTC Ve ol for chloramphenicol
3,4%. Minimum Conge tratl@n i LY 0 using extracts of the
most widespread inhibitory zoné: T ‘tested 5,71%, 2,70%,

chloramphenicol as a positi i
(ANOVA) and Duncans Multiple'Ran (DMRI)deoé 5%.

Cardamom seed extracted® Dy " xan€, ethylacetdtmethanol as a solvent
were 11,1 g, 10 g and 15,1 g extract respectmeiybltlon zone of 100% cardamom
seed extract with the solvent n - hexane, ethyladeend methanol were 5,25 mm, 6,25
mm and 5,75 mm respectively. MIC values in the/leticetate extract oh. hydrophila
was 2,70%.

Key word: Antibacterial, cardamom seed extradtndmum compactum), Aeromonas
hydrophila, in vitro
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BAB |
PENDAHULUAN
A. LATAR BELAKANG MASALAH
Potensi budidaya ikan air tawar cukup besar ysdkitar 10 ton/tahun.
Pada tahun 2006, ekspor perikanan budidaya di kglarmencapai 1.329 juta

ekitgr B8,9 triliun (Pasaribu,

ton. Nilainya mencapai

2006). Budidaya ika beberapddie. Salah satu
kendala penyeba . alah penyakit. Penyakit
yang menyer sikedda oleh bakteri.
Beberapa onas hydrophila,
Aeromonas SO , §bact um  salmoninarum,
Edwardsiella tarde Studana, 2002).

ton ikan gurame dan 2,1 juta ekor benih gurame ysiag dipasarkan mati
disebabkan oleh penyakit yang disebabkanhydrophila di Lubuk Pandan,
Sumatera Barat (Zainal, 2009).

Motile Aeromonas septicemia (MAS) atau “penyakit merah”, merupakan
penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakt#&rihydrophila. MAS merupakan
penyakit bakterial yang bersifat akut, menginfeksmua umur dan semua jenis
ikan air tawar baik yang dibudidayakan sepertinikaas, lele, patin, nila, dan
gurame maupun ikan yang ada di perairan umum. aindglematian akibat

penyakit tersebut dapat mencapai 80% dalam pesiadg relatif singkat dengan



kerugian ekonomi yang signifikan. Gejala Klinis lzdi infeksi bakteri tersebut
antara lain: warna tubuh puc#iemorrhagic septicemia atau pendarahan yang
meluas di seluruh permukaan tubuh, luka/bondke(), perut busungdfopsy),

sisik terkuak, dan luka pada sirip disertai kenmatidomisi Kesehatan lkan dan

Lingkungan Nasional pada tahun 2006 telah menetapdais penyakit yang

disebabkan oleh infeksi_baktehi pphilaysebagai salah satu penyakit ikan

9, o
- %hydrhila ternyata selain

dnusia menr di'Kanada, Belandaatapihseluruh
A LU ’
Benua Eropa. Menurut Dr. William S

hydrophila menyerang |
waffner, Kep@lapartemen Pencegahan
Penyakit di Vanderbilt University Medical Centerengatakan, jumlahnya yang
terdata sekitar 250 kasus di seluruh Amerika Seriasus yang terjadi masih
langka (Noorastuti, 2012).

Metode yang banyak digunakan untuk menanggulangygiet pada ikan
budidaya adalah pengobatan dengan zat kimia atéictik. Penggunaan terapi
kimiawi dan antibiotik untuk penanganan penyak#énkpada akuakultur telah
mendapatkan kritikan tajam (FAO, 2005). Penangasary dilakukan di tingkat
petani bergantung pada antibiotik seperti oksisgtlim dan hijau malachite

(Jangkaru, 2007). Penggunaan antibiotik secaraeliibdn dan jenis antibiotik



yang tidak tepat mengakibatkan adanya galur resddei bakteri A. hydrophila
dalam budidaya ikan. Muncul masalah lain terkaitgdm antibiotik yaitu masalah
lingkungan seperti pencemaran air, bau antibiotgy mencemari perairan
(Mohammad dan Abasali, 2010).

Resistensi bakteri terhadap obat-obatan merupakdath ssatu proses

untuk geerbangkan toleransi

untuk obat. Penggunaan tumbuhan sebagai obatdiahal sejak zaman nenek
moyang dan telah diwariskan secara turun-temurah.iril dapat dilihat dengan

banyaknya tumbuhan yang berkhasiat di Indonesiarnéh kurang-lebih 1 juta

spesies tumbuhan (Osward, 1995).

Banyak jenis bahan alam mengandung senyawa yasgadbeantibakteri.
Sejumlah bahan alam mengandung senyawa bersifaerisadal (pembunuh
bakteri), dan bakteristatik (penghambat pertumbubeeri). Bahan alam untuk
obat banyak diperoleh di pekarangan rumah dan mditahakan oleh siapa saja

dalam keadaan yang mendesak sekalipun. Kemajuam jpengetahuan dan



teknologi modern ternyata tidak mengesampingkaritiespja peranan bahan
alam tetapi justru saling melengkapi. Hal ini tedbwdari banyaknya peminat
bahan alam (Solikhah, 2009). Beberapa tumbuhan whdisional yang telah
diketahui dapat dimanfaatkan dalam pengendaliarbdgai agen penyebab

penyakit ikan adalah siritP{per betle L.), daun jambu biji Psidium guajava L.),

bulan Juni-Agustu mintaa ] mjad r hari (Yajri, 2009).

S
Mengatasi t ginyagmint A
lain dari tumbuhan b% kapulz hn senyawa yang sama

bentuk ekstrak

kemampuan menghambat aktivitas bakteri gram negaitlu E. coli dengan
menghasilkan zona hambat sebesar 8,0 mm untuk tkivase 250 mg/ml.
Permintaan buah kapulaga ini sangatlah laku kenpasran Indonesia.
Pemakaian ekstrak biji kapulaga sebagai antibakiada ikanbelum
banyak digunakan dan besarnya aktivitas antibakkari bahan-bahan tersebut
belum banyak diketahui. Untuk itu perlu dilakukaengplitian tentang antibakteri

ekstrak kapulaga terhad&phydrophila secaran vitro.



B. PERUMUSAN MASALAH
1. Seberapa besar aktivitas antibakteri dari ekstipkkdpulaga Amomum
compactum) terhadapA. hydrophila secaran vitro?
2. Berapa konsentrasi minimum ekstrak biji kapulagyadmum compactum)

yang mampu menghambat bak#&rhydrophila secaran vitro?

ditf,, ¢
i |am@%an in

S: antibakteri da

atia

i rekstbiji kapulaga

D. MANFAAT

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaatkimengetahui bahwa
biji kapulaga Amomum compactum) merupakan antibakteri alternatif kepada
masyarakat luas yang terkait dengan perikanan. liR@neini diharapkan
memperoleh cara alternatif dalam pengendalian paénikan yang disebabkan
oleh bakteriA. hydrophila yang lebih murah dan mudah. Penelitian ini juga
memberikan informasi mengenai penggunaan ekstrakkdpulaga Amomum

compactum) untuk menghambat bakteki hydrophila.



BAB ||
LANDASAN TEORI
A. TINJAUAN PUSTAKA
1. Kapulaga (Amomum compactum)

a) Deskrips

A. compactum adala

berdasarkan ruang-ruangnya. Buah kapulaga munaulbdéang semu dekat
tanah, dan merayap bersama tandannya yang sepdnjange tanah sekitarnya.
Bagian dalam pada buah terdapat biji yang berbebtd&t telur memanjang.
Kapulaga berbuah pada umur 3 tahun. Permukaahciijidengan kulit tipis dan
beralur agak dalam (Tjitrosoepomo, 1994). Bijikabasar, berukuran 4 mm dan
berbentuk pipih berwarna coklat, pada ujungnydageatarrillus atau selaput biji
yang merupakan lapisan tipis berwarna putih dan pogyai rasa agak manis

(Gambar 1) ( Hariana, 2008).



Gambar 1. Biji kapulaga_ter. ji
Tumbuhan ini M on ' v Iayah jengaenkkehban yang
-/ e

tinggi, curah huja

lebih hangatidan st4 Sf: ugkursangnya 136 hari dalam

setahun. Kap gaju%eny iftempat @gﬁé‘( arnaungi, pada tanah-
tanah dengan pH 5-6,8, dé gan bahganik yang cukup tinggi

’

(Fauziah, 2008).
b) Kandungan
Biji dan buah kapulaga yang dikeringkan mengand@mfo minyak
esensial, yang terutama terdiri dar8-cineol (hingga 70%)/-pinen (16%), o-
pinen (4%), o-terpineol (5%) danhumulen (3%) yang merupakan senyawa
terpenoid, alkaloid dan fenolik. Rimpang dan akegas mengandung minyak
esensial sekitar 0,1%, yang berisi -tiBeol dan alkaloid yang dapat
dimanfaatkan sebagai antibakteri dan antijamur.rba&pulaga juga mengandung
flavanoid, alkaloid dan fenolik. Pada kulit batasgmu terdapat flavonoid,

saponin dan polifenol (Maipiliandaet al., 2008).



2. Aeromonas hydrophila
a) Deskripsi
A. hydrophila diisolasi dari manusia dan hewan pada tahun 19&Kte
ini adalah yang paling terkenal dari enam spe&asmonas. A. hydrophila juga

sangat tahan terhadap berbagai antibiotik tertekkorin, dan suhu dingin

(Aberoum, 2010)A. hydr' 11 akansbakteri gram negatif, aerob fakultatif

(Gardeet al., : 10@teri ini” biasafiya terdﬁt di
/G ) 2 N\
saluran gas intest%-ikan yan hat. Ba@a terdapat pada makanan

seperti ikan, susu, da@aglng ‘ ey et@ Bakteri ini memiliki inang

0,3-1,0 um (Gambar 2A), hidup pada suhu optimat 28°C (Colleet al., 1996).
Koloni bakteri A. hydrophila pada media agar bermveaputih kekuningan, bentuk
bulat cembung dan reaksi katalase positif (GamBar Rakteri ini senang hidup
di lingkungan perairan bersuhu 15-30° C dan pHrartieb-9 (Gufran dan Kordi,
2004).

A. hydrophila terdapat di perairan tawar atau lat. hydrophila tahan
terhadap penisilin, sefalospoyidan eritromisin Siproflosakin secara konsisten

aktif terhadap straiA. hydrophila di Amerika Serikat dan Eropa (Rahman, 2008).



B

Bakteri A. hydrophila dapat menyebabkan infeksi pada ikan nila
(Oreochromis niloticus), infeksi pada ikan leléClarias sp.) dan infeksi pada
insang ikan masdyprinus carpio) (Mohammadet al., 201Q. A. hydrophila telah
ditemukan pada berbagai jenis ikan air tawar dam ikaut dan merupakan
organisme oportunis karena penyakit yang disebalbkewabah pada ikan-ikan
yang mengalami stres atau pada pemeliharan deraghat febar tinggi. Serangan
bakteri ini bersifat laten (berkepanjangan), segnggdak memperlihatkan gejala
penyakit meskipun telah dijumpai pada tubuh ikaeraSgan bakteri ini baru
terlihat apabila ketahanan tubuh ikan menurun akgtees yang disebabkan

menurunnya kualitas air, kekurangan pakan ataungaman ikan yang kurang
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baik. Banyak pandangan yang berbeda tentang peesay yepat dariA.
hydrophila sebagai patogen pada ikan.

Beberapa peneliti menetapkan bahwa organisme imyahasebagai
penyerang sekunder pada inang yang lemah, sedargitpéain menyatakan

bahwaA. hydrophila adalah suatu patogen utama ikan air tawar. Kondisi

dicirikan oleh adanya AQIKI wsisik,, dahaemorrhagic septicemia.

Haemorrhagic septicemia menut i@mﬁi 75% dari seluruh permukaan tubuh
ikan. Hal itu a MD ' gké%iang Hinggi (Brooks e al.,
2005) ) >

drophilabervariasi. Pada umumnya

gejala berupa warna tubuh ikan menjadi gelap, kgpo@am berenang menurun,
mata ikan rusak dan sedikit menonjol, insang beraanerah dan sisik terkuak

(Sanoesi, 2008).

Gambar 3Haemorrhagic septicemia akibatA. hydrophila pada ikarCyprinus
carpio (tanda lingkaran) (Sanoesi, 2008).
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c) Patogenitasdan virulens
Patogenitas merupakan kemampuan mikroorganisme umémyebabkan
penyakit pada inang, sedangkan virulensi adalahjatepatogenesis dari suatu

mikroba. Tingkat virulensi suatu mikroba dapat mekat karena adanya

beberapa faktor meliputi produksi toksin, kemampuo@kroba melawan sistem

dengan menggunakan tesvivo danin vitro dengan menggunakan model hewan
yaitu ikan air tawar seperti ikan lele dumb@ldrias gariepinus), ikan mas

(Cyprinus carpio), dan gurami@sphronemus gouramy) (Octtavianiet al., 2011).

d) Penggunaan Antibakteri untuk Menanggulangi Penyakit pada lkan
Antibakteri adalah zat yang dapat mengganggu pémtien atau bahkan
mematikan bakteri dengan cara mengganggu metal®lsikroba. Antibakteri

biasanya digunakan untuk menghambat pertumbuharobaikpatogen. Mikroba
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patogen dapat berbahaya karena kemampuan mengirdaks menimbulkan
penyakit (Jawetzt al., 2005)

Berdasarkan daya kerjanya, antibakteri dibagi nuengaua kelompok,
yaitu antibakteri bakteriostatik dan antibaktedakterisidik. Kelompok
pertama menghambat pertumbuhan dan perkembargkberi, kelompok

kedua bekerja mematik Ddserja ini  nampaknya

berkaitan ~ dengan ! mekanis

-/
en@at Si

&S
tel

eri betseMekanisme kerja

menghambatsintes

Cara ini memiliki dam "nég

bakteri. Resitensi mikroba merupakan masalah iddal epidemologi yang
menggambarkan ketahanan mikroba terhadap antibtetilentu yang berupa
reseistensi ilmiah. Resistensi ini karena adany@ofaR pada sitoplasma
(resistensi ekstrakromosomal) atau resistensi karpamindahan gen yang
resistensi atau faktor R atau R-plasmid. Antibidbiksanya diberikan melalui
makanan, perendaman atau penyuntikan sehinggddu antibiotik dapat
terakumulasi pada ikan. Antibiotik yang sering digkan untuk pengobatan ikan
adalahampisilin, karbenesilin, kloramfenikol, kanamissireptomisin, tetrasiklin

dan ritamisin (Kaskhedikar dan Chhabra, 2010).
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Berdasarkan penelitian Mariyono dan Sundana (20€%) zona hambat
yang ditimbulkan oleh antibiotik kloramfenikol texthap A. hydrophila dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan baik. Peambklioramfenikol sebesar
5 ppm telah dapat menghambat pertumbulahydrophila. Namun, demikian,

pemakaian kloramfenikol harus hati-hati, karena ibasttk yang ampuh

mempunyai efak sampi pada ' epejtlgian insang. Selain itu,

penyalahgunaan at penggu %”ﬁ%s yang tidait tgpat menimbulkan
resistensi terha ap an ersebut. %

asalahan terseﬁ perlibalan obat alternatif

@sistensi, dalatif tidak berbahaya

terhadap lingkungan sekitarnya (Grandiosa, 2010).

3. Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Difus
Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengantode difusi dan metode
pengenceran (dilusipisc diffusion test atau uji difusi cakram dilakukan dengan
mengukur diameter zona benifgear zone) yang merupakan petunjuk adanya
respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh seattawa antibakteri dalam
ekstrak. Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaamgitivitas yaitu 1810° cfu/ml

(Hermawaret al., 2007).
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Metode difusi merupakan salah satu metode yanggeadigunakan untuk
uji aktivitas antibakteri. Metode difusi dapat d#ilkkan dengan 3 cara yaitu
metode silinder, metode lubang/sumuran dan metalleam kertas (Kusmayati
dan Agustini, 2007).

Metode lubang/sumuran yaitu membuat lubang padapegtat yang telah

diinokulasi dengan bakteri miah dan ak lubdisgsuaikan dengan tujuan

dalam cakram kertas. Cakram kertas yang mengandahgn tertentu ditanam
pada media perbenihan agar padat yang telah dicademngan mikroba yang
diuji, kemudian diinkubasikan 35°C selama 18-24 .jatona jernih di sekitar
cakram kertas diamati untuk menunjukkan ada tidakpgrtumbuhan mikroba.
Selama inkubasi, bahan uji berdifusi dari cakramaescke dalam agar-agar itu,
sebiji zona inhibisi dengan demikian akan terbenfdiameter zona sebanding
dengan jumlah bahan uji yang ditambahkan ke calkaras. Metode ini secara

rutin digunakan untuk menguji sensitivitas antilkiaintuk bakteri patogen.
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4. Minimum Inhibitory Concentration (M1C)
Pengujian MIC dilakukan dengan metode dilusi (pewcgean). Prinsip
metode pengenceran adalah senyawa antibakteri edienc hingga diperoleh
beberapa macam konsentrasi. Dalam uji ini diperuk@spensi mikroba uji yang

dimasukkan dalam medium. Mikroba uji dimasukkaradaimedium yang berisi

yang masih

2007).

Industri perikana ‘
oleh serangan infeksi bakteri, salah satunya adalahydrophila. Selama ini
penanganan A. hydrophila dengan menggunakan atikibi Penggunaan
antibiotik dapat menyebabkan resitensi terhadapebatersebut dan toksik bagi
lingkungan. Cara alternatif untuk mengatasi maselahdalah dengan pemberian
ekstrak kapulaga. Ekstrak ini diduga dapat menglaampbrtumbuhan bakteri A.

hydrophila . Kerangka Pemikiran secara skematsajiedalam Gambar 4.
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Pemberian
antibiotik

Biji Kapulaga Produksi Ikan
menurui
Terpenoid, Kendala budidaya
flavonoid, saponin, ikan
dan polifenol
‘L A
Aktivitas Infeksi bakteri

antibakter W ﬁﬂm A. hydrophila

Uji Aktivitas antibakteri £
Metode difusi cakram dan dilus =

Pengobatan
alternatif pada ikan

Gambar 4. Alur Kerangka Penaikir

C. HIPOTESIS

Resistensi dan
masalah
lingkungan
seperti
pencemaran
lingkungan

Ekstrak n-heksana, etil asetat atau metanol kapukaga Amomum

compactum) mampu menghamba®eromonas hydrophila secarain vitro.

Minimum inhibitory concentration (MIC) akan dapat ditentukan diantara

konsentrasi—konsentrasi ekstrak biji kapulaga yginpg,.




BAB |11
METODE PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desembet 2@inpai Maret 2012

bertempat di Laboratorium Biologi FMIPA dan Sub bedtorium Biologi UPT

Laboratorium MIPA Pusa

asetat dan n-heksana, cakram kertas, kloramfenikol.

2. Alat
Alat yang digunakan untuk membiakan bakteri: erlepen 50 ml, tabung
reaksi,shaker, Laminar Air Flow (LAF), inkubator, cawan petri, bunsen burner,
jarum ose, mikropipet 100L-1000 uL dan mikropipet 2QL-200 pL. Alat yang
digunakan untuk ekstraksi: blender, toples maserasen, corong pisah,
erlenmeyer, danotary evaporator. Alat yang digunakan untuk uji penghambatan

dengan pengukuran zona bening: jangka sorong, cpetain mikropipet 10Q:L-

17
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1000 uL dan mikropipet 2QuL-200 uL. Alat yang diperlukan untuk penentuan

MIC: Seperangkat alat spektrofotometer, dan talveagsi.

C. Carakerja

1) Pembuatan Serbuk Biji Kapulaga

kapulaga 550 g dilarutkan dalam n-heksana sampendam semua (+2,5 liter),
dikocok dan dibiarkan selama 24 jam. Ekstrak digpdan diambil filtratnya.
Selanjutnya, ampas dilarutkan dengan pelarut sétaa sampai terendam semua
(2,5 liter), dikocok, dan dibiarkan selama 24 jdakstrak disaring dan diambil
filtratnya. Selanjutnya, ampas dilarutkan dengdarpé metanol sampai terendam
semua (x 2,5 liter), dikocok, dan dibiarkan selé2gam. Masing-masing filtrat
dipekatkan dengan cara dievaporasi dengan suhu BidYga diperoleh ekstrak
agak kental (Lampiran 7b dan 7c). Ekstrak agak dtemliuapkan untuk

menghilangkan pelarut dan diperoleh ekstrak yarghlkental. Konsentrasi
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ekstrak dibuat dengan menambahkan CMC 0,1% sesngiad konsentrasi yang

diinginkan.

3) Penyiapan Media untuk Pertumbuhan Bakteri.

Komposisi TSBpeptonase from casein 17,0 gr,peptone from soymeal 3,0

dalam 10 ml media TSB digoyangkan di ashaker pada kecepatan 120 rpm
selama 24 jam sampai media menjadi keruh. Kemu8lianl biakan bakteri

tersebut dipindahkan ke dalam 5 ml media TSB, dikak pengenceran berseri
sebanyak 5 tabung yang berisi media TSB sehinggeraleh perbandingan 1:
1/2: 1/4: 1/8: 1/16 (Lampiran 9a). Masing-masingutag reaksi yang berisi media
dan biakan bakteri diamati dengan spektrofotonmedeia panjang gelombang 595
nm. Setelah diketahui nilai OD, 1 ml biakan baktétumbuhkan ke dalam 9 ml
garam fisiologis 0,85% dalam tabung reaksi dan mithgenkan dengaxortek

engenceran 10. Biakan bakteri diambil 1 ml dari pengenceran®i@an
(peng b peng
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dimasukkan ke dalam garam fisiologis 9 ml dalamutap reaksi lain
(pengenceran 1. Seri pengenceran dibuat sampai pengencerdr(lidmpiran
9b). Masing-masing biakan dalam tabung reaksi diamb@ 0 biakan bakteri
diteteskan pada media TSA dalam cawan petri datadtian dengan batang kaca

penyebar selama 48 jam kemudian diinkubasi dengdnu £9°C . Setiap

an pagsan petri yang berbeda (2
a head plate. Jumlah bakteri dihitung
=4

jika jumlah kolgni yan ara @ g memenuhi syarat 30-

volume suspensi yang seDaps Kurve ndar dapetaleh dengan nilai regresi
y = bx+ a, dengan y= nilai absorbansi, x =jumlarbsdteri.
5) Pembuatan Kurva Pertumbuhan A. hydrophila

Pembuatan kurva pertumbuhan dilakukan untuk mehgetéase log
bakteri sehingga dapat diketahui waktu yang tepdti yase log untuk melakukan
uji aktivitas antibakteri terhadaf. hydrophila. Pembuatan kurva pertumbuhan
dilakukan dengan cara memindahkan satu ose bib&kieri ke dalam 10 ml
media TSB kemudian digoyangkan diatsmker dengan kecepatan 120 rpm
dalam suhu 29°C selama 24 jam. Setelah inkubagar24 5 ml biakan bakteri

tersebut dipindahkan dalam 95 ml media serupa de&udnilai absorbansi setiap
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2 jam selama 24 jam pada panjang gelombang 595 emgatt menggunakan
spektrofotometer sehingga didapatkan nogtical density (OD). Media steril
digunakan sebagai blangko. Kurva pertumbuhan dikamt dengan plot antara

waktu dan log jumlah bakteri per ml (Grandiosa, @01

6) Penyiapan Biakan Bakteri

i, Biakar éékya digunakan untuk uji

vakterizpada _._.' dengan kepadatan

) didepa dari kurva

kapulaga dengan pelarut n-heksana, etil asetatnétenol masing-masing dengan
konsentrasi 100%, pelarut n-heksana, etil asetagtanol, CMC 0,1%, biakan

bakteri sebagai kontrol negatif dan kloramfenik@% yang digunakan sebagai
kontrol positif.

Cakram kertas ditetesi dengan larutan uji, dikemmggnkan kemudian
ditetesi kembali dengan ekstrak sampai ektrak ytargerap sebanyak 5pl.
Dengan pinset steril, bulatan cakram kertas yaladp teering tersebut dilekatkan
dalam media TSA dalam cawan petri yang sebelumelgd diinokulasi dengan

0,1 ml suspensi bakteri dengan kerapatan sekitarséldml. Kemudian biakan
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disimpan dalam lemari pendingin selama + 2 jam gwases difusi ekstrak

kapulaga berjalan dengan baik. Setelah itu, kasetur cawan petri diinkubasi

pada suhu 29°C selama 24 jam. Pengujian ini dilakwengan empat ulangan.
Pengamatan penghambatan pertumbuhan bakteri didakutengan

mengukur diameter zona jernih di sekitar cakramasedengan menggunakan

2005). Ekstrak yan menunju %
e N)

konsentrasi 5,41%, 2,70%, 1,35%, 0,68%, 0,35%,9%,{{3/v), dan 0% sebagai

kontrol negatif, antibiotik kloramfenikol sebesajd% sebagai kontrol positif.
Nilai absorbansi ekstrak biji kapulaga dengan kotrasi 5,41%, 2,70%, 1,35%,
0,68%, 0,35%, 0,17% (b/v), tanpa bakteri diukur ddigunakan sebagai
pembanding. Penentuan MIC dilakukan dengan metibals/dengenceran, media
yang digunakan adalah TSB.

Sebanyak 10 ml TSB ditambahkan pada setiap tabjin§ejumlah 400
ul eksrak tiap konsentrasi dan 400 pl kultur baldengan kepadatan %ac?

cfu/ml dimasukan ke dalam tabung reaksi berbeda. Ekstmaking-masing
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konsentrasi sebanyak 400 pl ditambahkan dalam am@@B steril untuk

digunakan sebagai pembanding. Perlakuan tersebnggueakan lima ulangan.
Pengamatan MIC dilakukan dengan melihat adanya rikbke pada media
sebagai indikasi adanya pertumbuhan bakteri se@lajam inkubasi pada suhu
29°C dan bila medianya bening diindikasikan adgrgrmghambatan pertumbuhan

bakteri.

Analisis data meliputi secara statistik dendamalisis of Varians (ANOVA)

dan dilanjutkan uji Duncans Multiple Range Test (RW) taraf 5%.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Komponen Bioaktif pada Biji Kapulaga
Pemisahan komponen bioaktif biji kapulaga denganggunakan metode

ekstraksi bertingkat dengan menggunakan pelarueksdana, etil asetat dan

metanol. Maserasi 550 _g.besai gebijiskapulagenghasilkan ekstrak kental

sebanyak 2,018% nggunak %ﬁ%n-heks n8%, h&nggunakan pelarut
~ i .
etil asetat, dan ,745& HTb massa awal. Ekstrak

@

kental dari masing- g pel
Tabel 1. Berat dan faksi bertingkat biji
kap @sanol
Metanol
Berat Ekstrak(g) 15,19

Warna Ekstrak

" Coklat kehitaman Hitam Kecoklatan

Pelarut yang digunakan untuk maserasi adalah samek etil asetat dan
metanol. Ekstraksi dengan pelarut n-heksana iniakdgundkan untuk menarik
senyawa—senyawa yang bersifat nonpolar alami teaisenyawa-senyawa lilin,
minyak nabati dan sebagian minyak atsiri yang tetkag dalam biji kapulaga.
Ekstraksi dengan pelarut etil asetat dimaksudkankumenarik senyawa-senyawa
semi polar seperti alkaloid yang terkandung dalgikapulaga. Pelarut metanol
digunakan untuk menarik senyawa-senyawa polar sefegolik, karbohidrat,

asam amino dan protein yang terkandung dalam bBpulaga. Proses maserasi

24
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perlu disertai dengan pengadukan agar terjadiak$eryang merata antara cairan
penyari dengan seluruh permukaan masing-masingls€eldn maserat dapat lebih
homogen. Pengadukan juga dapat menimbulkan sirksgésnga ekstraksi dapat
berlangsung optimal. Pelarut akan mengalir secanaldng-ulang ke dalam

serbuk. Perpindahan pelarut dari konsentrasi tilkggkonsentrasi rendah tidak

a demgan ubterssenyawa yang

Maserasi dengan n eksana, &il@%dan tiliaklkan dalam waktu 24
~ J i

(Stelechocarpus buharol) rendemen maserasi dengan pelarut metanol sebanyak
18,76% (Sumartini, 2008). Jika dibandingkan dendaasil maserasi biji
belimbing dengan menggunakan pelarut metanol readeya hanya sekitar 1,41

% (Sukadana, 2009). Rendemen maserasi biji kapuleggan pelarut n-heksana,
etil asetat dan metanol lebih besar. Hasil rendemaserasi untuk biji dan biji
sangat kecil dibandingkan dengan maserasi bagigiabdain pada tumbuhan
seperti daun atau akar. Perbedaan rendemen daki mhaserasi dikarenakan

perbedaan kandungan senyawa aktif yang terkanduatgmd simplisia dan
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kemampuan pelarut untuk mengambil kandungan senwkivayang berada di
dalam suatu simplisia.
B. Kurva Standar A. hydrophila
Penentuan kepadataf. hydrophila yang mampu mencapai aktivitas

antibakteri dilakukan dengan membuat kurva sta#ddaydrophila. SuspensiA.

hydrophila diukur nilai a jang gelomt#@tgnm sehingga

dan 10b) dibuat kﬁ@tand hydrophila seh@a diperoleh persamaan y=

1,625x — 11
Tabel 2. Nilai ung cawan
Pengenceran oD Jumlah bakteri Log jumlah
Tabung ke- bakteri
1 2, 4724 6 x 10 8,778
2 1, 9631 3x10 8,477
3 1, 3510 1,5 x 16 8,176
4 0, 8876 7,5 x 10 7,875

5 0, 5846 3,75x 16 7,574
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y=1.625x-11.83

2.5 R*= OV
2 /
1.5

*

oD

0.5

7.4 7.6 7.8 8 8.2 8.4 8.6 8.8 9

log konsentras sel bakteri (cfu/ ml)

kepadatan 10cfu/ml, ikan uji telah mengalami kematian sebes@¥5dalam

waktu 96 jam ( Mangunwardoya al., 2010). Berdasarkan kurva standar tersebut,
kepadatar®. hydrophila sebesar 1010° cfu/ml dicapai pada nilai OB 1.
C. Kurva Pertumbuhan A. hydrophila
Pengukuran kurva pertumbuhan dalam penelitiandigunakan untuk
mengetahui fase log dari pertumbuhan bakteri yaagtimya akan digunakan
untuk uji aktivitas antibakteri. Pengukuran nilaD@®.. hydrophila dilakukan pada
panjang gelombang 595 nm dan dilakukan 2 jam sek#dima 24 jam (Lampiran

1). Dari pengukuran OD diperoleh kurva pertumbusegperti pada Gambar 6.
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Gambar 6. .Kurva P unﬁh ydropésela 24 jam.
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Gambar 7. Konsentrasi sel bakteri dalam waktu 84 ja
Dari kurva pertumbuhaA. hydrophila dapat diketahui bahwa pada jam ke
10 terjadi kestabilan nilai OD karena telah memafasge stasioner. Berdasarkan

kurva pertumbuhan ditentukan bahwa bakteri yangirdigan untuk inokulum
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berumur 6 jam dengan kepadatan 1,29 £ &@/ml (Gambar 6 dan 7) dan
(Lampiran 2). Menurut Schlegel dan Schmidth (1994yja fase lag pertumbuhan
bakteri berlangsung lambat karena bakteri harusaimberadaptasi dengan

medium baru.

Pada fase log pertumbuhan bakteri berlangsupgt ¢@rena ketersediaan

D. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Biji Kapulaga terhadap Pertumbuhan
A. hydrophila
Ketahanan mikroorganisme terhadap suatu antibaki@pat dilakukan
dengan pengujian menggunakan antibiotik komerdatode ini dikembangkan
oleh Kirby-Bauer dikenal dengdfirby-Bauer Disk Method. Prinsip kerja metode
ini yaitu kemampuan difusi antibiotik yang dibemkpada suatu cakram kertas
untuk menghambat pertumbuhan mikroorganisme ujapaddium kultur (Atlas

et al., 1984). Hasil uji antibakteri ditandai dengarbtertuknya zona hambat oleh
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adanya pengaruh ekstrak n-heksana, etil asetatndtamol biji kapulaga pada

hydrophila dapat dilihat pada Gambar 8 dan 9.

Gambar 9. Zona penghambatan antibakteri pelatuadep bakterh. hydrophila:
(a) Pelarut n-heksana (c) Pelaretanol
(b) Pelarut etil asetat (d) Pel®&@MC 0,1%
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Ukuran zona hambat yang terbentuk di sekitar arakikertas pada

mikroorganisme uji tergantung pada beberapa faki@ktor ini antara lain, adalah

densitas dan viskositas medium kultur, kemampu#ursidantibiotik, konsentrasi

antibiotik pada cakram kertas, sensitivitas mikgamisme uji terhadap antibiotik

dan interaksi antara antara antibiotik dan medigtiag et al., 1984). Selain itu

Perlakuan

Diameter Zona Hambat (mm)

Pelarut n-heksana
Pelarut etil asetat
Pelarut metanol
Pelarut CMC 0,1%
Ekstrak n-heksana
Ekstrak etil asetat
Ekstrak Metanol
Kloramfenikol 3,4%
Tanpa perlakuan

Oa
0,75
oa

Oa

5, 28
7,00 *
5,75
55

0

Keterangan: : * : Diameter zona hambat terbesar

Angka-angka pada kolom yang sama yang didampirgh bluruf
yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata padekigparcayaan

95%
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Menurut Davis dan Stout (1971) ketentuan kekuatagadantibiotik-
antibakteri sebagai berikut: daerah hambatan 20atam lebih termasuk sangat
kuat, daerah hambatan 10-20 mm kategori kuat, ddermbatan berukuran 5-10
mm dikategorikan sedang, daerah hambatan 5 mmkatang termasuk kategori

lemah.

aunjukkan bahwtatkbiji kapulaga

dengan ekstrak n-he '. sana, eti an metaapoiiliki daya hambat yang
=4

sedang terhadap bakt ilag %5 -6,25

ekstrak B@apu ga dengan pelarut etil

mm setelah dikurangi

Hasil penelitian Muliaet al., (2011) menyatakan bahwa ekstrak biji
mengkudu dengan pelarut etil asetat terhadap lbaktbydrophila memiliki daya
hambat sedang sebesar 6,02 mm untuk konsentra8i rhg/ml. Penelitian
Maipiliandri  (2008) menyatakan bahwa ekstrak bijapklaga memiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri gram negatjf. Kijpulaga dengan
pelarut metanol memiliki daya hambat sedang teghhakteriE. coli sebesar 8,0
mm untuk konsentrasi 250 mg/ml.

Ardiansyah (2007) mengatakan bahwa secara umum niseka

penghambatan mikroorganisme oleh senyawa antimakdatpat disebabkan oleh
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beberapa faktor yaitu gangguan pada senyawa pemydsuding bakteri,
peningkatan permeabilitas membran sel yang dapatyebabkan kehilangan
komponen penyusun sel, menginaktivasi enzim, dairwesi atau kerusakan
fungsi material genetik.

Mekanisme pertama mengganggu pembentukan dindingnsikanisme

ini disebabkan karena adanyase ulasiskomponeafiléip yang terdapat pada

Mekanisme ketiga menginvasi enzim, mekanisme yanrgadi menunjukkan
bahwa kerja enzim akan terganggu dan mempertahdtétangsungan aktivitas
antimikroba, sehingga mengakibatkan enzim akan makaa energi dalam
jumlah besar mempertahankan kelangsungan aktiyaagkkibatnya energi yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan menjadi berkurangnggja aktivitas mikroba
menjadi terhambat atau jika kondisis ini berlangsiama akan mengakibatkan
pertumbuhan mikroba terhenti (inaktif). Efek sengavantimikroba dapat
menghambat kerja enzim jika mempunyai spesifiimsgysama antara ikatan

komplek yang menyusun struktur enzim dengan kompaeeayawa antimikroba.
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Mekanisme keempat menginaktivasi fungsi materiaetig, komponen bioaktif
dapat mengganggu pembentukkan asam nukleat (RNAYNEX), menyebabkan
terganggunya transfer informasi genetik yang satagp akan mengiaktivasi atau
merusak materi genetik sehingga terganggunya prgesabelahan untuk

pembiakkan.

 dijadikan

n serta
> Neat i,
yang diduga berpera gai zal an%

perbedaan aktivitas d| hakte
Kloramfenikol sebagai kontrol positif dalam peti@h ini digunakan
karena merupakan salah satu antibiotik yang digamakntuk mengendalikan
pertumbuhanA. hydrophila. Kloramfenikol mampu bergabung dengan subunit
ribosom sehingga menghambat sintesis protein (Breiodd., 2002; Noga, 2000).
Ekstrak kapulaga dengan pelarut etil asetat derdgas zona hambat
terhadap pertumbuhan baktérihydrophila berbeda nyata dibandingkan dengan
perlakuan ekstrak biji kapulaga dengan pelarut nwdtalan n-heksana pada
tingkat kepercayaan 95%. Perlakuan ekstrak biji kapulagagate pelarut n-

heksana dan metanol tidak berbeda nyata. Ekstribikasetat memberikan
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penghambatan tertinggi. Hal ini berarti senyawa gygmaling baik untuk
penghambatan pertumbuhan baktéri hydrophila adalah semi polar seperti
alkaloid. Senyawa ini diduga sebagai senyawa akitoha dikarenakan
mempunyai sifat sebagai pengkhelat/pengikatan semyiaerefek spasmolitik.

Efek spasmolitik dapat mengerutkan dinding $elhydrophila sehingga sel

perkiraka garuhi_haarbéerhadap pertumbuhan
A. hydrophila. Kemawz - i i untuk menghambatan

(metanol) dan nonpolar (n-heksana). Sifat hiddofdiperlukan untuk menjamin

senyawa dapat larut dalam fase air yang merupahkapat hidup mikroba, tetapi
senyawa yang bekerja pada membram sel yang hidkofiodmerlukan pula sifat
lipofilik, sehingga senyawa antibakteri memerlukeeseimbangan hidrofobik-
lipofilik untuk memperoleh aktivitas yang optimum.

Alkaloid dapat mengganggu bakteri dengan cara rnerguerotoplasma,
merusak dan menembus dinding sel serta mengendapkdein. Komponen
alkaloid juga dapat mendenaturasi enzim yang bggiamg jawab terhadap

perkembangbiakkan spora atau berpengaruh terhadep amino yang terlibat
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dalam perkembangbiakan. Senyawa alkaloid yang mamgnginaktifkan enzim
essensial di dalam sel mikroba meskipun pada ktraseryang sangat rendah.
Senyawa alkaloid mampu memutuskan ikatan pepikioglsaat menerobos

dinding sel. Ikatan peptidoglikan ini secara mekamemberi kekuatan pada sel

bakteri. Jenis bakteri yang digunakan adalah bagtam negatif dengan dinding

zona hambat. Hal ini mengindikasikan bahwa konyofy digunakan tidak
mempengaruhi hasil penelitian. Sedangkan padaypettit asetat terdapat zona
hambat meskipun tidak terlalu besar. Hal ini mediasikan bahwa kontrol yang
digunakan mempengaruhi uji aktivitas antibakterskigun sedikit. CMC dalam
penelitian sebagai pelarut tidak mempengaruhi hpsiielitian. CMC adalah
derivat dari selulosa. CMC dapat diuraikan secaobodi oleh berbagai macam
bakteri aerob maupun anaerob. Hasil penguraianeyaph fragmen CMC yang
lebih kecil dari gula. Selain itu, struktur moleKOMC terlalu beasr untuk dapat

menetrasi dinding sel bakteri. Ekstrak biji kapalagengan pelarut etil asetat
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diujikan lebih lanjut untuk mengetahui besarnyaainiMinimum Inhibitory
Concentration (MIC).
E. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Pengujian aktivitas antimikrobia dari ekstrak edgetat biji kapulaga

dengan menggunakan metode kontak langsung antdtaribA. hydrophila

Berdasarkan Sherlockt al (2010), pengamatan terhadap nilai MIC dengan
menggunakan nilai absorbansi merupakan konserigesidah pada ekstrak uji
yang mana hasil penghambatan 100% terhadap perhambsuatu organisme.
Formulasi persentasi penghambatan: 1-(OD Uji/ODtkbn

Nilai MIC dipengaruhi oleh bakteri uji yang diguraak jumlah inokulum
yang digunakan, komposisi dari kultur media, walkikubasi, kondisi inkubasi
seperti suhu, pH, dan aerasi. Nilai MIC dilihat id@ngkat kekeruhan tabung

dapat dilihat pada Gambar 10 dan 11.



Gambar 10 ekerugaj jIMIC bljl al dengan pelarut etil
asetat ter dro
(a) Media | 41% &3 (g)[Ekstrak 0,68%
(b) Tanpa perlaku an » 2 70@ () Eksa4%
(c) Kloramfenikol 3,49 (i) Bkak 0,17%

Gambar 11. Media dan ekstrak biji kapulaga dengdarpt etil asetat tanpa
bakteri

(a) Ekstrak 5,41% (c) Ekstrak 1,35% ) Ekstrak 0,34%

(b) Ekstrak 2,70% (d) Ekstrak/0,68%  (RsEak 0,17%
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Uji penghambatan ekstrak biji kapulaga terhadaphydrophila dengan
melihat tingkat kekeruhan media, untuk ekstrak %412,70%, 1,35%, dan
kloramfenikol dapat menghambat bakteri ditunjukki@mgan gejala bening pada
media. Untuk ekstrak konsentrasi 0,68%, 0,34% dami% menunjukkan gejala

kekeruhan (Gambar 11). Tabung reaksi ekstrak thagteri dan media tidak ada

0,68%, 0,34% dan

besarnya cahaya dalam spektofotometer yang diséehpsel dalam kuvet, yang
berbanding lurus dengan jumlah sel tersebut. Hasigukuran nilai absorbansi

ekstrak biji kapulaga terhadap. hydrophila dapat dilihat padarabel 4 dan

Lampiran 5.
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Tabel 4. Nilai absorbansi pada uji MIC ekstrak asktat biji kapulaga terhadap
bakteriA. hydrophila

Konsentrasi Perlakuan (OD) Selisih Persentase Aktivitas
Ekstrak Bakteri Tanpa bakteri (OD) penghambatan

5,41% 0,1417 0,1415 0,0002 99,969 Menghambat
2,70% 0,1677 0,1638 0,0039 99,78% Menghambat
1,35% 0,2124 0,1365 0,0759 95,87% -
0,68% 0,3333 0,1300 0,2033 88,969 -
0,34% 0,8386 0,1245 0,7141 61,269 -
0,17% 1,6559 0,1238 1,5321 16,89% -

Tabel 5. Nilai ¢

Perlakuan Pgrsentase pendizam
Kloramfenikol 85,94%

Bakteri -
Keterangan: Angka-angka I ang sama yatagngingi oleh huruf

I berbeda nyata padaf tara
kepercayaan 95¢
Pertumbuhan bakteri dapat diketahui denganyadeekeruhan pada media.
Jumlah bakteri dapat diukur dengan cara menget&bkeruhan (turbiditas)
kultur. Semakin keruh suatu kultur, semakin banymhklah selnya. Cahaya yang
dipancarkan pada spektrofotometer akan mengenaebaigga sebagian cahaya
akan diserap dan sebagian lagi diteruskan. Banyakajaya yang diabsorbsi

sebanding dengan banyaknya sel bakteri pada batas-bertentu (Purwoko,

2007).
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Nilai MIC ditentukan berdasarkan dari konsenttastndah dengan nilai OD
yang paling kecil. Nilai OD yang terkecil menyatakadanya penurunan nilai
absorbansi yang berarti terjadi penurunan jumldlsstelah inkubasi. Nilai OD

terbesar menunjukkan adanya peningkatan nilai Bbssr yang masih terdapat

pertumbuhan bakteri. Masih adanya pertumbuhan baktenunjukkan bahwa

terhadap pertumbuhan bakteh hydrophila pada tingkatkepercayaan 95%
terhadap ekstrak 1,35%, 0,68%, 0,34% dan 0,17%e({Té4bdan Lampiran 5).
Hasil pengukuran OD nilai MIC biji kapulaga terhpdaertumbuhanA.
hydrophila tercapai pada konsentrasi 2,70%.

Aktivitas bakteriostatik ekstrak etil asetaji kapulaga dinyatakan dalam
nilai MIC, yaitu pada konsentrasi minimal yang mejukkan aktivitas
penghambatan pertumbuhan bakteri. Ekstrak etilabdgfi kapulaga dengan
konsentrasi 2,70% lebih baik jika dibandingkan dengkloramfenikol.

Kloramfenikol memiliki persentasi penghambatan 8%9sedangkan ekstrak etil
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asetat biji kapulaga dengan konsentrasi 2,70% mamgnghambat pertumbuhan
bakteriA. hydrophila sebanyak 99, 78%.

Jika dibandingkan dengan nilai MIC ekstrak tanar@m, seperti ekstrak
etil asetat bunga kecombrang nilai MIC ekstrakhadap E. coli dan S
typhimurium adalah 4 mg/ml ( Naufalin, 2005) dan ekstrak jintéam terhadap

Grandiosa, 2010ai MIC pada




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A.Kesimpulan

. Ekstrak biji kapulaga yang memiliki aktivitas peaghbatan terbesar terhadap

A. hydrophila adalah ek

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk metadgeli mekanisme
penghambatan senyawa antibakteri ekstrak etil tabgtakapulaga terhadap
bakteri uji secara pasti dengan metaue vo.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada badan pada tanaman kapulaga

seperti akar, rimpang, batang dan bunga.
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