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INTISARI

Usaha perikanan di Indonesia telah berkembang pesat terutama bidang
budidaya ikan hias maupun konsumsi. Saprolegnia sp. merupakan penyebab
penyakit saprolegniasis yang menyebabkan kerugian secara ekonomis pada
budidaya ikan karena dapat mengakibatkan gagal panen. Upaya pencegahan dan
pengobatan yang umum dilakukan pada ikan-ikan yang terkena penyakit ini
adalah menggunakan obat-obatan kimia seperti malachite green, methylene blue,
dan lain-lain. Akan tetapi penggunaan bahan kimia cenderung tidak ramah
lingkungan. Oleh karena itu dibutuhkan penggunaan bahan alami sebagai
alternatif pengendalian Saprolegnia sp. yang lebih aman. Daun ketapang
(Terminalia catappa L.) mengandung senyawa antifungi, diantaranya flavonoid
dan tannin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan efektivitas
antifungi ekstrak daun ketapang gugur dan segar. Proses ekstraksi dilakukan
dengan maserasi menggunakan pelarut metanol. Kemampuan antifungi diujikan
dengan difusi cakram dengan delapan perlakuan dan lima pengulangan. Perlakuan
dalam penelitian ini yaitu kontrol positif (ketokonazole), kontrol negatif
(aquadest), ekstrak daun ketapang segar 30, 60, dan 90%, ekstrak daun ketapang
gugur 30, 60, dan 90%. Parameter yang diamati adalah zona bening di sekitar
cakram. Hasil yang didapat dianalisis menggunakan Oneway ANOVA dan
dilanjutkan dengan uji DMRT. Berdasarkan uji zona hambat diperoleh bahwa
ekstrak daun ketapang gugur dan segar konsentrasi 30, 60, dan 90% menunjukan
adanya zona hambat terhadap Saprolegnia sp. dengan luas zona hambat tertinggi
pada konsentrasi 90% pada masing-masing daun gugur dan segar yaitu 2,537 dan
2,466 cm®. Berdasarkan analisis statistik tidak terdapat perbedaan yang signifikan
antara ekstrak daun ketapang gugur dan segar dalam menghambat pertumbuhan
Saprolegnia sp, namun ekstrak daun ketapang gugur menghasilkan zona hambat
yang sedikit lebih besar.
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|. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kekayaan sumber daya perikanan yang dimiliki Indonesia cukup besar,
termasuk di dalamnya jenis ikan hias dan ikan konsumsi air tawar yang
memiliki nilai ekonomis tinggi (Tampemawa dkk., 2016). Hal ini didukung
oleh data dari Pusat Data, Statistik, dan Informasi Kementerian Kelautan dan
Perikanan Indonesia yang menunjukkan jumlah budidaya ikan konsumsi dalam
kolam air tawar menyumbang angka hingga 1,1 juta ton pada produksi
perikanan nasional, dan meningkat 11% setiap tahunnya dalam 5 tahun terakhir
(Rahmantya dkk., 2015). Pada tahun 2015, nilai ekspor ikan hias air tawar
Indonesia mencapai USD 19,7 juta dan menjadi negara eksportir terbesar
kelima di dunia (Rahmantya dkk., 2016).

Dalam budidaya ikan, salah satu faktor yang menimbulkan kerugian
terhadap para pemilik tambak adalah penyakit, terutama penyakit infeksius
yang disebabkan oleh bakteri, fungi/cendawan, parasit, dan virus (Ulkhaq dkk.,
2017). Penyakit yang disebabkan infeksi jamur dapat mengakibatkan kerugian
secara ekonomis terhadap pemilik tambak karena ikan yang terserang penyakit
dapat menular ke ikan lainnya, sehingga dapat mengakibatkan gagal panen
(Manumpil dkk., 2015). Penyebaran penyakit yang diakibatkan oleh
mikroorganisme perlu dikendalikan agar dapat menekan penyebaran, infeksi,

dan pembusukan pada inang (Tampemawa dkk., 2016).

15



16

Salah satu cendawan yang sering menginfeksi ikan adalah jenis
Saprolegnia sp. yang merupakan patogen yang hidup terutama di air tawar.
Cendawan ini merupakan patogen penyebab penyakit saprolegniasis
(Kusdarwati dkk., 2013). Karakteristik dari penyakit ini ditunjukkan dengan
adanya peradangan dan lesi pada sel-sel mukosa serta terdapat miselium seperti
kapas yang tumbuh pada permukaan tubuh ikan (Van den Berg dkk., 2013).
Infeksi Saprolegnia sp. akan menyebabkan rendahnya tingkat kelangsungan
hidup yang menjadi kendala utama dalam kegiatan budidaya (Nuryati dkk.,
2015).

Selama ini, penanganan terhadap penyebaran penyakit pada ikan yang
disebabkan mikroorganisme dilakukan dengan pemberian obat kimia atau
sintetik. Penggunaan obat-obatan kimia atau sintetik seperti Methylene blue,
Malachite green, povidone-iodine dan antibiotik secara terus menerus dapat
menimbulkan permasalahan baru diantaranya resistensi parasit dan pencemaran
lingkungan (Bowo dkk., 2014). Resistensi dari mikroorganisme penyebab
penyakit disebabkan karena terjadi proses seleksi mikroorganisme yang
mampu beradaptasi terhadap antibiotik pada suatu populasi dan terjadi
multiplikasi sel yang akan diturunkan ke generasi berikutnya, sehingga
masalah yang dihadapi nantinya akan semakin besar (Noga, 2000).

Oleh karena itu diperlukan alternatif obat yang aman digunakan untuk
mengendalikan penyakit akibat infeksi jamur Saprolegnia sp., salah satunya
dengan memanfaatkan tanaman tradisional yang memiliki sifat anti jamur,

mudah diperoleh dan digunakan (Bowo dkk., 2014). Tanaman obat merupakan
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salah satu alternatif dalam proses penyembuhan penyakit pada ikan karena
relatif lebih aman, biayanya murah, tidak menimbulkan resistensi dan ramah
lingkungan. Salah satu bahan alami yang memiliki potensi sebagai antifungi
adalah daun ketapang. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Nuryati dkk.
(2005) menunjukkan bahwa ekstrak ketapang (Terminalia catappa L.)
memiliki senyawa metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antifungi
terhadap pertumbuhan jamur Aphanomyces sp. yang juga merupakan salah satu
cendawan penyebab penyakit pada ikan (Nuryati dkk., 2005).

Daun ketapang dipilih dalam penelitian yang akan dilakukan karena pada
beberapa penelitian etnobotani, daun ketapang sudah dikenal memiliki khasiat
dalam menjaga kualitas air pada kegiatan budidaya perikanan, seperti menjaga
pH air (Priyanto dkk., 2016). Kandungan senyawa dalam ekstrak daun
ketapang yang bersifat sebagai antifungi adalah flavonoid dan tannin (Sumino
dkk., 2013), sehingga diharapkan memiliki efektivitas atau kemampuan
sebagai antifungi alami.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Suganda dkk. (2004)
menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri dan antijamur lebih besar pada daun
ketapang yang sudah gugur dibandingkan dengan daun ketapang yang masih di
pohon. Oleh karena itu, penelitian yang akan dilakukan bertujuan untuk
membandingkan efektivitas ekstrak daun ketapang gugur dan yang dipetik

terhadap pertumbuhan Saprolegnia sp.
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B. Keaslian Penelitian

Penelitian mengenai aktivitas antifungi ekstrak daun ketapang gugur dan
segar terhadap pertumbuhan jamur Saprolegnia sp. belum pernah dilakukan
sebelumnya. Beberapa penelitian yang telah dilakukan oleh para peneliti
sebelumnya antara lain penelitian yang dilakukan Nuryati dkk. (2005) tentang
kajian potensi antifungi ketapang, sirih, jambu biji, dan sambiloto terhadap
pertumbuhan cendawan akuatik Aphanomyces sp. secara in vitro. Pada
penelitian tersebut didapatkan bahwa dari 4 jenis ekstrak tanaman, hanya daun
ketapang dan sirih yang menunjukkan aktivitas antifungi terhadap
Aphanomyces sp. Perbedaannya dengan penelitian yang akan dilakukan adalah
sampel yang digunakan pada penelitian yang akan dilakukan adalah daun
ketapang segar dan kering, dan jamur yang digunakan adalah Saprolegnia sp.

Penelitian yang dilakukan oleh Tampemawa dkk. (2016) tentang uji
efektivitas ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) terhadap Bacillus
amyloliquefaciens. Pada penelitian tersebut, konsentrasi ekstrak yang
digunakan adalah 30, 60, dan 90 % dan didapatkan bahwa semakin besar
konsentrasi yang digunakan maka zona bening yang terbentuk semakin besar.
Oleh karena itu, digunakan konsentrasi 30, 60, dan 90 % pada penelitian yang
akan dilakukan. Perbedaannya adalah mikrobia yang digunakan adalah jamur
Saprolegnia sp.

Penelitian yang dilakukan oleh Hermawan dkk (2018) tentang kadar
polifenol dan aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat dan metanol buah

ketapang (Terminalia catappa L.). Pada penelitian ini digunakan dua pelarut



19

dengan tingkat kepolaran berbeda yaitu etil asetat (semi polar), dan metanol

(polar). Hasil penelitian menunjukkan bahwa metanol menghasilkan berat

ekstrak yang lebih tinggi dibandingkan pelarut etil asetat. Oleh karena itu,

metanol dipilih sebagai pelarut pada metode maserasi dari penelitian ini.

. Rumusan Masalah

1. Apakah masing-masing ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.)
yang gugur dan yang segar berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan
jamur Saprolegnia sp. secara in vitro?

2. Apakah ada perbedaan efektivitas ekstrak daun ketapang (Terminalia
catappa L.) yang gugur dan yang segar dalam menghambat pertumbuhan
jamur Saprolegnia sp. secara in vitro?

. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui pengaruh masing-masing ekstrak daun ketapang yang gugur
dan yang segar dalam menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp
secara in vitro.

2. Mengetahui perbedaan efektivitas ekstrak daun ketapang (Terminalia
catappa L.) yang gugur dan yang segar dalam menghambat pertumbuhan
jamur Saprolegnia sp. secara in vitro.

. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat luas mengenai pemanfaatan daun ketapang sebagai cara alternatif
untuk mengobati infeksi saprolegniasis pada ikan budidaya baik hias maupun

konsumsi. Selain itu juga mampu memberikan informasi ilmiah tentang
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efektivitas dari ekstrak daun ketapang yang gugur dan yang segar dalam
menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp. penyebab infeksi

saprolegniasis.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Saprolegnia sp.
A.1. Taksonomi Saprolegnia sp.

Saprolegnia sp. merupakan jamur yang hidup di lingkungan air tawar,
tetapi dapat juga ditemukan di air payau dan air asin (Diansyah dan Diana,
2017). Jamur ini menyerang jaringan organik yang sudah mati dan juga
mampu menginfeksi jaringan yang terbuka akibat luka. Jaringan yang
terinfeksi akan memiliki penutup yang terlihat seperti kapas (Gambar 1)
(Anggani dkk., 2015). Menurut Vidhyasekaran (2004), secara taksonomi

Saprolegnia sp. diklasifikasikan sebagai berikut:

Kerajaan : Protista

Divisi : Oomycotina
Filum : Phycomycetes
Kelas : Oomycetes
Bangsa : Saprolegnialis
Famili : Saprolegniaceae
Marga : Saprolegnia
Spesies : Saprolegnia sp.

A.2. Morfologi Saprolegnia sp.

Secara kasat mata, morfologi Saprolegnia sp. terlihat seperti kapas dan
berwarna putih (Gambar 1). Pengamatan Saprolegnia secara mikroskopis
menunjukkan hifa berdiameter + 20 um, transparan (hialin), bercabang, tidak
bersepta, sporangium diujung cabang hifa, dan zoospora di dalam atau

menyebar di luar sporangium (Gambar 2) (Woo dkk., 2002).
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Gambar 1. Saprolegnia sp. secara makroskopis (Sumber: Kusdarwati dkk., 2016).
Keterangan gambar: tanda panah menunjuk pada koloni Saprolegnia sp.

Gambar 2. Saprolegnia sp. secara mikroskopis (Sumber: Hernawati, 2015).
Keterangan : a. hifa; b. sporangium (kantong spora); c. zoospora.

A.3. Habitat dan Reproduksi Saprolegnia sp.

Jamur ini dapat hidup secara baik pada suhu 3-31 °C, dengan
pertumbuhan rendah pada suhu 0-5 °C, tumbuh sedang pada suhu 5-15 °C,
tumbuh optimum pada suhu 15-30 °C, dan menurun pada suhu 28-35 °C
(Irianto, 2005). Saprolegnia sp. memiliki siklus hidup yang kompleks, karena
mampu bereproduksi secara seksual dan aseksual. Reproduksi seksual
dilakukan dengan menghasilkan antheridium dan ooginium gametangia
dalam proses fertilisasi (Woo dkk., 2002). Repoduksi aseksual dilakukan

dengan menghasilkan zoospora primer yang akan aktif dan membentuk encyst
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lalu membelah dan menghasilkan zoospora sekunder. Zoospora sekunder
akan dilepaskan oleh sporangium yang matang dan bergerak lebih lamban
dan diduga sebagai fase dispersi Saprolegnia sp (Woo dkk., 2002).

A.4. Infeksi Saprolegnia sp. pada ikan

Saprolegniasis merupakan penyakit infeksius pada ikan yang
disebabkan oleh Saprolegnia sp. yang merupakan saprofit yang merusak
jaringan sehat dan membuat sistem kekebalan tubuh ikan berkurang (Anggani
dkk., 2015). Saprolegnia menyerang jaringan epidermal, dimulai dari kepala
atau sirip kemudian menyebar ke permukaan tubuh atau insang yang terluka
secara mekanis atau oleh infeksi parasit atau bakteri lain dan ketika kekebalan
tubuh ikan sedang menurun (Ramaiah, 2006).

Karakteristik dari penyakit ini ditunjukkan dengan adanya peradangan
dan lesi pada sel-sel mukosa serta terdapat miselium seperti kapas yang
tumbuh pada permukaan tubuh ikan (Gambar 3). Pada kasus infeksi yang
parah, 20 sampai 80 % permukaan kulit ikan akan tertutupi oleh cendawan ini

(Gambar 3) (Van den Berg dkk., 2013).

Gambar 3. Infeksi Saprolegnia sp. pada ikan dan (Sumber: Ashour
dkk., 2017).
Keterangan gambar: tanda panah menunjuk pada Saprolegnia sp.
yang menginfeksi tubuh ikan.
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Cara yang umum dilakukan untuk menghambat pertumbuhan dan
penyebaran infeksi jamur adalah dengan menggunakan antifungi. Antifungi
merupakan suatu senyawa yang dapat mengganggu dan menghambat
pertumbuhan dan metabolisme jamur (Dellavalle dkk., 2011). Antifungi yang
sering digunakan oleh masyarakat adalah antifungi sintetik dan terkhusus
untuk penanganan infeksi Saprolegnia sp. pada ikan biasa digunakan
senyawa kimia seperti Methylene blue, Malachite green, povidone-iodine, dan
antibiotik (Bowo dkk., 2014). Meskipun penggunaan bahan kimia cukup
efektif, namun penggunaannya secara terus menerus menimbulkan dampak
negatif pada lingkungan karena dapat mencemari lingkungan dan terjadi
akumulasi dalam tubuh ikan yang berdampak pada gangguan kesehatan pada
manusia apabila mengkonsumsi ikan tersebut karena terpapar bahan kimia
yang bersifat karsinogenik (Yuhri, 2013).

Salah satu alternatif yang dapat dilakukan untuk mengurangi resiko
tersebut adalah dengan penggunaan antifungi alami. Mujim (2010)
mengemukakan bahwa antifungi alami memiliki keunggulan tersendiri
diantaranya mudah diurai, mudah diaplikasikan, mudah diperoleh, dan aman
bagi lingkungan dan manusia. Menurut Hidayati dkk (2002), beberapa
senyawa metabolit yang dapat berperan sebagai antifungi antara lain
flavonoid, tanin, dan saponin. Senyawa ini berperan sebagai antifungi dengan

menyebabkan gangguan permeabilitas membran sel jamur (Dewi dkk., 2019).
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B. Tanaman Ketapang (Terminalia catappa L.)

B.1.

B.2.

Ketapang (Terminalia catappa L.) merupakan tanaman yang banyak
digunakan sebagai obat, terutama bagian daunnya oleh masyarakat di Asia
Tenggara (Thomson dan Evans, 2006). Penyebaran tanaman ini meliputi
seluruh daerah tropis, terutama di lingkungan pantai karena sering dijadikan
pohon peneduh di tepi pantai (Thomson dan Evans, 2006).

Klasifikasi Tanaman Ketapang
Menurut Backer dan Brink (1963), tanaman ketapang (Terminalia

catappa L.) memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Myrtales

Famili : Combretaceae

Marga : Terminalia

Spesies : Terminalia catappa L.
Morfologi Tanaman Ketapang

Pohon ketapang dapat tumbuh mencapai ketinggian 25 — 40 m (Gambar
4.), kulit batangnya berwarna abu-abu kecoklatan (Thomson dan Evans,
2006). Bunga ketapang berwarna putih (Gambar 5.), tidak memiliki mahkota,
memiliki kelopak berjumlah 5 yang berbentuk seperti lonceng berukuran 4 —
8 mm dan terkumpul dalam bulir yang berada dekat ujung ranting sepanjang
8 — 25 cm (Tjitrosoepomo 2002). Sebagian besar daun ketapang (Gambar 5.)
tumbuh berjejalan di ujung ranting, bagian ujung daun berbentuk bulat dan

tumpul (Gambar 5.) (Thomson dan Evans, 2006). Buah ketapang berwarna
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hijau ketika muda dan menjadi merah kecoklatan ketika tua dengan ukuran +

4 — 5,5 cm (Gambar 5.) (Tjitrosoepomo, 2002).

Gambar 4. Pohon ketapang (Sumber: Jo}u dkk., 2013).

Gambar 5. Daun ketapang tanda panah a), buah ketapang (tanda panah b),
bunga ketapang (tanda panah c) (Sumber: Marjenah dan Putri, 2017).

B.3. Habitat Tanaman Ketapang
Terminalia catappa L. merupakan yang memiliki penyebaran yang
cukup luas. Tanaman ini berasal dari daerah tropis di India, lalu menyebar ke

Asia Tenggara (Thomson dan Evans, 2006). Di Indonesia, tanaman ketapang
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tersebar dari Sumatera sampai Papua. Tanaman ini bisa tumbuh di daerah
dataran rendah sampai dataran tinggi, di hutan sekunder maupun primer,
hutan rawa, hutan pantai, hutan jati, dan sepanjang sungai (Gillman dan
Dennis, 1994). Selain tumbuh liar di alam, tanaman ini juga sering ditanam
sebagai pohon peneduh di daerah dataran rendah, bahkan tanaman ini juga
ditanam sebagai pohon hias di perkotaan (Faizal dkk., 2009).
B.4. Kandungan dan Manfaat Daun Ketapang

Ketapang merupakan tumbuhan yang dikenal oleh masyarakat sebagai
tanaman yang memiliki khasiat sebagai obat alami dan memiliki senyawa
metabolit sekunder sebagai antibakteri dan antifungi karena dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dan jamur (Sine dan Fallo, 2016). Ahmed
dkk (2005) mengemukakan bahwa secara umum tumbuhan ketapang
(Terminalia catappa L.) mengandung senyawa golongan tannin (punnicalin,
punicalgin, teflavin A, teflavin B, geranin, granatin B, corilagin, tergallin, dan
tercatin), golongan flavonoid (vitexin, isovitexin, rintin, dan isorintin), dan
golongan triterpenoid.

Menurut Pauly (2001), pada bagian daun ketapang (Terminalia catappa
L.) mengandung metabolit sekunder berupa senyawa fenolik, flavonoid,
terpenoid, saponin, dan tanin yang dapat berfungsi sebagai antibakteri,
antifungi, dan antioksidan yang dapat mencegah radikal bebas merusak sel
tubuh (Mulia dkk., 2016). Pada kegiatan budidaya perikanan, daun ketapang
sudah dikenal memiliki khasiat dalam menjaga kualitas air seperti menjaga

pH air, terutama pada air dengan kondisi pH yang tinggi, daun ketapang dapat
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menurunkan pH hingga 16,7% selama 3 jam perendaman (Mardiyah, 2008
dalam Priyanto dkk., 2016). Kandungan senyawa dalam ekstrak daun
ketapang yang diduga bersifat antimikroba adalah flavonoid, tanin, dan
saponin (Sumino dkk., 2013). Kadar senyawa aktif dalam daun tidaklah sama
tergantung tingkat usia daun, adanya kadar senyawa aktif yang lebih tinggi
dapat memberikan aktivitas antifungi yang sama atau lebih besar antara daun
segar dan daun gugur (Pujaningsih dkk., 2018).

Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat pertumbuhan jamur
yaitu dengan menyebabkan gangguan permeabilitas membran sel, gugus
hidroksil yang terdapat pada senyawa flavonoid akan membentuk kombinasi
dengan fosfolipid dari membran sel jamur sehingga menyebabkan perubahan
komponen organik dan transpor nutrisi sehingga akhirnya sel jamur akan
terdenaturasi (Oliveira dkk, 2016). Mekanisme kerja tanin sebagai antifungi
adalah dengan menghambat biosintesis ergosterol yang merupakan sterol
utama penyusun membran sel jamur (Hong dkk, 2011). Mekanisme Kkerja
saponin dalam perusakan fungsi membran sel melalui peningkatan
permeabilitas yang mengakibatkan cairan intraseluler yang lebih pekat akan
tertarik keluar sel sehingga nutrisi, zat-zat metabolisme, enzim, dan protein
dalam sel keluar dan jamur mengalami kematian (Moiz dkk, 2013).

C. Ekstraksi dan Pelarut

Menurut Suwandi (2015), ekstrak adalah sediaan kering, kental, atau

cair yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau

hewani menggunakan pelarut yang sesuai, lalu pelarut yang tersisa diuapkan
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sehingga diperoleh massa atau serbuk. Menurut Syaifudin (2014), ekstraksi
merupakan suatu proses yang dilakukan untuk memisahkan satu atau lebih
senyawa dari jaringan tumbuhan, hewan, larutan, maupun padatan yang
mengandung campuran senyawa Yyang diinginkan secara fisik maupun
kimiawi. Terdapat beberapa metode ekstraksi diantaranya cara dingin yang
meliputi maserasi dan perkolasi, dan cara panas yang meliputi refluks,
soxhlet, digesti, infus, dan dekok (Mukhriani, 2014).

Ekstraksi pada penelitian ini dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut metanol. Syaifudin (2014) mengemukakan bahwa
maserasi merupakan proses penyarian sederhana menggunakan pelarut dan
dilakukan beberapa kali pengadukan pada temperatur ruang (kamar).
Keunggulan penggunaan metode maserasi adalah mudah dilakukan, peralatan
sederhana, dan cocok untuk skala kecil maupun industri. Pemilihan metanol
sebagai pelarut pada proses maserasi dalam penelitian ini mengacu pada
penelitian Pradana dkk. (2014) yang menunjukkan metanol sebagai pelarut
polar menghasilkan berat ekstrak yang lebih tinggi dibandingkan pelarut non-
polar (n-heksana) dan semi-polar (etil asetat).

Proses maserasi dilakukan bertujuan untuk mengeluarkan senyawa yang
diinginkan dari sel-sel tanaman melalui proses difusi. Dalam proses ini pelarut
akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung
zat aktif, sehingga zat aktif yang memiliki tingkat kelarutan yang sama dengan
pelarut akan terlarut. Adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di

dalam dan di luar sel akan mengakibatkan larutan yang lebih pekat terdesak
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keluar. Peristiwa ini terjadi berulang kali hingga tercapai keseimbangan
konsentrasi antara larutan di luar sel dan di dalam sel (Direktorat Jendral POM,
1986).
Lama waktu maserasi mempengaruhi kualitas ekstrak yang akan diteliti.
Pada umumnya, lama waktu maserasi berkisar antara 4-10 hari (Setyaningsih,
2006). Maserasi akan lebih efektif apabila dilakukan proses pengadukan
secara berkala untuk mecegah turunnya perpindahan bahan aktif. Maserasi
dengan pengadukan berkala ini dapat dilakukan dengan menggunakan shaker,
proses ini dapat mengurangi waktu maserasi hingga menjadi 6-48 jam
(Voight, 1995).
Pada proses maserasi, digunakan pelarut yang sesuai untuk ekstrak
yang diinginkan. Pada penelitian yang dilakukan oleh Pradana dkk. (2014)
digunakan tiga jenis pelarut maserasi yang memiliki tingkat kepolaran yang
berbeda untuk mengekstrak senyawa yang bersifat antimikrobia, yaitu n-
heksana (non-polar), etil asetat (semi polar), dan metanol (polar), hasil yang
diperolen bahwa metanol menghasilkan berat ekstrak yang lebih tinggi
dibandingkan pelarut etil asetat dan n-heksana karena sifat polarnya. Oleh
karena itu, metanol dipilih untuk menjadi pelarut ekstraksi dalam metode
maserasi pada penelitian ini.
D. Aktivitas Antifungi Senyawa Metabolit Sekunder
Menurut  Christoper dkk (2017), flavonoid mempunyai efek
farmakologi sebagai antijamur dengan mengganggu homeostasis mitokondria

dan juga mengganggu integritas membran sel jamur. Flavonoid akan akan
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membentuk kombinasi dengan fosfolipid dari membran sel jamur sehingga
menyebabkan perubahan komponen organik dan transpor nutrisi sehingga
akhirnya sel jamur akan terdenaturasi (Oliveira dkk, 2016).

Menurut Naim (2004), tanin memiliki mekanisme sebagai antimikroba
karena kemampuan tanin dalam menginaktivasi adhesin, menginaktivasi
enzim, mengganggu transpor protein pada lapisan dalam sel, dan mempunyai
target pada polipeptida dinding sel yang mengakibatkan pembentukan
dinding sel kurang sempurna. Selain itu, tanin dapat menghambat biosintesis
ergosterol yang merupakan sterol utama penyusun membran sel jamur (Hong
dkk, 2011).

E. Hipotesis
1. Masing-masing ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) berpengaruh
dalam menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp.
2. Ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) yang gugur memiliki
efektivitas yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak daun ketapang segar

dalam menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp.



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan tempat penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan September 2019 sampai
Februari 2020 di Laboratorium Teknobio-Industri, Fakultas Teknobiologi,
Universitas Atma Jaya Yogyakarta.
B. Populasi dan sampel
Sampel yang digunakan adalah daun ketapang (Terminalia catappa L.)
yang sudah gugur 1-2 hari dari pohonnya sebanyak + 2 kg dan yang masih
segar tidak terlalu tua dan tidak terlalu muda (pemilihan dilakukan berdasarkan
warna hijau yang tidak terlalu tua dan tidak terlalu muda pada daun) sebanyak
+ 2 kg. Sampel diperoleh dari Kampus 2 Universitas Atma Jaya Yogyakarta.
Biakan murni jamur Saprolegnia sp. yang diperoleh dari Indonesian Culture
Collection (InaCC) Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia (LIPI) di Bogor.
C. Alat dan bahan
Alat-alat yang akan digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf
Hirayama HICLAVE HVE-50, tabung reaksi pyrex, gelas ukur pyrex,
erlenmeyer, oven Medcenter, Lamina Air Flow ESCO, lampu spiritus, korek
api gas, vortex Barnstead Thermolyne Type 37600 Mixer, blender, saringan
mesh, timbangan analitik HWH, rotary evaporator IKA RV-06ML, pipet tetes,
pipet ukur, sedotan steril, mikroskop Olympus, incubator shaker JSR tipe

JSSI-300C, propipet, petri dispo, sarung tangan latex, kalkulator scientific
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Casio, Spektrofotometer Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis, kuvet,
nampan plastik, dan kamera digital (DSLR) Nikon D5100.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun ketapang yang
sudah gugur dari pohonnya, daun ketapang yang segar (tidak terlalu tua dan
tidak terlalu muda) dipetik secara acak, biakan murni Saprolegnia sp., aquades,
metanol, alkohol 70%, H,SO4, FeCls, AICI; 5%, NaCOs, quarcetin, asam tanat,
lactophenol cotton blue, asam asetat glasial, kertas saring, alumunium foil,
kertas label, kertas saring, bubuk Mg, folin, pepton, glukosa, agar, plastik, dan
antifungi komersial (Ketokonazol).

. Rancangan Percobaan

Penelitian ini dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap dengan
perlakuan ekstrak daun ketapang yang gugur konsentrasi 30, 60, dan 90 %,
ekstrak daun ketapang yang segar konsentrasi 30, 60, 90 %, kontrol positif
dengan antifungi komersial (Ketokonazol), dan kontrol negatif dengan aquades.

Masing-masing perlakuan dilakukan 5 kali pengulangan seperti pada Tabel 1.
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Tabel 1. Rancangan Percobaan Uji Antifungi
Luas Zona Hambat terhadap Saprolegnia sp.

Perlakuan Ulangan
1 2 3 4 5

Rata-rata

Kontrol -

Kontrol +

G30

G60

G90

S30

S60

S90

Keterangan:
Kontrol + : Ketokonazol 50ug/50ul (Antifungi komersial)
Kontrol - : Aquades

G30 : Ekstrak daun ketapang yang gugur konsentrasi 30 %

G60 : Ekstrak daun ketapang yang gugur konsentrasi 60 %

G90 : Ekstrak daun ketapang yang gugur konsentrasi 90 %

S30 : Ekstrak daun ketapang yang segar konsentrasi 30 %

S60 : Ekstrak daun ketapang yang segar konsentrasi 60 %

S90 : Ekstrak daun ketapang yang segar konsentrasi 90 %
. Cara kerja

1. Pembuatan Serbuk Simplisia

Sampel daun ketapang gugur dan segar disortasi dan dibersihkan
(dicuci) dengan air mengalir hingga siap untuk digunakan. Sampel
ditimbang beratnya, lalu ditata hingga tersebar merata pada nampan plastik
yang sudah tersedia. Sampel daun gugur dijemur pada sinar matahari selama
2 X 8 jam (pagi-sore). Sampel daun segar dikeringkan pada oven dengan
suhu + 50 °C selama 2 x 24 jam. Setelah itu, berat konstan sampel
ditimbang (Tampemawa dkk., 2016).

Setelah dikeringkan, sampel dipotong-potong lalu ditimbang beratnya.
Potongan sampel dihaluskan dengan cara diblender. Bahan yang sudah

halus kemudian diayak dengan ayakan (mesh). Serbuk disimpan dalam
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plastik dan ditutup rapat, lalu ditimbang beratnya dengan timbangan digital
(Tampemawa dkk., 2016).
. Ekstraksi dengan Metode Maserasi

Serbuk daun ketapang gugur dan segar masing-masing diambil
sebanyak 30 g dan dilarutkan dengan 300 ml metanol (perbandingan 1:10)
di dalam erlenmeyer, larutan digojog selama 15 menit dan ditutup dengan
alumunium foil. Kemudian larutan dimaserasi selama 48 jam pada suhu
ruang (27 °C). Setelah itu, larutan disaring menggunakan kertas saring
sehingga diperoleh filtrat dan ampas. Kemudian filtrat dievaporasi dengan
rotary evaporator pada suhu 65 °C sehingga didapatkan ekstrak kental yang
kemudian dipekatkan dengan water bath pada suhu 65 °C agar pelarutnya
menguap secara maksimal (Tampemawa dkk., 2016). Ekstrak berupa pasta
dibuat menjadi 3 konsentrasi berbeda yaitu 30, 60, 90 % dengan
pengenceran menggunakan aquades dengan rumus:

V1.N; = V2.N; (Pradana dkk., 2014 dengan modifikasi).

Keterangan:

Vi : Volume ekstrak yang dibutuhkan

V, : Volume total larutan setelah pengenceran
N1 : Konsentrasi ekstrak (100 %)

N> : Konsentrasi yang diinginkan (30, 60, 90 %)

. Analisis Fitokimia secara Kualitatif
a. Uji Flavonoid
Ekstrak daun ketapang diambil sebanyak 0,1 gram dan dimasukkan
ke dalam Erlenmeyer, kemudian ditambah dengan 50 ml air panas lalu

didihkan selama 5 menit. Larutan tersebut diambil filtratnya sebanyak 5
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ml dan ditambahkan 0,05 gram serbuk Mg. Setelah itu filtrat
ditambahkan 1 tetes HCI 5N. Hasil positif ditunjukkan dengan
berubahnya warna larutan menjadi jingga atau kuning kehijauan (Tiwari
dkk., 2011).
b. Uji Tanin

Ekstrak daun ketapang diambil sebanyak 0,1 gram dan dimasukkan
ke tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 ml Aquades ke dalam
tabung reaksi. Larutan didiamkan selama 5 menit, lalu disaring. Larutan
FeCI3 1 % sebanyak 5 tetes ditambahkan dan hasil positif ditunjukkan
dengan warna biru atau hijau kehitaman (Sumarlin dkk., 2015).

4. Analisis Fitokimia secara Kuantitatif
a. Uji Kuantitatif Flavonoid

Pembuatan Larutan Standar Quercetin

Quersetin ditimbang sebanyak 10 mg kemudian dimasukkan ke
dalam labu ukur dan ditambahkan 100 ml metanol, untuk dijadikan
larutan stok quersetin 100 ppm. Deret standarnya dibuat dengan
konsentrasi 6, 12, 18, 24, dan 30 ppm dengan tambahan 0,5 ml AICl; 2%
0,5 ml kalium asetat 1M, dan metanol sampai volume larutan 5 ml.
Absorbansi  larutan  standar  diukur  dengan = menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 420 nm dengan

pelarut metanol sebagai blanko (Sani dkk., 2015 dengan modifikasi).
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Pengukuran Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Ketapang

10 mg ekstrak daun ketapang ditimbang dan dilarutkan dalam 10 ml
metanol sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Larutan sampel
dibuat dalam konsentrasi 200, 250, 300, dan 350 ppm dengan
penambahan 0,5 ml AICl; 2% 0,5 ml kalium asetat 1M, dan metanol
sampai volume larutan 5 ml. Sampel diinkubasi selama 30 menit pada
suhu ruang. Masing-masing larutan sampel dibuat dalam 5 pengulangan
agar diperoleh nilai rata-rata absorbansi (Aminah dkk., 2017 dengan
modifikasi). Absorbansi larutan sampel diukur dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 420 nm dengan
pelarut metanol sebagai blanko. Hasil absorbansi dari pengukuran sampel
dicocokkan dengan range absorbansi dari pengukuran standar quersetin
(Sani dkk., 2015 dengan modifikasi).

Kadar kandungan total flavonoid dinyatakan dalam rumus
(Setyabudi dkk., 2015):
Kadar Total Flavonoid = X_. faktor pengencer x volume pelarut

Berat sampel (Q)
Keterangan: X = nilai absorbansi larutan standar

. Uji Kuantitatif Tanin
Pembuatan Larutan Standar Asam Tanat

Asam tanat ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam 10 ml
metanol untuk dijadikan larutan stok 1000 ppm (Cunnif, 1996 dalam
Mukhriani., dkk 2014). Deret standar dibuat dalam konsentrasi 20, 30,

40, 50 dan 60 ppm. Masing-masing konsentrasi larutan diambil sebanyak
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0,5 ml dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi berbeda lalu ditambahkan
3,75 ml pelarut metanol. Kemudian ditambahkan 0,25 ml folin denis,
didiamkan selama menit lalu ditambahkan 0,5 ml Na,COsz; 10%,
diinkubasi selama 15 menit. Absorbansi larutan standar diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 740 nm dengan
metanol sebagai larutan blanko (Mukhriani., dkk 2014 dengan
modifikasi).
Pengukuran Kadar Tanin Ekstrak Daun Ketapang

Sebanyak 10 mg ekstrak daun ketapang ditimbang dan dilarutkan
dalam 10 ml metanol sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Larutan
sampel dibuat dalam konsentrasi 100, 200, 300 dan 400 ppm dengan
penambahan 0,25 ml folin denis lalu didiamkan selama 3 menit,
ditambahkan 0,5 ml Na,CO3 dan metanol sampai volume larutan 5 ml,
lalu diinkubasi selama 15 menit. Masing-masing konsentrasi larutan
sampel dibuat dalam 5 pengulangan. Absorbansi larutan sampel diukur
pada panjang gelombang 740 nm. Hasil absorbansi dicocokkan dengan
range absorbansi dari pengukuran larutan standar asam tanat
(Mukhriani., dkk 2014 dengan modifikasi).

Kadar kandungan tanin dinyatakan dalam rumus (Pangestuti dkk.,
2017):
Kadar total Tanin = X_. faktor pengencer x volume pelarut

Berat sampel (Q)
Keterangan : X = nilai absorbansi larutan standar
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5. Inokulasi Saprolegnia sp. pada Medium SDA (Sabouraud Dextrose
Agar), pengamatan makroskopis dan mikroskopis

Biakan murni Saprolegnia sp. yang diperoleh dari Indonesian Culture
Collection (InaCC) Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI)
diinokulasikan dengan mengambil potongan kecil miselium menggunakan
blade yang sudah disterilkan dengan lampu spiritus, lalu ditanam di medium
SDA. Medium tersebut diinkubasi pada suhu 27 °C selama 48 jam, lalu
diamati secara mikroskopis (Pradana dkk., 2014).

Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati bentuk dan
warna koloni Saprolegnia sp yang tumbuh pada media SDA (Kusdarwati
dkk., 2016). Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan dibantu pewarnaan
menggunakan lactophenol cotton blue. Gelas benda dan jarum ose
disterilisasi dengan alkohol lalu dikeringkan dengan cara diflaming pada
lampu spiritus. Biakan Saprolegnia sp. diambil dengan jarum ose lalu
dioleskan pada permukaan gelas benda. Setelah itu, diberi pewarna
lactophenol cotton blue dan didiamkan selama 1 menit, lalu dibilas dengan
akuades. Preparat diletakkan pada mikroskop dan diamati bentuk spora dan
hifanya (Pradana dkk., 2014 dengan modifikasi).

6. Pembuatan Larutan Kontrol Positif

Larutan kontrol positif yang digunakan vyaitu ketokonazol dengan
konsentrasi 50ug/50ul. Tablet ketokonazol digerus dan ditimbang sehingga
diperoleh serbuk ketokonazol sebanyak 10mg, lalu dilarutkan dalam

aquades sebanyak 10ml (Pangalinan dkk., 2012).
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7. Uji zona hambat
Biakan Saprolegnia sp. disiapkan. Ring kertas whatmann 0,5 cm
dicelupkan pada masing-masing sampel perlakuan, lalu diletakkan pada
medium yang telah diinokulasi Saprolegnia sp. Setelah itu dilakukan
inkubasi selama 24-48 jam pada suhu 27°C. Setelah 48 jam diamati ada
tidaknya zona bening yang terbentuk (Suganda dkk., 2004 dengan
modifikasi). Zona hambat yang terbentuk diukur dengan penggaris dan

dihitung menggunakan rumus (Volk dan Wheeler, 1993):

d2 dl
Luas Zona Hambat = 3,14 x (7) 2 — (—) 2

Keterangan :

d1 = diameter kertas Whatman (cm)

d2 = rata-rata diameter zona hambat (cm)

F. Analisis data
Hasil pengujian zona hambat ekstrak daun ketapang terhadap

pertumbuhan Saprolegnia sp. pada setiap perlakuan diuji dengan Analisis
Varian (ANAVA) dengan tingkat kepercayaan 95 %. Jika perlakuan yang
diberikan menunjukkan pengaruh yang nyata, maka dilanjutkan dengan uji

Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) untuk mengetahui letak beda nyata

(Sine dan Fallo, 2016).



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Ketapang (Terminalia cattapa L.)

Daun ketapang yang gugur dan segar disortasi, kemudian dicuci dan
dikeringkan dengan perlakuan berbeda. Daun gugur dikeringkan dengan
dijemur di bawah sinar matahari selama 2 x 8 jam (pagi-sore) (Gambar 6.),
daun segar dikeringkan dengan oven pada suhu 50°C selama 2 x 24 jam
(Gambar 7.). Daun yang sudah kering diblender lalu diayak dengan ayakan
(mesh). Hasil ayakan (Gambar 8 dan 9.) masing-masing sampel daun

ditimbang dengan timbangan digital dan disimpan dalam plastik zip.

4

Gambar 7. Daun ketapang segar yang telah dikeringkan

41
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Gambar 9. Serbuk daun ketapang segar yang telah diayak (mesh)

. Ekstraksi Daun Ketapang (Terminalia cattapa L.)

Proses ekstraksi bertujuan untuk memisahkan pelarut dari zat aktif
dengan menguapkan pelarut pada titik didihnya. Setelah itu filtrat dipekatkan
dengan water bath pada suhu 65 °C untuk meminimalisir pelarut yang
tertinggal pada ekstrak (Reo dkk., 2017). Proses ekstraksi ini dilakukan
sebanyak 2 kali (remaserasi) dengan pelarut dan serbuk yang sama agar
diperoleh hasil rendemen ekstrak yang optimal dan dilakukan 3 Kali
pengulangan sehingga diperoleh rata-rata rendemen. Berdasarkan perhitungan
berat rendemen ekstrak yang telah dilakukan, diperoleh hasil berupa data pada

Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil Perhitungan Berat Rendemen Ektrak Daun Ketapang Gugur dan

Segar
Ekstrak Berat Sampel  Berat Ekstrak + SD Rendemen
(9) (9) (%)
Daun Gugur 30 10,60 + 0,16 35,33
Daun Segar 30 10,02 + 0,14 33,40

Berdasarkan data pada Tabel 2, hasil rata-rata rendemen ekstrak daun
ketapang gugur sedikit lebih besar daripada ekstrak daun ketapang segar, hal
ini dapat dikarenakan luas permukaan serbuk simplisia daun gugur lebih besar
daripada daun segar (Febriyanti, 2020) (Gambar 8 dan 9.). Hasil rendemen
ekstrak metanol daun ketapang yang diperoleh dalam penelitian ini lebih besar
jika dibandingkan hasil rendemen ekstrak metanol daun ketapang pada
penelitian Aisyah dkk (2017), yaitu 35,33 dan 33,40% berbanding 9,03%.
Menurut Pasaribu dan Setyawati (2011), perolehan rendemen pada proses
ekstraksi dipengaruhi oleh jenis pelarut, konsentrasi pelarut, lama ekstraksi,
dan luas permukaan simplisia. Selain itu, pada penelitian ini dilakukan
maserasi dua kali (remaserasi), sehingga hasil rendemen yang diperoleh lebih
optimal (Assagaf dkk., 2012).

. Analisis Fitokimia secara Kualitatif

Ekstrak daun ketapang yang telah diperoleh kemudian diuji secara
kualitatif yang bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa fitokimia pada
ekstrak daun ketapang gugur dan segar. Uji kualitatif yang dilakukan pada
penelitian ini meliputi uji flavonoid, uji tanin, dan uji saponin. Berdasarkan uji
fitokimia secara kualitatif yang telah dilakukan, diperoleh hasil berupa data

pada Tabel 3.
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Tabel 3. Fitokimia Kualitatif Ekstrak Daun Ketapang Gugur dan Segar

Uji Ekstrak Hasil Keterangan
Daun Gugur + Terpentuk warna
. kuning kehijauan
Flavonoid
Terbentuk warna
Daun Segar +

kuning kehijauan
Terbentuk warna hijau
kehitaman
Terbentuk warna hijau
kehitaman
Keterangan: + = hasil positif (terdapat senyawa metabolit yang diuji)
- = hasil negatif (tidak terdapat senyawa metabolit yang diuji)

Daun Gugur +

Tanin
Daun Segar +

Berdasarkan hasil uji fitokimia secara kualitatif pada Tabel 3 di atas
diketahui bahwa ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) segar dan
gugur memiliki kandungan flavonoid, tanin, dan saponin. Hasil tersebut sesuai
dengan pernyataan yang dikemukakan Pauly (2001) bahwa pada bagian daun
ketapang (Terminalia catappa L.) mengandung metabolit sekunder berupa
flavonoid, tanin dan lain-lain. Sumino dkk (2013) menyatakan bahwa senyawa
metabolit sekunder ini berperan sebagai antifungi untuk menghambat
pertumbuhan jamur.

Langkah awal pengujian senyawa flavonoid secara kualitatif dilakukan
dengan mengambil ekstrak daun ketapang gugur dan segar masing-masing
sebanyak 0,1 gram lalu dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan ditambahkan 50
ml air panas lalu didihkan selama 5 menit pada masing-masing ekstrak.
Pemanasan dilakukan untuk mempermudah senyawa flavonoid larut dalam air
(Egina dkk., 2014). Larutan tersebut diambil filtratnya sebanyak 5 ml dan
ditambahkan 0,05 gram serbuk Mg. Setelah itu filtrat ditambahkan 1 tetes HCI
5N. Hasil positif ditunjukkan dengan berubahnya warna larutan menjadi jingga

atau kuning kehijauan (Gambar 10.) (Tiwari dkk., 2011).
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(a) (b)
Gambar 10. Hasil positif uji flavonoid (a) ekstrak daun ketapang segar dan (b)
daun ketapang gugur.
Penambahan logam Mg dan HCI bertujuan untuk mereduksi inti
benzopiron yang terdapat dalam struktur flavonoid sehingga terbentuk garam
flavinium bewarna jingga atau kuning (Egina dkk., 2014). Adapun reaksi yang

terjadi antara senyawa flavonoid dengan logan Mg dan HCI dapat dilihat pada

Gambar 11.

Garam Flavilium
Jingga

Gambar 11. Reaksi Mg dan HCI dengan Flavonoid (Sumber: Egina dkk.,
2014).

Langkah awal pengujian senyawa tanin secara kualitatif dilakukan
dengan mengambil ekstrak daun ketapang gugur dan segar masing-masing
sebanyak 0,1 gram dan dimasukkan ke tabung reaksi, kemudian ditambahkan

10 ml Aquades ke dalam masing-masing tabung reaksi. Larutan didiamkan
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selama 5 menit, lalu disaring. Larutan FeCl; 1 % sebanyak 5 tetes ditambahkan
dan hasil positif ditunjukkan dengan warna biru atau hijau kehitaman (Gambar

12.) (Sumarlin dkk., 2015).

(b)
Gambar 12. Hasil positif uji tanin ekstrak (a) daun ketapang segar dan (b) ekstrak
daun ketapang gugur.

Penambahan larutan FeCl; bertujuan untuk mendeteksi adanya
kandungan gugus fenol dalam larutan ekstrak. Tanin merupakan senyawa
polifenol yang apabila bereaksi dengan FeCl; akan membentuk senyawa
kompleks dengan ion Fe** dan menimbulkan warna biru tua atau hijau
kehitaman (Egina dkk., 2014). Adapun reaksi yang terjadi antara senyawa tanin
dengan FeCl; dapat dilihat pada Gambar 13.

e,
e’y ""0H
FeCl, + 3 -

Gambar 13. Reaksi FeCl; dengan Tanin (Sumber: Egina dkk., 2014).
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D. Analisis Fitokimia secara Kuantitatif
Ekstrak daun ketapang yang telah diperoleh dari proses ekstraksi juga
diuji secara kuantitatif untuk mengetahui kadar senyawa flavonoid dan tanin
pada ekstrak daun ketapang gugur dan segar. Berdasarkan analisis fitokimia
secara kuantitatif yang telah dilakukan, diperoleh hasil berupa kurva pada

Gambar 14 dan Gambar 15, serta data pada Tabel 4 dan Tabel 5.

Kurva Standar Quercetin

08 X y =0,0258x - 0,0195

3 0,6 P R?=0,9903
c
@ ...'
204
3 ¢ @ Absorbansi
Ne] o
< 0,2 ) _

o e Linear (Absorbansi)

0
0 10 20 30 40
Konsentrasi

Gambar 14. Kurva Standar Kuersetin
Berdasarkan data pada kurva di atas, diperoleh persamaan Y = 0,0258x
— 0,0195, dengan nilai R? = 0,9903. Data tersebut kemudian digunakan untuk
perhitungan kadar tanin total pada ekstrak daun ketapang segar dan gugur yang
dinyatakan dalam mg Quercetin Equivalen (QE) dalam setiap g ekstrak. Hasil
perhitungan disajikan dalam Tabel 4.

Tabel 4. Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Ketapang Segar dan Gugur.

Sampel Ekstrak ~ Berat Sampel Kadar Flavonoid + SD
(9) (mgQE/g serbuk)
Daun Segar 30 7,74 + 0,08
Daun Gugur 30 8,85+ 0,29

Berdasarkan data pada Tabel 4. di atas, diperoleh hasil perhitungan
kadar flavonoid pada ekstrak daun ketapang segar sebesar 7,74 + 0,08 mgQE/g

ekstrak dan pada ekstrak daun ketapang gugur sebesar 8,85 + 0,29 mgQE/g
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ekstrak. Menurut penelitian Rajesh dkk. (2016), kandungan flavonoid yang
diperoleh dari esktrak metanol daun ketapang berkisar antara 17,13 + 0,78
sampai 98,6 + 2,32 mgQE/g ekstrak. Hasil pengukuran kadar tanin ekstrak
daun ketapang segar dan gugur dalam penelitian ini lebih rendah dari kisaran
total flavonoid ekstrak daun ketapang dari penelitian yang pernah dilakukan.
Menurut Tanamal dkk. (2017), perbedaan kadar metabolit sekunder (flavonoid)
dalam tanaman dapat disebabkan oleh faktor lingkungan seperti suhu,
ketersediaan air, pencahayaan dan unsur hara. Selain itu faktor genetik juga
dapat mempengaruhi produksi metabolit sekunder, tanaman yang berasal dari
galur yang berbeda dalam varietas yang sama sangat mungkin menghasilkan

jumlah metabolit sekunder yang berbeda (Sulichantini, 2015).

Kurva Standar Asam Tanat

0,8 °
y =0,0132x - 0,048
% 06 e R? = 0,9967
© -
@

204
g ® ® absorbansi

0,2 °
<% ... Linear (absorbansi)

0
0 20 40 60 80
Konsentrasi

Gambar 15. Kurva Standar Asam Tanat
Berdasarkan data pada kurva di atas, diperoleh persamaan Y = 0,012x —
0,048, dengan nilai R* = 0,9967. Data tersebut kemudian digunakan untuk
perhitungan kadar tanin total pada ekstrak daun ketapang segar dan gugur yang
dinyatakan dalam mg Tannin Acid Equivalen (TAE) dalam setiap g ekstrak.

Hasil perhitungan disajikan dalam Tabel 5.
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Tabel 5. Kadar Tanin Ekstrak Daun Ketapang Segar dan Gugur

Sampel Ekstrak Berat Sampel Kadar Tanin + SD
(9) (mgTAE/g serbuk)
Daun Segar 30 14,23 + 0,04
Daun Gugur 30 18,47 + 0,05

Berdasarkan data pada Tabel 5 di atas, diperoleh hasil perhitungan
kadar tanin pada ekstrak daun ketapang segar sebesar 14,23 + 0,04 mgTAE/g
ekstrak dan pada ekstrak daun ketapang gugur sebesar 18,47 + 0,05 mgTAE/g
ekstrak. Menurut penelitian Rajesh dkk. (2016), kandungan tanin yang
diperoleh dari esktrak metanol daun ketapang berkisar antara 11,8 + 0,14
sampai 50,46 + 1,1 mgTAE/g ekstrak. Hasil pengukuran kadar tanin ekstrak
daun ketapang segar dan gugur dalam penelitian ini masuk dalam kisaran total
tanin ekstrak daun ketapang dari penelitian yang pernah dilakukan. Menurut
Tanamal dkk. (2017), ada beberapa faktor lingkungan tumbuh yang
menyebabkan perbedaan kadar metabolit sekunder (tanin) dalam tanaman
antara lain suhu, ketersediaan air, pencahayaan dan unsur hara. Selain itu faktor
genetik juga dapat mempengaruhi produksi metabolit sekunder, tanaman yang
berasal dari galur yang berbeda dalam varietas yang sama sangat mungkin
menghasilkan jumlah metabolit sekunder yang berbeda (Sulichantini, 2015).

Berdasarkan analisis fitokimia secara kuantitatif terhadap kandungan
flavonoid dan tanin pada ekstrak daun ketapang segar dan gugur yang telah
dilakukan dalam penelitian ini, diperoleh hasil bahwa kandungan flavonoid dan
tanin pada ekstrak daun ketapang gugur lebih tinggi dibandingkan dengan
ekstrak daun ketapang segar. Menurut penelitian Achakzai dkk (2009) terhadap

daun dari beberapa jenis tanaman, diperoleh bahwa kandungan fenolik dan



50

flavonoid pada daun tua lebih tinggi jika dibandingkan dengan daun muda.
Selama periode pertumbuhan, tanaman mensintesis metabolit sekunder dan
senyawa bioaktif dengan jumlah yang berbeda yang dipengaruhi oleh
lingkungan dan bertambahnya usia daun (Farhoosh dkk., 2007).

Seema dkk (2015) menyatakan bahwa kandungan metabolit sekunder
pada daun muda masih rendah, kemudian akan semakin meningkat seiring
bertambahnya umur daun karena fotosintesis terjadi secara optimal. Cahaya
matahari dan CO, merupakan sumber daya utama untuk proses fotosintesis dan
tingkatnya secara interaktif mempengaruhi produksi metabolit primer dan
sekunder (Ibrahim dkk., 2014). Menurut Jaakola (2003) sistesis flavonoid akan
meningkat pada saat tanaman terkena cahaya matahari langsung (sun direct
exposure) karena adanya aktivitas enzin Flavonon 3-hidroksilase (F3H) yang
menstimulasi pembentukan senyawa golongan flavonoid.

. Inokulasi Saprolegnia sp. pada Medium SDA (Sabouraud Dextrose Agar),
Pengamatan Makroskopis dan Mikroskopis

Jamur yang digunakan pada penelitian ini adalah Saprolegnia sp. yang
diperolen dari Indonesia Culture Collection (InaCC) LIPI. Media SDA
(Sabouraud Dextrose Agar) dipilih karena merupakan media yang selektif
untuk pertumbuhan jamur dan memiliki kandungan nutrisi yang cukup lengkap
untuk memenuhi kebutuhan nutrisi pertumbuhan jamur (Kusdarwati dkk.,
2016).

Tahap inokulasi Saprolegnia sp. dilakukan dengan sterilisasi peralatan
yang akan digunakan, hal ini bertujuan untuk mematikan semua organisme

yang ada pada alat-alat sehingga tidak mengkontaminasi pertumbuhan jamur
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Saprolegnia sp (Hall dkk, 1992). Biakan murni Saprolegnia sp. diinokulasikan
dengan mengambil potongan kecil miselium menggunakan blade yang sudah
disterilkan lalu ditanam pada medium SDA. Setelah itu, medium tersebut
diinkubasi pada suhu 27 °C selama 48 jam (Pradana dkk., 2014).

Pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis dilakukan untuk
mengamati morfologi dan memastikann jamur yang digunakan adalah benar
Saprolegnia sp. Pengamatan mikroskopis dengan pengecatan menggunakan
Lactophenol Cotton Blue. Hasil pengamatan Saprolegnia sp. secara

makroskopis dan mikroskopis dapat dilihat pada Gambar 16 dan Gambar 17.

Gambar 16. Saprolegnia sp.secara makroskopis
Berdasarkan hasil pengamatan secara makroskopis, dapat dilihat
Saprolegnia sp. memiliki ciri-ciri berkoloni seperti kapas dan berwarna putih.
Hal ini sesuai dengan pernyataan Stoskopf (1993) bahwa genus Saprolegnia
memiliki ciri yaitu terdapat koloni menyerupai kapas, bewarna putih dan biasa

ditemukan pada permukaan kulit, sirip dan insang ikan.
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Gambar 17. Morfologi Saprolegnia sp. secara mikroskopis dengan perbesaran
10x45.
Keterangan : a = hifa, b = zoospora, ¢ = sporangium

Berdasarkan hasil pengamatan secara mikroskopis, dapat dilihat bagian
Saprolegnia sp. memiliki hifa yang tidak bersepta (bagian yang ditunjuk panah
a pada Gambar 17.), zoospora (bagian yang ditunjuk panah b pada Gambar
17.), dan sporangium (bagian yang ditunjuk panah ¢ pada Gambar 17.). Hal ini
sesuai dengan pernyataan yang dikemukakan oleh Post (1987) bahwa
Saprolegnia sp. merupakan jamur yang memiliki hifa panjang yang tidak
bersepta, reproduksi secara aseksual yang menghasilkan zoospora. Selain itu,
Stoskopf (1993) mengemukakan bahwa zoospora genus Saprolegnia dihasilkan
dari hifa yang panjang.
. Larutan Kontrol Positif

Agen antifungi yang digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian
ini adalah ketokonazol. Ketokonazol merupakan antifungi golongan azol yang

telah disetujui oleh Food and Drug Administration (FDA) sejak tahun 1981

(Maertens, 2004). Ketokonazol merupakan antijamur yang berspektrum luas,
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bersifat fungistatik, dan bekerja dengan menghambat sintesis ergisterol yaitu
komponen penting dalam pembentukan membran sel jamur (Indranarum,
2001). Tablet ketokonazol digerus dan ditimbang sehingga diperoleh serbuk
ketokonazol sebanyak 10mg, lalu dilarutkan dalam aquades sebanyak 10ml
sehingga diperoleh larutan ketokonazol dengan konsentrasi 50ug/50pl.
(Pangalinan dkk., 2012).
. Uji Zona Hambat

Uji zona hambat pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya
hambat ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) gugur dan segar
terhadap pertumbuhan jamur Saprolegnia sp. secara in vitro. Metode yang
digunakan adalah difusi cakram dengan kertas whatmann berdiameter 0,5 cm.
Setelah 48 jam diamati ada tidaknya zona bening yang terbentuk (Suganda
dkk., 2004 dengan modifikasi). Luas zona hambat ekstrak daun ketapang gugur
dan segar dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil Uji Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang terhadap Saprolegnia

sp.
Perlakuan Rerata Luas Zona Hambat (cm®)
Kontrol - 0?
Kontrol + 0,793

Ekstrak Daun Gugur 30% (G1) 1,058"

Ekstrak Daun Gugur 60% (G2) 1,855°

Ekstrak Daun Gugur 90% (G3) 2,537¢

Ekstrak Daun Segar 30% (S1) 0,940°

Ekstrak Daun Segar 60% (S2) 1,662°

Ekstrak Daun Segar 90% (S3) 2,466°

Keterangan: Hasil analisis ANOVA dengan tingkat kepercayaan 95%,
menunjukkan tidak adanya perbedaan nyata yang signifikan.

Berdasarkan data pada Tabel 6 diketahui masing-masing ekstrak daun

ketapang gugur dan segar dengan konsentrasi 30, 60 dan 90% memiliki
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kemampuan untuk membentuk zona hambat terhadap Saprolegnia sp. Luas
zona hambat paling kecil hingga paling besar pada masing-masing ekstrak
daun gugur dan segar secara berurutan yaitu 30, 60 dan 90%. Konsentrasi 90%
memiliki luas zona hambat yang paling besar jika dibandingkan dengan
konsentrasi lainnya pada masing-masing ekstrak daun gugur dan segar, yaitu
dengan nilai 2,537 cm? pada ekstrak daun gugur dan 2,466 cm? pada ekstrak
daun segar. Hal ini dikarenakan semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka
semakin tinggi konsentrasi senyawa flavonoid dan tannin yang terkandung,
sehingga zona hambat yang terbentuk akan semakin besar. Hal tersebut sesuai
dengan pernyataan Hidayati dkk (2002) bahwa flavonoid dan tanin yang
terkandung pada daun ketapang dapat berfungsi sebagai antifungi.

Apabila masing-masing ekstrak dibandingkan berdasarkan konsentrasi
yang sama maka diketahui bahwa ekstrak daun ketapang gugur menghasilkan
zona hambat yang lebih besar daripada ekstrak daun ketapang segar pada
masing-masing konsentrasi 30, 60 dan 90%. Hal ini dikarenakan pada
penelitian ini kandungan flavonoid dan tanin pada ekstrak daun ketapang gugur
lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak daun ketapang segar, sehingga
ekstrak daun segar memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan
Saprolegnia sp. yang lebih besar. Menurut Oliveira dkk (2016), flavonoid
berperan dalam menghambat pertumbuhan jamur dengan menyebabkan
gangguan permeabilitas membran sel, gugus hidroksil yang terdapat pada
senyawa flavonoid akan membentuk kombinasi dengan fosfolipid dari

membran sel jamur sehingga menyebabkan perubahan komponen organik dan
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transpor nutrisi sehingga akhirnya sel jamur akan terdenaturasi. Hong dkk
(2011) menyatakan bahwa tanin berperan dalam menghambat biosintesis
ergosterol yang merupakan sterol utama penyusun membran sel jamur yang
mengakibatkan pembentukan dinding sel kurang sempurna.

Apabila dibandingkan dengan kontrol maka dapat dilihat ekstrak daun
ketapang gugur dan segar membentuk zona hambat yang lebih besar. Nilai luas
zona hambat pada kontrol positif ketokonazol adalah 0,792 cm?, sedangkan
luas zona hambat yang dihasilkan oleh ekstrak daun ketapang gugur dan segar
dengan konsentrasi 30% adalah 1,058 dan 0,940 cm?. Hal ini menunjukkan
nilai konsentrasi hambar minimal (KHM) ekstrak daun ketapang gugur dan
segar terhadap jamur Saprolegnia sp. adalah 30%. Kontrol negatif yang
digunakan pada uji zona hambat ini menggunakan aquades murni untuk
memastikan tidak ada aktivitas antimikrobia dari pelarut yang digunakan dalam
pengenceran ekstrak daun ketapang. Luas zona hambat ekstrak daun ketapang
gugur dan segar terhadap Saprolegnia sp. dapat dilihat pada Gambar 18 a dan

b.

(@ 0
Gambar 18. (a) Zona hambat kontrol -, ekstrak daun ketapang gugur 30%,
60% dan 90%. (b) Zona hambat kontrol +, ekstrak daun ketapang segar
30%, 60% dan 90%.
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Hasil dari uji zona hambat pada penelitian ini selanjutnya dianalisis
dengan uji DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) untuk melihat letak beda
nyata antar perlakuan. Berdasarkan uji DMRT yang telah dilakukan diketahui
bahwa terdapat beda nyata antar konsentrasi ekstrak 30, 60, dan 90% pada
masing-masing ekstrak daun gugur dan segar. Jika dibandingkan antara ekstrak
daun gugur dan segar pada masing-masing konsentrasi yang sama, maka tidak

terdapat perbedaan nyata yang signifikan (Tabel 6.).



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan simpulan
sebagai berikut:

1. Masing — masing ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) yang
gugur dan segar dengan konsentrasi 30, 60, dan 90% berpengaruh dalam
menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp. secara in vitro.

2. Ekstrak daun ketapang (Terminalia catappa L.) yang gugur memiliki
efektivitas yang cenderung lebih tinggi dalam menghambat pertumbuhan
jamur Saprolegnia sp. secara in vitro dibandingkan ekstrak daun ketapang
segar walaupun secara analisis statistik tidak menunjukkan beda nyata.

B. Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran sebagai
berikut:

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas ekstrak daun

ketapang terhadap Saprolegnia sp. secara in vivo.

2. Perlu dilakukan identifikasi terhadap fungi yang digunakan sampai tingkat

spesies.

3. Perlu ditelaah lebih jauh perbandingan kasus penyakit pada ikan yang

disebabkan oleh jamur dan bakteri.

4. Perlu dilakukan uji kadar air terhadap simplisia daun yang digunakan.

5. Perlu diperhatikan peletakan ring whatmann pada uji zona hambat.
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Lampiran 1. Surat Keterangan ldentifikasi Daun Ketapang (Terminalia

catappa L.)
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Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi sampel yang Saudara kirimkan ke Departemen
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No.Pendaftaran Jenis Suku

161 Terminalia catappa L. Combretaceae

Demikian, semoga dapat digunakan sebagaimana mestinya.
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Lampiran 2. Perhitungan Berat Rendemen
a. Ekstrak Daun Ketapang Gugur

_ Berat ekstrak

Rumus = x 100%
Berat serbuk
: : 10,37
Hasil perhitungan Ulangan1 = 0 X 100% = 34,56 %

10,69

Hasil perhitungan Ulangan 2 = 0 ¥ 100% = 35,63 %

10,74

Hasil perhitungan Ulangan 3 = o X 100% = 35,80 %

(10,37+10,69+10,74) : 3
30

Rata-rata berat rendemen =

b. Ekstrak Daun Ketapang Segar

_ Berat ekstrak

Rumus x 100%

" Berat serbuk
9,8

x 100% = 35,33 %

Hasil perhitungan Ulangan 1 = —09 x 100% =32,96 %

3
10

Hasil perhitungan Ulangan 2 = 2921 100% = 34,03 %

30
9,9

Hasil perhitungan Ulangan 3 = -= x 100% = 33,20 %

30

(9,89+10,21+9,96) : 3
30

Rata-rata berat rendemen =

Lampiran 3. Perhitungan Flavonoid Kuantitatif
a. Ekstrak Daun Ketapang Segar
Ulangan 1
y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,621 =0,0258x + 0,0195
x = C =23,3139535
TFC=cxnx =

g serbuk daun

TFC = 233139535 x 33,3 x %

TFC =7,763545651 mg QE/g serbuk
Ulangan 2

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,625 =0,0258x + 0,0195

x 100% = 33,40 %
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X =C =23,4689922
TFC=cxnx M

g serbuk daun

TFC = 23,4689922 x 33,3 X %

TFC =7,81517442 mg QE/g serbuk daun
Ulangan 3

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195

0,615 =0,0258x + 0,0195

x = C =23,0813953

TFC=cxnx =

g serbuk daun

TFC = 23,0813953 x 33,3 x g

TFC =7,68510465 mg QE/g serbuk daun
Ulangan 4

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195

0,627 =0,0258x + 0,0195

x = C =23,5465116

TFC=cXxnx d

g serbuk daun

TFC = 23,5465116 x 33,3 X %

TFC =7,84098837 mg QE/g serbuk daun
Ulangan 5

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195

0,611 =0,0258x +0,0195

x =C =22,9263566

TFC=cXxnx v

g serbuk daun

TFC =22,9263566 x 33,3 X %

TFC =7,63447674 mg QE/g serbuk daun
Rata-rata TFC = 7,74805814 mg QE/g serbuk daun



b. Ekstrak Daun Ketapang Gugur

Ulangan 1

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,696 =0,0258x +0,0195

x = C = 26,2209302

TFC:cxnxg

serbuk daun

\%

TFC = 26,2209302 x 33,3 X %

TFC =8,73156977 mg QE/g serbuk
Ulangan 2

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,686 =0,0258x +0,0195

x = C =25,833333

TFC=cxnx v

g serbuk daun
TFC = 25,833333 x 33.3 x %

TFC =8,6025 mg QE/g serbuk daun
Ulangan 3

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,714 =0,0258x + 0,0195

x = C =26,9186047

TFC=cxnx v

g serbuk daun

TFC =26,9186047 x 33,3 X %

TFC =8,96389535 mg QE/g serbuk daun
Ulangan 4

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195

0,744 =0,0258x + 0,0195

x = C =28,0813953

TFC=cxnx

g serbuk daun

TFC = 28,0813953 x 33,3 x %
TFC =9,35110465 mg QE/g serbuk daun
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Ulangan 5

y (absorbansi) = 0,0258x + 0,0195
0,688 =0,0258x + 0,0195

x = C =25,9108527
TFC=cxnx d

g serbuk daun

TFC = 25,9108527 x 33,3 x %

TFC =8,62831395 mg QE/g serbuk daun
Rata-rata TFC = 8,85547674 mg QE/g serbuk daun

Lampiran 4. Perhitungan Tanin Kuantitatif

a. Ekstrak Daun Ketapang Segar
Ulangan 1
y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048
0,609 =0,0132x + 0,048
x=C=425
TTC=cxnx d

g serbuk daun
TTC = 425 x 33,3 X %

TTC = 14,1525 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 2

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,613 =0,0132x + 0,048

x =C =42,8030303

TTC=cxnx =

g serbuk daun

TTC = 42,8030303 x 33.3 x g

TTC = 14,25340909 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 3

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,612 =0,0132x + 0,048

X =C=42,7272727
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TTC=cxnx v

g serbuk daun

TTC = 42,7272727 x 33,3 x %

TTC =14,2281812 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 4

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,613 =0,0132x + 0,048

x = C =42,8030303

TTC=cxnx d

g serbuk daun

TTC = 42,8030303 x 33.3 x %

TTC =14,25340909 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 5

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,614 =0,0132x + 0,048

x =C =42,8787879

TTC=cxnx d

g serbuk daun

TTC =42,8787879 x 33,3 X %

TTC =14,27863636 mg TAE/g serbuk daun
Rata-rata TTC = 14,23322727 mg TAE/g serbuk daun

b. Ekstrak Daun Ketapang Gugur
Ulangan 1
y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048
0,777 =0,0132x + 0,048
x = C =55,2272727
TTC=cxnx =

g serbuk daun

TTC =55,2272727 x 33,3 X %
TTC =18,39068182 mg TAE/g serbuk daun
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Ulangan 2

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048
0,779 =0,0132x + 0,048

x = C =55,3787879
TTC=cxnx -

g serbuk daun

TTC =55,3787879 x 33.3 X %

TTC =18,44113636 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 3

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,781 =0,0132x + 0,048

x = C =55,530303

TTC=cxnx d

g serbuk daun
TTC = 55,530303 x 33,3 x %

TTC = 18,54204545 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 4

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,783 =0,0132x + 0,048

x =C =55,6818182

TTC=cxnx d

g serbuk daun

TTC =55,6818182 x 33,3 X %

TTC = 18,54204545 mg TAE/g serbuk daun
Ulangan 5

y (absorbansi) = 0,0132x + 0,048

0,781 =0,0132x + 0,048

x = C =55,530303

TTC:cxnxg M

serbuk daun
TTC =55,530303 x 33,3 x %

TTC =18,54204545 mg TAE/g serbuk daun
Rata-rata TTC = 18,4140909 mg TAE/g serbuk daun
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Lampiran 5. Perhitungan Luas Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang

terhadap Saprolegnia sp.
d d
Rumus : Luas Zona Hambat = 1t [(71)2 - (72)2]

a. Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Kontrol (+) Ketokonazol
terhadap Saprolegnia sp.
Pengulangan Perhitungan

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (OT)Z]

=0,7536cm?
= 0,75 cm?

) ,5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—2)2 - (07)2]

=0,93415 cm?
= 0,93 cm?

) ,5
Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (07)2]

=(0,7536cm?
= 0,75 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—2)2 - (Oé—s)z]
=0,93415 cm?
= 0,93 cm?
1 0,5
Luas zona hambat = 3,14 [(5)2 - (7)2]

= 0,58875 cm?
= 0,6 cm?
Rata-rata 0,84 cm?

b. Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Esktrak Daun Ketapang
Gugur 30% terhadap Saprolegnia sp.
Pengulangan Perhitungan

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—4)2 - (Oé—S)Z]

= 1,34235 cm?
= 1,34 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—3)2 - (Oé—S)Z]

=1,1304 cm?
=1,13 cm?

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (0?)2]

=1,1304 cm?
=1,13 cm?




, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(171)2 - (OT)Z]

=0,7536cm?
= 0,75 cm?

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—2)2 - (OT)Z]

=0,93415 cm?
= 0,93 cm?

Rata-rata

1,05 cm?
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c. Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Esktrak Daun Ketapang
Gugur 60% terhadap Saprolegnia sp.

Pengulangan Perhitungan
) ,5
Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (07)2]
! =2,6376 cm?
= 2,63 cm?
1,7 0,5
Luas zona hambat = 3,14 [(7)2 - (7)2]
2 =2,0724 cm?
= 2,07 cm?
1,5 0,5
3 Luas zona hambat = 3,14 [(7)2 - (T)Z]
=1,57 cm?
Luas zona hambat = 3,14 [(1;—4)2 - ((2—6)2]
4 =1,4235 cm?
=1,42 cm?
1,5 0,5
5 Luas zona hambat = 3,14 [(7)2 - (7)2]
=1,57 cm?
Rata-rata 1,85 cm?

d. Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Esktrak Daun Ketapang
Gugur 90% terhadap Saprolegnia sp.

Pengulangan

Perhitungan

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2—5)2]

= 3,2656 cm?
= 3,26 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2—5)2]

=2,6376 cm?
= 2,63 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2—5)2]

=2,0724 cm?
= 2,07 cm?




, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(179)2 - (0?)2]

4 = 2,6376 cm?
= 2,63 cm?
1,7 0,5
Luas zona hambat = 3,14 [(7)2 - (7)2]
> =2,0724 cm?
= 2,07 cm?
Rata-rata 2,53 cm?

e.
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Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Daun Ketapang Segar 30%
terhadap Saprolegnia sp.

Pengulangan

Perhitungan

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—3)2 - (OT)Z]

=1,1304 cm?
= 1,13 cm?

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (OT)Z]

=0,7536cm?
= 0,75 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—2)2 - ((2_5)2]

=0,93415 cm?
= 0,93 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2—5)2]

=(0,7536cm?
= 0,75 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—3)2 - ((2—5)2]

=1,1304 cm?
=1,13 cm?

Rata-rata

0,94 cm?

f.

Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Segar 60% terhadap Saprolegnia sp.

Pengulangan

Perhitungan

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (Oé_s)z]

= 2,0724 cm?
= 2,07 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - (%)z]

=2,6376 cm?
= 2,63 cm?




, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—4)2 - (OT)Z]

= 1,34235 cm?
= 1,34 cm?

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—3)2 - (OT)Z]

=1,1304 cm?
= 1,13 cm?

) ,5
Luas zona hambat = 3,14 [(12—3)2 - (07)2]

=1,1304 cm?
=1,13 cm?

Rata-rata

1,66 cm?2
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g. Hasil Perhitungan Luas Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
Segar 90% terhadap Saprolegnia sp.

Pengulangan

Perhitungan

, 5
Luas zona hambat = 3,14 [(179)2 - (07)2]

= 2,6376 cm?
= 2,63 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(zé—l)z - ((2_5)2]

= 3,2656 cm?
= 3,26 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2—5)2]

= 2,0724 cm?
= 2,07 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(1;—5)2 - ((2—5)2]
= 1,57 cm?

Luas zona hambat = 3,14 [(%)2 - ((2_5)2]

= 2,6376 cm?
= 2,63 cm?

Rata-rata

2,43 cm?
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Lampiran 6. Hasil Anova-Duncan Zona Hambat Ekstrak Daun Ketapang
terhadap Saprolegnia sp.

ANOVA
Zona Hambat
Jumlah Derajat Rataan F Sig.
kuadrat Bebas (df) kuadrat
Antar grup 26.496 7 3.785 | 20.682 .000
Dalam grup 5.856 32 .183
Total 32.353 39
Zona Hambat
Duncan*
Perlakuan Jumlah Subset (bagian)
Tingkat kepercayaan = 0.05
1 2 3 4
Kontrol Negatif 5 .0000
Kontrol Positif 5 .71928
Ekstrak Daun Segar 30% 5 .9404
Ekstrak Daun Gugur 30% 5 1.0582
Ekstrak Daun Segar 60% 5 1.6626
Ekstrak Daun Gugur 60% 5 1.8547
Ekstrak Daun Segar 90% 5 2.4366
Ekstrak Daun Gugur 90% 5 2.5371
Sig. 1.000 .363 483 713

Nilai rata-rata yang sama ditampilkan pada subset yang sama

Menggunakan Harmonic Mean Sample Size = 5.000

Keterangan: Ada perbedaan nyata yang signifikan antara perlakuan ekstrak
daun gugur dan segar 30%, 60% dan 90%. Namun tidak ada perbedaan
nyata yang signifikan antara ekstrak daun gugur dan segar dari masing-
masing konsentrasi.



Lampiran 7. Perhitungan Standar Deviasi
Flavonoid, dan Total Tanin

Standar Deviasi Berat Rendemen
Ekstrak daun ketapang gugur
Ulangan 1:10,37 g

Ulangan 2 : 10,69 g

Ulangan 3: 10,74 g

Mean : 10,37 + 10,69 + 10,74 = 10,60
3
Varians : 6° = (-0,23)> + 0,09° + 0,14
3
=0,0529 + 0,0081 + 0,0144
3
=0,0754 = 0,025
3
Standar deviasi : V0,025 =0,158.. <& 0,16

Ekstrak daun ketapang segar
Ulangan1:9,89 g

Ulangan 2 : 10,21 g

Ulangan 3:9,96 g

Mean : 9,89 + 10,21 + 9,96 = 10,02
3
Varians : ¢° = (-0,13)> + 0,192 + (-0,06)?
3
=0,0169 + 0,0361 + 0,0036
3
=0,0566 = 0,018 => 0,02
3

Standar deviasi : V0,02 =0,141.. 2 0,14
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Berat Rendemen, Total



Standar Deviasi Kadar Flavonoid
Ekstrak Daun Gugur

Ulangan1: 8,73

Ulangan 2 : 8,60

Ulangan 3 : 8,96

Ulangan 4 : 9,35

Ulangan 5 : 8,63

Mean : 8,73 + 8,60 + 8,96 + 9,35 + 8,63 = 8,85
5
Varians : 6° = (-0,12)% + (-0,25)* + 0,112 + 0,55 + (-0,22)?
5
= 0,0144 + 0,0625 + 0,0121 + 0,3025 + 0,0484

5
=0,4399 =>» 0,0879 = 0,088
5
Standar deviasi : V0,088 = 0,29

Ekstrak Daun Segar
Ulangan1:7,76
Ulangan 2 : 7,81
Ulangan 3 : 7,68
Ulangan 4 : 7,84
Ulangan 5: 7,63

Mean: 7,76 + 7,81 + 7,68 + 7,84 + 7,63 = 7,74
Varians : 6*= 0,02 +50,072 + (-0,06)* + 0,1% + (-0,11)?
= 0,0004 + o,004§ +0,0036 + 0,01 + 0,0121
= 0,031 = 0,0062 -)5 0,006
5

Standar deviasi : V0,006 = 0,077 = 0,08
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Standar Deviasi Kadar Tanin
Ekstrak Daun Gugur
Ulangan 1 : 18,39

Ulangan 2 : 18,44

Ulangan 3 : 18,49

Ulangan 4 : 18,54

Ulangan 5 : 18,49

Mean : 18,39 + 18,44 + 18,49 + 18,54 + 18,49 = 18,47
5
Varians : o> = (-0,08)* + (-0,03)* + 0,02 + 0,07 + 0,02°
5
= 0,0064 + 0,0009 + 0,0004 + 0,0049 + 0,0004

5
=0,013 =>» 0,0026
5
Standar deviasi : V0,0026 = 0,05

Ekstrak Daun Segar
Ulangan 1: 14,15
Ulangan 2 : 14,25
Ulangan 3 : 14,23
Ulangan 4 : 14,25
Ulangan 5 : 14,28

Mean : 14,15+ 14,25 + 14,23 + 14,25 + 14,28 = 14,23
Varians : 6°= (-0,08)§ + 0,022 + 0% + 0,022 + 0,05°
= 0,0064 + 0,000513 + 0 +0,0004 + 0,0025
= 0,0097 = 0,0019 ¥
Standar deviasSi :N0,0019 = 0,043 2 0,04
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Lampiran 8. Dokumentasi

Gambar 1. Daun ketapang gugur yang telah dikeringkan

Gambar 2. Daun ketapang segar yang telah dikeringkan

Gambar 3. Serbuk daun ketapang gugur yang telah dihaluskan dengan mesh
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Gambar 7. Uji tanin ekstrak daun ketapang gugur

Gambar 9. Uji saponin ekstrak daun ketapang gugur
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Gambar 10. Uji saponin ekstrak daun ketapang segar

Gambar 11. Larutan standar quarsetin

Wy
z oo

Gambar 12. Larutan uji flavonoid ekstrak daun ketapang segar 300 ppm

S 00

Gambar 13. Larutan uji flavonoid ekstrak daun ketapang gugur 300 ppm
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Fo - o Py

Gambar 14. Larutan standar asam tanat

Gambar 15. Larutan uji tanin ekstrak daun ketapang segar 200 ppm

ﬁ - [

Gambar 16. Larutan uji tanin ekstrak daun ketapang gugur 200 ppm

Ulangan Ekstrak Daun Segar

Ekstrak Daun Gugur

1

Gambar 17. Ekstrak daun gugur | Gambar 18. Ekstrak daun segar
ulangan 1 dan Kontrol - ulangan 1 dan Kontrol -
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Gambar 19. Ekstrak daun gugur
ulangan 2 dan Kontrol -

Gambar 20. Ekstrak daun segar
ulangan 2 dan Kontrol -

Gambar 21. Ekstrak daun gugur
ulangan dan Kontrol -

Gambar 22. Ekstrak daun segar
ulangan 3 dan Kontrol +

Gambar 23. Ekstrak daun gugur
ulangan 4 dan Kontrol +

Gambar 24. Ekstrak daun segar
ulangan 4 dan Kontrol +
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Gambar 25. Ekstrak daun gugur
ulangan 5 dan Kontrol +

Gambar 26. Ekstrak daun segar
ulangan 5 dan Kontrol +




