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ABSTRAK 

 
Penggunaan antibiotik secara berlebihan dalam mengatasi penyakit bakterial pada ikan dapat 
menimbulkan resistensi. Maka dari itu perlu adanya alternatif lain yang aman dalam 
penggunaannya yakni dengan menggunakan bahan-bahan alam. Madu dan patikan kerbau 
merupakan bahan-bahan alam yang diketahui memiliki senyawa aktif yang berfungsi sebagai 
antibakteri. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui jenis-jenis senyawa aktif dalam 
kombinasi dengan menggunakan pereaksi fitokimia dan untuk mengetahui perbandingan 
kombinasi madu dan patikan kerbau (Euphorbia hirta) yang optimal dalam menghambat 
bakteri Vibrio alginolyticus secara in vitro. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap terdiri dari 3 perlakuan kombinasi, 2 perlakuan tanpa kombinasi serta 2 kontrol, 
dengan setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Perbandingan kombinasi yang digunakan 
yaitu 1 : 2 (madu 5ml : patikan kerbau 10ml), 2 : 2 (madu 10ml : patikan kerbau 10ml), dan 
2 : 1 (madu 10ml : patikan kerbau 5ml) yang diuji menggunakan uji cakram. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa kombinasi madu dan patikan kerbau memiliki senyawa aktif berupa 
alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, saponin, dan terpenoid yang bersifat antibakteri terhadap 
bakteri V. alginolyticus. Perbandingan kombinasi yang optimal dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri V. alginolyticus adalah perbandingan kombinasi 2 : 1 dengan daya 
hambat sebesar 25,5 mm. 

 
Kata Kunci: In Vitro, Madu Kefa, Patikan Kerbau, Vibrio alginolyticus  

 
ABSTRACT 

 
This study was conducted to determine the types of active compounds in combination using 
phytochemical reagents and to determine the optimal combination of honey and patikan 
kerbau (Euphorbia hirta) in inhibiting Vibrio alginolyticus bacteria in vitro. This study used a 
completely randomized design consisting of 3 combination treatments, 2 treatments without 
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combination and 2 controls, with each treatment being repeated 3 times. The combination 
ratio used was 1 : 2 (5 ml honey : 10 ml patikan kerbau), 2 : 2 (10 ml honey : 10 ml patikan 
kerbau), and 2 : 1 (10 ml honey : 5 ml patikan kerbau) which were tested using the disc test. 
The results showed that the combination of honey and patikan kerbau had active compounds 
in the form of alkaloids, flavonoids, phenols, tannins, saponins, and terpenoids which were 
antibacterial against V. alginolyticus bacteria. The optimal combination ratio in inhibiting the 
growth of V. alginolyticus bacteria is a combination ratio of 2: 1 with an inhibition of 25.5 
mm. 
 
Key words: In Vitro, Kefa Forest Honey, Patikan Kerbau, Vibrio alginolyticus 

 
PENDAHULUAN 

 
Penyakit bakterial merupakan salah satu kendala yang banyak ditemukan dalam kegiatan 

budidaya. Bakteri Vibrio alginolyticus merupakan salah satu bakteri penyebab kematian dalam 
kegiatan budidaya ikan dan udang, pada larva udang windu tingkat mortalitas tergolong tinggi 
(Feliatra, dkk 2014). Bakteri V. alginolyticus merupakan bakteri gram negatif yang dapat 
berkembang dari saprofit menjadi patogenik pada kondisi lingkungan yang memungkinkan 
untuk berkembang biak dan bersifat fakultatif anaerob (Nur, 2019) . Menurut penelitian 
Sarjito, dkk (2016) ikan kerapu macan yang terinfeksi bakteri ini akan mengalami perubahan 
tingkah laku, penurunan nafsu makan, terjadi pendarahan pada sirip, serta terjadi kerusakan 
jaringan pada organ insang, hati dan ginjal.  

Penanganan yang dilakukan biasanya adalah menggunakan antibiotik. Namun, 
penggunaan antibiotik secara berlebihan dapat menyebabkan resistensi. Timbulnya strain 
bakteri yang resisten terhadap antibiotik mengakibatkan pengobatan yang berkepanjangan 
serta meningkatnya angka kematian (Simanjuntak & Rahmiati, 2021). Oleh karena itu 
diperlukan alternatif lain yang aman dalam mengatasi penyakit infeksi pada ikan yaitu dengan 
menggunakan bahan-bahan alam yang memiliki sifat antibakteri seperti madu dan patikan 
kerbau (Euphorbia hirta). 

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa penggunaan madu asal Kefa sebagai 
antibakteri mampu menghambat pertumbuhan bakteri A. hydrophila dengan menghasilkan 
zona hambat sebesar 16 mm pada konsentrasi 75%. Aktivitas antibakteri madu terhadap bakteri 
disebabkan oleh tingginya kadar gula, kadar pH yang rendah, serta adanya senyawa hidrogen 
peroksida (Salosso, dkk 2020). Patikan kerbau (E. hirta) merupakan salah satu tanaman yang 
memiliki sifat antibakteri. Iskandar, dkk (2022) dalam penelitiannya mengungkapkan bahwa 
formulasi patikan kerbau pada konsentrasi 3% dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. mutans 
dengan zona hambat sebesar 20,9 mm.  

Berdasarkan kajian di atas, kemungkinan bahwa bahan alam dengan potensi antibakteri 
ketika dikombinasikan akan menghasilkan aktivitas antibakteri yang lebih besar. Hal ini 
didukung oleh Hardi, dkk (2018) dalam penelitiannya mengatakan  kombinasi antara 
Boesenbergia pandurata, Solanum ferox dan Zingiber zerumbet memiliki aktivitas antibakteri 
yang lebih besar terhadap A. hydrophilla dan Pseudomonas sp jika dibandingkan dengan 
ekstrak tanaman tunggal. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji senyawa 
aktif yang terdapat dalam kombinasi madu dan patikan kerbau, serta menguji potensi 
antibakteri dari kombinasi madu dan patikan kerbau terhadap bakteri V. alginolyticus pada 
berbagai perbandingan secara in vitro. 
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METODE PENELITIAN 
 
Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan selama 1 bulan, terhitung dari bulan September-Oktober 2022 
yang bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Stasiun Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan 
Keamanan Hasil Perikanan, Kupang. 
 
Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri, erlenmeyer, tabung 
reaksi, jarum ose, lampu Bunsen, eppendorf, pinset, penggaris dan kamera.Bahan yang 
digunakan yaitu madu berasal dari Kefa, patikan kerbau yang diambil dari Kelapa Lima, 
Kupang, bakteri Vibrio alginolyticus, amoxan sebagai antibiotik, TSA (Trypticase Soy Agar), 
pepton 2%, aquades steril, kertas cakram, alkohol, dan aluminium foilPersiapan Kombinasi  
 
Madu dan Patikan Kerbau (Euphorbia hirta) 

Madu yang digunakan merupakan madu yang berasal dari Kefa. Konsentrasi madu yang 
digunakan yaitu 50%, dimana sebanyak 25 ml madu diencerkan dengan 25 ml aquades. 
Tanaman patikan kerbau yang digunakan sebagai bahan uji diambil dari daerah sekitar Kelapa 
Lima, Kupang. Sebelum digunakan tanaman patikan kerbau dicuci terlebih dahulu, 
dikeringkan dan dipotong menjadi bagian kecil-kecil. Konsentrasi patikan kerbau yang 
digunakan yaitu 3%, sebanyak 6 gram patikan kerbau ditimbang dan direbus dalam 200 ml 
air sampai mendidih. Setelah itu, air rebusan patikan kerbau didiamkan selama 12 jam, 
kemudian disaring sebagai bahan uji. Perbandingan kombinasi yang digunakan yaitu 1 : 2 (5 
ml madu : 10 ml patikan kerbau), perbandingan 2 : 2 (10 ml madu : 10 ml patikan kerbau) dan 
perbandingan 2 : 1 (10 ml madu : 5 ml patikan kerbau).  
 
Skrining Fitokimia Kombinasi Madu dan Patikan Kerbau (Euphorbia hirta) 

Perbandingan kombinasi madu dan patikan kerbau (E. hirta) yang digunakan untuk uji 
fitokimia yaitu 1 : 1. Skrining fitokimia kombinasi madu dan patikan kerbau (E. hirta) 
dilakukan terhadap senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, saponin, terpenoid dan steroid. 
Metode yang digunakan yaitu kualitatif dengan menggunakan pereaksi fitokimia antara lain, 
pereaksi Mayer, Dragendorf, dan Bouchardat untuk uji senyawa alkaloid, serbuk Mg untuk uji 
flavonoid, senyawa tanin dan fenol menggunakan FeCl3, metode uji buih untuk senyawa 
saponin, serta metode Lieberman-Burchard untuk uji terpenoid dan steroid. 
 
Uji Efektivitas Madu dan Patikan Kerbau (Euphorbia hirta) 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah difusi cakram dengan menggunakan 
media TSA semi solid dan media TSA tipis. Kertas cakram yang akan digunakan direndam 
selama 15 menit dalam eppendorf setiap perlakuan. Media semi solid yang digunakan 
diinokulasi dengan bakteri uji yakni bakteri Vibrio alginolyticus sebanyak 1 ose, kemudian 
dituang pada media TSA tipis. Setelah itu diangkat kertas cakram dari setiap perlakuan 
menggunakan pinset steril dan diletakkan pada permukaan media TSA yang telah diinokulasi. 
Media diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 28℃. Terbentuknya daerah bening di sekitar 
kertas cakram merupakan zona hambat antibakteri. 
 
Analisis Data 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 
perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan yang digunakan meliputi 3 perlakuan kombinasi, 2 
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perlakuan tanpa kombinasi sebagai pembanding terhadap perlakuan kombinasi, serta 2 kontrol 
sebagai pembanding terhadap perlakuan. Data hasil pengukuran diameter zona hambat 
dianalisis menggunakan ANOVA, apabila hasil menunjukkan (P > 0,05) maka dilanjutkan 
dengan uji BNT menggunakan SPSS versi 26 for Window 
 

HASIL 
 

Skrining Fitokimia 

Hasil skrining fitokimia kombinasi madu dan patikan kerbau (E. hirta) 
menggunakan pereaksi fitokimia dapat dilihat pada tabel 1.  

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Madu dan Patikan Kerbau (E. 

hirta) Senyawa Aktif Hasil

 Keterangan 
Alkaloid +++ Terbentuk endapan putih, endapan 

orange, dan berwarna coklat 
Flavonoid + Terbentuk warna orange, merah 

bata, merah lembut dan merah tua 
Tannin ++ Terbentuk warna coklat 

kehitaman, biru kehitaman 
Fenol ++ Terbentuk warna hijau kehitaman 
Saponin ++ Terdapat busa permanen 
Steroid - Tidak berwarna biru kehijauan 
Terpenoid +++ Terbentuk warna merah,

 merah jambu/ungu 
 

Keterangan : +++ = sangat kuat 

++ = sedang 

Uji Efektivitas Kombinasi Madu dan Patikan Kerbau (Euphorbia hirta) 

Uji efektivitas kombinasi madu dan patikan kerbau terhadap bakteri Vibrio alginolyticus 
dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram. Berdasarkan hasil pengamatan secara 
keseluruhan baik perlakuan kombinasi maupun perlakuan tanpa kombinasi mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. Hasil uji efektivitas kombinasi madu dan 
patikan kerbau terhadap bakteri V. alginolyticus dapat dilihat pada Gambar 1 

 
Gambar 1. Grafik hasil uji efektivitas kombinasi madu dan patikan kerbau (E. hirta) 
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terhadap diameter daya hambat bakteri V. Alginolyticus 
 

PEMBAHASAN 
 

Berdasarkan Tabel 1 hasil uji skrining fitokimia menunjukkan bahwa sifat antibakteri 
kombinasi madu dan patikan kerbau (E.hirta) didukung oleh adanya senyawa aktif seperti 
alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, saponin, dan terpenoid. Senyawa-senyawa aktif tersebut 
memiliki mekanisme antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri dalam hal ini 
bakteri Vibrio alginolyticus. Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang dapat 
mengakibatkan kematian pada sel bakteri, yaitu dengan menghambat pembentukan lapisan 
dinding sel (Agustin dkk, 2018). Sebagai antibakteri dari golongan fenol, flavonoid dapat 
mengakibatkan rusaknya membran sel yang menyebabkan keluarnya zat terlarut seperti ATP, 
asam nukleat dan protein yang berperan penting dalam proses metabolisme bakteri dan 
berujung pada kematian sel (Weng dkk, 2023). 

Tanin dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara menginaktifkan kemampuan 
menempel bakteri dan menghambat aktivitas kerja enzim protease dalam membentuk ikatan 
kompleks polisakarida (Kursia dkk, 2016). Aktivitas antibakteri fenol yaitu dengan merusak 
membran sel sitoplasma bakteri, menghambat proses pembelahan sel dan sintesis DNA 
(Adamu dkk, 2022). Saponin diketahui memiliki zat aktif yang dapat menyebabkan rusaknya 
permeabilitas membran bakteri, sehingga terganggunya kelangsungan hidup bakteri (Sudarmi 
dkk, 2017). Dalam menghambat pertumbuhan bakteri, terpenoid akan bereaksi dengan porin 
(protein transmembran), kemudian membentuk ikatan polimer akibatnya permeabilitas dinding 
sel bakteri menurun (Amalia dkk, 2017). 

Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa secara keseluruhan daya hambat tertinggi terdapat 
pada perlakuan M dengan zona hambat 30 mm, diikuti perlakuan C (2:1) sebesar 25,5 mm, 
tidak jauh berbeda zona hambat perlakuan B (2:2) sebesar 24,7 mm, perlakuan A sebesar 15,3 
mm, perlakuan PK sebesar 15 mm dan kontrol+ sebesar 14,5 mm. Berdasarkan kriteria daya 
hambat menurut Davis & Stout, kategori lemah yaitu zona hambat <5mm, kategori sedang zona 
hambat 5-10 mm, kategori kuat zona hambat 10-20 mm, dan kategori sangat kuat zona hambat 
>20 mm (Widiani & Pinatih, 2020). Merujuk pada kriteria tersebut maka hasil pengukuran zona 
hambat tergolong ke dalam kategori kuat dan sangat kuat. 

Terbentuknya zona hambat pada setiap perlakuan dikarenakan adanya aktivitas 
antibakteri dari senyawa aktif yang terkandung dalam madu dan patikan kerbau sehingga dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. Hal ini sejalan dengan penelitian (Salosso 
dkk, 2023) yang melaporkan bahwa kombinasi madu dan patikan kerbau (E. hirta) pada 
berbagai perbandingan sebagai antibakteri dapat menghambat pertumbuhan Aeromonas 
hydrophila. Dilihat dari hematologi ikan lele yang terinfeksi kembali ke tingkat normal setelah 
mengalami pengobatan. Hal ini dikarenakan adanya kandungan senyawa aktif yang bersifat 
antibakteri seperti alkaloid, flavonoid, saponin, f 

Berdasarkan hasil uji anova rata-rata diameter daya hambat kombinasi madu dan patikan 
kerbau menunjukkan adanya pengaruh nyata (P<0,05) terhadap bakteri V. alginolyticus secara 
in vitro. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa kombinasi madu dan patikan kerbau 
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan bakteri V. Alginolyticus. Berdasarkan uji lanjut 
BNT menunjukkan bahwa kombinasi madu dan patikan kerbau berbeda nyata terhadap bakteri 
V. alginolyticus. Perlakuan A berbeda nyata dengan perlakuan B, perlakuan B tidak berbeda 
nyata dengan perlakuan C, dan perlakuan C berbeda nyata dengan perlakuan A. 

Pada perlakuan kombinasi, daya hambat tertinggi terhadap V. alginolyticus yaitu pada 
perlakuan C dengan perbandingan 2:1, diikuti perlakuan B dengan perbandingan 2:2, dan 
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perlakuan A dengan perbandingan 1:2. Hasil ini memperlihatkan bahwa pada perbandingan 
dengan jumlah madu lebih banyak mampu menghasilkan daya hambat lebih besar terhadap V. 
alginolyticus jika dibandingkan dengan perlakuan yang memiliki madu dalam jumlah sedikit. 

Besarnya zona hambat yang dihasilkan selain karena senyawa aktif berupa alkaloid, 
flavonoid, tanin, fenol, saponin dan terpenoid, didukung juga oleh 3 faktor yaitu kandungan 
gula yang tinggi, nilai pH yang rendah serta adanya senyawa hidrogen peroksida pada madu 
yang bersifat antibakteri. 

Faktor pertama kandungan gula yang tinggi. Pada madu terkandung konsentrasi gula 
yang tinggi dimana hal ini menyebabkan terjadinya tekanan osmosis pada sel bakteri, yang 
ditandai dengan keluarnya air dari sel sehingga sel bakteri menyusut. Pada kondisi tersebut sel 
bakteri tidak dapat hidup dikarenakan perbedaan lingkungan untuk tumbuh dengan larutan gula 
yang bersifat hipertonik (Almasaudi, 2021). 

Faktor kedua adalah pH madu yang rendah dan bersifat asam. Aktivitas antibakteri madu 
dipengaruhi juga oleh pH madu yang bersifat asam. Untuk bertumbuh, bakteri V. alginolyticus 
memiliki toleransi pH berkisar dari 6,8 – 10,2 dan optimum pada pH 7,4 – 9,6 (Bagan, 2012). 
Cunha dkk, (2020) mengungkapkan madu memiliki pH berkisar antara 3,2 – 4,5 yang 
menandakan madu  bersifat asam, hal ini mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan dan 
proliferasi mikroba (Afifa Khatun dkk, 2022).  

Faktor ketiga yaitu adanya senyawa hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida merupakan 
antibakteri madu yang bersifat sitotoksik yang diproduksi oleh glukosa oksidase (Eteraf-
Oskouei, 2013). Senyawa ini dapat menyebabkan rusaknya gugus fungsi biomolekul. 
Akibatnya proses metabolisme dan sintesis protein terhambat. Pada akhirnya bakteri 
kehilangan kemampuan untuk berkembang dan mati (Arumsari et al., 2012). (Putri & Asparini 
(2017) menambahkan senyawa ini dapat meningkatkan lisis yang berujung pada kematian 
bakteri.  
 

KESIMPULAN  
 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa dalam kombinasi 
madu dan patikan kerbau (E. hirta) mengandung senyawa aktif berupa alkaloid, flavonoid, 
fenol, tannin, saponin dan terpenoid yang bersifat antibakteri. Perbandingan kombinasi yang 
paling optimal dalam menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus yaitu pada perlakuan 
C dengan perbandingan 2 : 1 menghasilkan zona hambat sebesar 25,5 mm. Hal ini dikarenakan 
pada perlakuan ini jumlah perbandingan madu lebih banyak daripada patikan kerbau (E. hirta), 
dimana sifat antibakteri madu didukung oleh ketiga faktor yakni tingginya kandungan gula, pH 
yang bersifat asam, dan senyawa hidrogen peroksida yang bersifat sitotoksik terhadap bakteri 
alginolyticus. 
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