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ABSTRACT
Keywords: Research was carried out by analyzing the antibacterial ability of the ethanol extract
mangrove leaves; of mangrove Rhizopora apiculata leaves against Vibrio sp. Maceration using 70%
Rhizopora apikulata;,  ethanol resulted in an extract yield of 3.09%. The highest average inhibition zone
Vibrio sp.; results were found in mangrove leaf extract at a concentration of 100% with an
fitokimia inhibition zone of 24.68 mm. The smallest inhibition zone was found in mangrove leaf

extract with a concentration of 6.25% with an inhibition zone of 3.85 mm, a positive
control inhibition zone (30 mg tetracycline) of 26.35 mm and a negative control
inhibition zone (DMSO 10%) of 0 mm. This can be seen from the results of the
average inhibition zone which shows strong antibacterial activity of mangrove leaf
extract at a concentration of 100% and moderate antibacterial activity of mangrove
leaf extract at a concentration of 75% to 50% and no antibacterial activity at
concentrations of mangrove leaf extract below 25 %, the positive control inhibition
zone (30 mg tetracycline) was 26.35 mm and the negative control inhibition zone
(DMSO 10%) was 0 mm. Phytochemical analysis was also carried out on mangrove
leaves with the results showing the presence of several visible secondary metabolites.
The secondary metabolites found in Rhizopora apiculata mangrove leaves consist of
alkaloids, flavanoids, steroids, saponins and tannins.
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A. PENDAHULUAN

Bakteri yang menyebabkan penyakit vibriosis adalah bakteri Vibrio sp.(Irianto, 2005).
Ciri-ciri ikan yang terserang vibriosis yaitu pada insang dan hepatopankreas berwarna merah
agak kecoklatan, bagian telson, uropod dan abdominal semuanya berwarna merah, dan
berenang lambat atau terlihat lemah (Ramesh et al., 2014). Meluasnya penggunaan antibiotik
selama beberapa tahun terakhir telah mengakibatkan dalam residu antibiotik dalam produk
perikanan yang dibudidayakan mengalami resistensi (Hemamalini et al., 2022). Hal ini
ditemukan bahwa bakteri Vibrio menunjukkan resistensi terhadap banyak antibiotik,
termasuk ampisilin, penisilin, dan tetrasiklin (Elmahdi et al., 2016; Li et al., 2023). Dengan
demikan membutuhkan antibiotik baru dari bahan alam yang berguna mengatasi resistensi
terhadan antibiotik sintesis.

Tumbuhan mangrove Rhizopora apiculata memiliki banyak manfaat bagi kehidupan
manusia, mulai dari manfaat ekologis hingga manfaat sebagai sumber pangan dan obat-
obatan (Nurjanah et al., 2015). Mangrove Rhizopora apiculata merupakan salah satu vegetasi
hutan tropis dan pemanfaatannya terkait dengan potensi zat bioaktifnya yang memiliki nilai
farmasi sebagai antibakteri (Latief et al., 2015). Hasil penelitian melaporkan bahwa tanaman
mangrove menunjukkan respon antibakteri karena mengandung komponen alkaloid, minyak
atsiri, asam fenolat, flavonoid, kina, tanin, dan terpenoid (Jithesh et al., 2006; Ravikumar,
2014). Penelitian antibakteri dari bahan alam terhadap Vibrio sp. belum banyak diteliti, perlu
diteliti lebih lanjut kemampuan antibakteri ekstrak daun Mangrove Rhizopora apiculata
dalam menghambat pertumbuhan Vibrio sp. bakteri.

B. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Pantai Difur Kota Tual dan di UPTD Balai Budidaya
Perikanan Kota Tual dengan suhu rata-rata tahunan berkisar antara 27 °C sampai 31 °C.

Alat dan Bahan

Air laut, daun mangorve, media Thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS), air
suling, etanol, penyeka kapas steril, kertas cakram antibiotik tetrasiklin, kertas cakram
kosong, handuk kertas, pembakar Spirit, konsep inkubator udara, konsep bio inkubator, hot
plate , timbangan, sarung tangan steril, oven, evaporator, saringan 60 mesh, cawan petridish,
erlenmeyer, tabung reaksi, spatula, gelas ukur, labu ukur, gelas kimia, pipet, pinset, bunsen,
neraca analitik, colloni counter, blender, tray, mortar dan alu.

Metode Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel air laut di daerah Watdek Kabupaten Maluku Tenggara.

Pengambilan sampel daun mangrove dilakukan dengan cara dipetik langsung dari pohonnya
yang berada di Desa Ngilngof.
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Preparasi Sampel

Daun mangrove Rhizopora apiculata diambil, dibersihkan dengan air mengalir untuk
menghilangkan residu kotor. Kemudian daun dipotong kecil-kecil dan dihamparkan pada
nampan untuk ditiriskan dan dikeringkan pada suhu ruang selama 5-7 hari. Daun kering yang
dihasilkan kemudian dihaluskan dengan pengiling bubuk dan diayak menggunakan saringan
60 mesh untuk menghasilkan serbuk.

Ekstraksi, Pengenceran Ekstrak dan Pembuatan Larutan Kontrol

Proses ekstraksi dalam penelitian ini adalah dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 70%. Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan
filtrat dan ampas. Filtrat ekstrak yang diperoleh dimasukkan ke dalam Erlenmeyer, kemudian
pelarut yang terkandung dalam ekstrak dihilangkan sehingga diperoleh ekstrak berbentuk
pasta. Proses penguapan ekstrak cair menjadi pasta dilakukan dengan menggunakan oven
pada suhu 78 °C (Bintoro et al., 2017). Ekstrak daun mangrove berbentuk pasta yang disebut
sebagai ekstrak kosentrasi 100%. Ekstrak konsentrasi 75% dapat dibuat dengan cara
melarutkan 3,75 gram serbuk ekstrak dalam 0,5 ml DMSO 10% dan 5 ml akuades.
Selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat dari ekstrak 75% sampai konsentrasi ekstrak
mencapai 3,125%. Kontrol positif menggunakan kertas cakram yang berisi antibiotik
tetrasiklin dan kontrol negatif menggunakan DMSO 10%.

Prosedur Kerja
1. Persen Rendemen

Menurut (Sudarmadji & Haryono, 1996), rendemen ekstrak merupakan hasil bagi
berat ekstrak daun (pasta) dibagi dengan berat serbuk daun, kemudian dikalikan 100%.
Adapun perhitungan rendemen ekstrak dalam rumus sebagai berikut:

%6 Rond B massa ekstrak (pasta) 100%
o fendemen = massa serbuk daun sebelum diekstrak x °

2. Uji Aktivitas Antibakteri
a) Sterilisasi

Proses sterilisasi alat gelas laboratorium, awalnya peralatan yang digunakan terlebih
dahulu dicuci dengan detergen, dibilas dengan air bersih hingga bersih dan dikeringkan.
Peralatan seperti pipet, cawan petri dan tabung reaksi dibungkus dengan crab paper dan
disterilkan dalam oven pada suhu 170 °C (Irmawati & Sudirjo, 2017).
b) Persiapan Media TCBS

Media agar TCBS sebanyak 8,8 gram dihomogenkan dalam 100 ml akuades dalam
erlenmeyar (sesuai dosis yang digunakan), mulut tabung erlenmeyer ditutup menggunakan
kapas dan alumunium foil kemudian dipanaskan menggunakan hot plate sampai Media agar
TCBS larut.
¢) Isolasi dan Analisis Aktivitas Antibakteri

Ekstrak daun mangrove digunakan untuk analisis aktivitas antibakteri menggunakan
metode difusi cakram Kirby-Bauer. Metode ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak daun mangrove dalam menghambat pertumbuhan Vibrio sp. dengan jenis
konsentrasi ekstrak. Bakteri yang telah diisolasi dari sampel air laut dikulturkan pada media
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TCBS menggunakan metode streak plate dengan kapas lidi steril (Difco, 1977). Kemudian
dimasukkan kertas cakram kontrol positif (tetrasiklin 30 mg), kertas cakram yang direndam
dalam kontrol negatif (DMSO 10%) dan kertas cakram yang direndam dalam ekstrak yang
telah diencerkan secara bertahap dari konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan
3,125%, kemudian diinkubasi pada suhu 35°C selama +24 jam.

3. Uji Fitokimia

Analisis fitokimia didasarkan pada warna yang merupakan analisis kuatlitatif meliputi
analisis alkaloid, flavonoid, steroid/triterpen, tanin dan saponin (Sangi et al., 2019).
a) Analisis Alkaloid

Serbuk daun ditimbang sebanyak 4 gram, kemudian ditambahkan 5 ml kloroform
kemudian dihaluskan kembali dengan lumpang dan alu. Kemudian ditambahkan amoniak dan
kloroform dengan perbandingan 1:1. Larutan disaring ke dalam tabung reaksi, dan 10 tetes
H>SO42N ditambahkan ke filtrat. Filtrat dikocok dengan vortex kemudian dibiarkan beberapa
saat hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan atas diambil dan dimasukkan ke dalam tiga tabung
reaksi sebanyak 2,5 ml. Ketiga larutan ini direaksikan dengan pereaksi Mayer, Dragendorff
dan Wagner. Adanya endapan menunjukkan bahwa sampel mengandung alkaloid. Pereaksi
Mayer akan menghasilkan endapan putih, pereaksi Dragendorff akan muncul endapan merah
jingga dan pereaksi Wagner akan terbentuk endapan berwarna coklat.
b) Analisis Triterpen dan Steroid

Serbuk halus daun sebanyak 50-100 mg dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan asam asetat anhidrat sampai sampel terendam, kemudian sampel dibiarkan
selama £15 menit, enam tetes larutan dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
asam sulfat pekats sebanyak 2-3 tetes. Terbentuknya triterpen ditunjukkan warna merah
jingga atau ungu, sedangkan pembentukan steroid ditunjukkan warna biru.
¢) Analisis Flavonoid

Serbuk halus daun sebanyak 200 mg ditambahkan 5 ml etanol dan dipanaskan selama
+ 5 menit dalam tabung reaksi menggunakan api bunsen. Kemudian ditambahkan beberapa
tetes HCI pekat. Selanjutnya ditambahkan serbuk Mg sebanyak 0,2 g. Adanya flavanoid
ditunjukkan warna merah tua setelah = 3 menit.
d) Analisis Saponin

Serbuk halus daun sebanyak 2 g dimasukkan ke dalam tabung reaksi ditambahkan
akuades schingga semua serbuk terendam, dipanaskan selama 2-3 menit, kemudian
didinginkan, lalu dikocok kuat-kuat. Adanya saponin ditunjukkan dengan adanya busa yang
stabil.
e) Analisis Tanin

Serbuk halus daun sebanyak 20 mg direndam dengan etanol 96%. 1 ml larutan
dipindahkan ke dalam tabung reaksi kosong, selanjutnya ditambahkan 2-3 tetes FeCls 1%.
Adanya tanin ditunjukkan warna hitam kebiruan atau hijau.
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Analisis Data
Pengukuran zona hambat (Davis & Stout, 1971; Fiana et al., 2020).

(DV — DKC) + (DH — DKC)
2

a Hambat =

Keterangan :

DV : Diameter vertikal
DH : Diameter horisontal
DKC: Diameter cakram kertas

Analisis diameter dan inhibisi dalam metode difusi cakram dapat diklasifikasikan
kekuatan penghambatan oleh (Greenwood et al., 1995) dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Klasifikasi Penghambatan Pertumbuhan Bakteri

Zona hambat (mm) Kekuatan penghambatan
>20 Kuat
16-20 Sedang
10-15 Lemah
<10 Tanpa Penghambatan

C. HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Persen Rendemen

Hasil penelitian menunjukkan berat ekstrak kering (pasta) adalah 15,44 gram dan
berat serbuk daun mangrove Rhizopora apiculata untuk maserasi adalah 500 gram. Maka
persen rendemen ekstrak pada penelitian ini dapat diperoleh sebesar 3,09%. Rendemen
diperoleh dari hasil bagi berat produk (ekstrak) yang kemudian dibagi dengan berat bahan
baku, dan dikalikan 100%. Analisis rendemen ekstrak bertujuan untuk mengetahui jumlah
potensi ekstrak yang larut dengan pelarut yang digunakan. Pelarut yang digunakan dalam
penelitian ini adalah etanol. Etanol bersifat polar, sehingga mampu mengekstrak metabolit
jauh lebih banyak karena sebagian besar metabolit sekunder bersifat polar. Menurut
(Verdiana et al., 2018) pemilihan pelarut sangat mempengaruhi metabolit sekunder yang akan
larut dalam pelarut tersebut. Pelarut polar akan melarutkan metabolit sekunder polar,
sedangkan pelarut nonpolar akan melarutkan metabolit sekunder nonpolar. Etanol merupakan
pelarut yang umum digunakan sebagai pelarut pada proses maserasi karena sebagian besar
metabolit sekunder larut dalam etanol.

2. Uji Aktivitas Antibakteri

Hasil pengukuran zona hambat berdasarkan pengenceran ekstrak daun mangrove
Rhizopora apiculata pada beberapa konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, dan
3,125% dengan dua perlakuan (duplo), kontrol positifnya adalah tetrasiklin 30 mg, kontrol
negatifnya adalah Dimetil Sulfooksida 10% (DMSO), dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2.Hasil Pengukuran Rata-Rata Zona Hambat

No Sampel Rata-rata
Zona hambat (mm)

1 EDS 100% 24.68
2 EDS 75% 19.95
3 EDS 50% 19.23
4 EDS 25% 9.50
5 EDS 12,5% 3.93
6 EDS 6,25% 3.85
7 EDS 3,125% 0

8 Kontrol (+) 26.35
9 Kontrol (-) 0

Keterangan: EDS: Ekstrak daun mangorve; kontrol (+): Tetrasiklin 30 mg; Kontrol (-): DMSO 10%

Zona hambat yang terbentuk pada media dapat diklasifikasikan menjadi empat
golongan yaitu Tidak ada zona hambat dengan zona hambat kurang dari 10 mm, klasifikasi
lemah dengan zona hambat antara 10-15 mm, klasifikasi sedang dengan zona hambat berkisar
antara 16-20 mm dan klasifikasi kuat dengan zona hambat antara lebih 20 mm. Pada
penelitian ini rata-rata zona hambat terbesar ditemukan pada konsentrasi ekstrak 100%
dengan zona hambat sebesar 24,675 mm. Zona hambat terkecil terdapat pada ekstrak 12,5%
dengan zona hambat 3,625 mm, zona hambat kontrol positif (tetrasiklin) 26,35 mm dan zona
hambat kontrol negatif (DMSO 10%) 0 mm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-
rata zona hambat menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat dari ekstrak daun mangrove
pada konsentrasi 100% dan aktivitas antibakteri sedang pada konsentrasi 75% sampai 50%
dan tidak ada aktivitas antibakteri dari ekstrak daun mangrove pada konsentrasi di bawah
25%. Jika dibandingkan aktivitas antibakterinya dengan kontrol positif yaitu antibiotik
tetrasiklin dalam dosis 30 mg, hasil antibiotik tersebut masih tergolong kuat sebagai
antibakteri dan sama kekuatannya dengan ekstrak daun mangrove pada konsentrasi 100%.

Penggunaan pelarut DMSO 10% digunakan sebagai kontrol negatif dan dipastikan
tidak akan membentuk zona hambat karena akan berfungsi sebagai pelarut pengencer ekstrak
daun mangrove. DMSO merupakan pelarut yang dapat melarutkan senyawa polar yang sulit
larut dalam air suling. Tetrasiklin 30 mg sebagai kontrol positif sebagai antibiotik atau
antibakteri yang merupakan senyawa murni yang dapat dipastikan dapat membentuk zona
hambat. Menurut Patel et al., (2015) dan (Saraswati, 2018), Metode analisis antibakteri
dalam penelitian ini adalah metode difusi cakram yang menggunakan cakram kertas untuk
membantu proses penghambatan bakteri dengan ekstrak. Metode ini didasarkan pada ukuran
atau diameter zona hambat yang terbentuk dan hasilnya dalam milimeter.

3. Uji Fitokimia
Analisis fitokimia serbuk daun mangrove Rhizopora apiculata dan hasil analisis
fitokimia pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 3.
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Tabel 3. Analisis Fitokimia Daun Mangrove

Analisis

No. Fitokimia Hasil Informasi Hasil
Alkaloid:
Wagner + Endapan merah
! Mayer + Endapan putih
Dragendorff + Endapan coklat
2 Triterpen - -
3 Steroid + Biru
4 Flavonoid + Merah magenta
5 Saponin + Busa
6 Tanin + Biru tua atau hitam

Keterangan: (+): terbentuk sesuai informasi hasil ; (-): tidak terbentuk sesuai informasi hasil

Analisis fitokimia merupakan analisis kualitatif berdasarkan perubahan warna yang
akan terbentuk dari suatu reaksi kimia (Sangi et al., 2019). Metabolit sekunder yang
dihasilkan dari analisis fitokimia pada penelitian ini adalah alkaloid, steroid, flavonoid,
saponin dan tanin. Terbentuknya zona bening hasil analisis aktivitas antibakteri ekstrak daun
mangrove Rhizopora apiculata terhadap Vibrio sp. menunjukkan adanya metabolit sekunder
yang diduga berfungsi sebagai antibakteri.

Salah satu bahan aktif dari ekstrak etanol daun mangrove Rhizopora apiculata yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp. merupakan senyawa flavanoid. Senyawa
flavonoid sebagai antibakteri membentuk protein ekstraseluler dari senyawa kompleks dan
terlarut yang dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan pelepasan senyawa
intraseluler. Penelitian (Ngozi et al., 2009) menyatakan bahwa senyawa flavanoid
menghambat energi dan sistem pernapasan bakteri, karena bakteri membutuhkan energi
untuk menyerap berbagai metabolit dan biosintesis senyawa makromolekul. Bahan aktif lain
yang diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp adalah senyawa alkaloid. Ini
juga telah dipelajari oleh (Brooks et al., 2005) yang menyatakan bahwa senyawa alkaloid
dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara merusak membran sel dan
mendenaturasi protein sel bakteri yang menyebabkan bakteri mati. Selain itu, terdapat tanin
pada ekstrak etanol daun mangrove. Menurut (Cowan, 1999), tanin berfungsi untuk
menonaktitkan adhesi sel dan enzim pada bakteri. Tanin juga dapat mengganggu distribusi
protein di lapisan dalam sel. Tanin memiliki kemampuan untuk mencegah pembentukan
dinding sel bakteri secara sempurna, karena tanin dapat melisiskan polipeptida pada dinding
sel bakteri. Selain itu, ditemukan adanya steroid pada ekstrak daun mangrove. Menurut
(Bontjura et al., 2015)fungsi metabolit steroid adalah sebagai antibakteri yang dapat merusak
membran sel sehingga menjadi rapuh dan lisis. Metabolit sekunder yang juga terdapat pada
daun mangrove adalah saponin. (Rijayanti, 2014) menyatakan bahwa saponin dapat merusak
susunan peptidoglikan dinding sel bakteri dan merusak DNA bakteri dengan busa yang
terbentuk dari tanaman tersebut.

D. KESIMPULAN

Penelitian yang telah dilakukan meliputi penentuan rendemen ekstrak etanol daun
mangrove Rhizopora apiculata, analisis aktivitas antibakteri daun mangrove Rhizopora
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apiculata terhadap bakteri Vibrio sp dan analisis fitokimia dari serbuk daun mangrove
Rhizopora apiculata. Rendemen ekstrak etanol daun yang diperoleh pada penelitian ini
adalah 3,09%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata zona hambat menunjukkan
aktivitas antibakteri yang kuat dari ekstrak daun pada konsentrasi 100% dan aktivitas
antibakteri sedang pada konsentrasi 75% sampai 50% dan tidak ada aktivitas antibakteri dari
ekstrak daun pada konsentrasi di bawah 25%. Jika aktivitas antibakteri ekstrak daun
dibandingkan dengan kontrol positif yaitu antibiotik tetrasiklin 30 mg, hasil antibiotik
tergolong kuat sebagai antibakteri dan sama dengan daya hambat konsentrasi ekstrak daun
100% daun mangrove Rhizopora apiculata. Analisis fitokimia pada serbuk daun mangrove
Rhizopora apiculata yang dilakukan pada penelitian ini menunjukkan adanya metabolit
sekunder yaitu alkaloid, flavanoid, steroid, saponin dan tanin.

E. UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini terselenggara berkat hibah dari Program Penelitian Mahasiswa Dana
Hibah DIPA UPPM Politeknik Perikanan Negeri Tual tahun 2022. Kami mengucapkan
terima kasih kepada Kepala UPPM Politeknik Perikanan Negeri Tual yang telah mendorong
kami untuk melaksanakan penelitian ini dari awal sampai akhir dengan sangat baik.
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