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ABSTRACT
Keywords: One of the pathogenic bacteria found in aquatic environments is Vibrio sp., which
Nothopanax causes vibriosis. The use of mangkokan leaf extract as an antibacterial agent against

scutellarium,Vibrio  Vibrio has not been studied before. The aim of this research was to evaluate the

sp., Phytochemical  antibacterial activity of mangkokan leaf extract in inhibiting the growth of Vibrio sp.
The antibacterial test in this study used the disc diffusion method. In addition, the study
also conducted tests for yield and phytochemical analysis. The results showed that
mangkokan leaf extract at concentrations of 100% and 75% exhibited moderate
antibacterial activity, with average inhibition zone diameters of 8.5 mm and 6.35 mm,
respectively. The yield of the ethanol extract from mangkokan leaves was 10.2%. The
mangkokan leaf extract contains secondary metabolites such as flavonoids, steroids,
alkaloids, tannins, and saponins.
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A. PENDAHULUAN

Salah satu bakteri patogen yang hidup di perairan adalah Vibrio sp. Pemanasan lautan
akibat dari perubahan iklim telah meningkatkan secara signifikan, sehingga populasi dan
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distribusi bakteri ini bertumbuh pesat di seluruh dunia (Vezzulli et al., 2016). Seperti yang
ditunjukkan oleh Vezzulli et al., (2016), konsentrasi Vibrio di perairan meningkat, sehingga
mengakibatkan wabah infeksi Vibrio juga meningkat secara global. Vibriosis dilaporkan pada
umumnya disebabkan oleh bakteri spesies V. parahaemolyticus dan V. vulnificus, sebagai
penyebab timbulnnya penyakit ice-ice pada rumput laut, infeksi dalam insang ikan, sebagai
penyebab pertumbuhan udang menjadi terhambat dan secara tidak langsung dapat
menyebabkan fasciitis nekrotikans dan penyakit gastroenteritis, serta sepsis pada manusia
(Tsai et al., 2022; Park et al., 2019). Untuk mengatasi infeksi dari bakteri ini di laboratorium,
telah dilakukan penelitian uji aktivitas antibakteri secara in vitro dengan menggunakan
berbagai jenis ekstrak dari tumbuhan laut maupun darat yaitu daun mangrove Rhizopora sp,
lamun Enhallus acoroides, rumput laut Ulva lactuca dan daun sirsak (Hitijahubessy dan
Irmawati, 2023; Latar et al., 2023; Metungun et al., 2023; Sianturi et al., 2023), sehingga perlu
dikembangkan antibakteri dari tumbuhan alami lain, untuk menggali infomasi secara in vitro
terkait kemampuan antibakteri terhadapa bakteri Vibrio. Tumbuhan yang menjadi kandidat
untuk diuji dan diharapkan kemampuan antibakteri adalah daun mangkokan (Nothopanax
scutellarium).

Daun mangkokan memiliki kandungan senyawa aktif berupa flavonoid diantaranya
adalah flavonol dan flavon yang diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus (Wijaya et al.,, 2018). Hasil pengujian antibakteri dengan
menggunakan ekstrak etanol dari daun mangkokan dengan metode difusi cakram dalam
konsentrasi 80% menunjukan adanya daya hambat sangat kuat sebagai antibakteri
Staphylococcus aureus dengan zona hambat yang terbentuk sebesar 18,73 mm
(Primadiamanti et al., 2020; Listyani et al., 2022).

Penelitian kemampuan antibakteri ekstrak etanol dari daun mangkokan sebagai
antibakteri Vibrio belum pernah diteliti secara in vitro maupun in vivo. Tujuan penelitian
adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun mangkokan dalam menghambat
pertumbuhan Vibrio sp.

B. METODE PENELITIAN

Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Laboratorium Hama dan Penyakit Ikan (HPI), Balai
Budidaya Laut Tual pada Laboratorium HPI (Hama dan Penyakit Ikan) pada bulan Juni sampai
Agustus 2023.

Alat dan Bahan

Alat -alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah inkubator, laminar air flow, neraca
analitik, pembakar spirtus, autoclave, pemanas, neraca, evaporator, oven, saringan ukuran 40
mesh, gelas ukur, gelas kimia, sarung tangan steril, tabung reaksi, cawan petri, labu
Erlenmeyer, spatula, vortex, beaker glass, labu ukur, pipet tetes, pipet volumetrik, pinset,
gunting, sarbet, pisau, pembakar spritus, blender, jangka sorong, alu dan mortar.

Bahan yang digunakan adalah daun mangkokan (Nothopanax scutellarium), biakan
bakteri Vibrio sp, Thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar (Himedia), etanol 70%
(Pudak), akuades, kertas cakram tetrasiklin 30 mg (diameter 6 mm) (Oxoid), cakram kosong
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(Blank disc) diameter 6 mm (Macherey-Nagel), cotton swab sterill (Onemed), kertas lakmus
merah dan biru (Nesco-Lab), akuades, CHClI3 pro analysis (kloroform) (Merck), H2SO4 2 M
(Merck), amonia, HSO4 pekat (Merck), asam asetat anhidrida (Pudak scientific), serbuk
magnesium (Pudak scientific), NaCl 10% (Pudak scientific), FeCls 1% (Pudak scientific), HCI
5 M (Merck), metanol (Pudak scientific), pereaksi Mayer (Nitra Kimia), pereaksi Dragendorf
(Nitra Kimia) dan pereaksi Wagner (Nitra Kimia).

Penentuan Rendemen Ekstrak
Preparasi Sampel

Sampel daun dipetik, kemudian dibersihkan dengan air bersih yang mengalir dan
selanjutnya ditiriskan kemudian dikering-anginkan sampai 5 hari hingga kadar air berkurang
70%.
Pembuatan Ekstrak

Sampel daun dihaluskan menggunakan blender dan diayak menggunakan saringan
berukuran 60 mesh sehingga diperoleh bubuk halus. Sampel kemudian diekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi. Sebanyak 500 gram bubuk sampel direndam dengan 1 L etanol
selama 5 hari pada suhu ruang. Ekstrak cair yang diperoleh kemudian diuapkan menggunakan
evaporator hingga memperoleh bentuk pasta.

Uji Aktivitas Antibakteri
Proses Sterilisasi

Dalam proses sterilisasi yang harus disiapkan adalah alat gelas seperti pipet, tabung
reaksi dan cawan petri yang telah cuci dengan bersih, kemudian alat gelas dibungkus dengan
kertas crab. Pada penelitian ini, sterilisasi kering menggunakan oven suhu 170°C selama 2 jam
(Irmawati dan Sudirjo, 2012).

Pembuatan Media Tiosulfate Citrate Bila Salt Sucrose agar (TCBS)

Media TCBS ditimbang sebanyak 8,8 gram, kemudian selanjutnya ditambahkan 100 ml
akuades, lalu dimasukan kedalam erlenmeyer dengan keadaaan mulut tabung erlenmeyer
ditutup rapat dengan kain kasa steril dan kertas alumunium, kemudian dipanaskan dengan hot
plate hingga media muncul busa, selanjutnya disterilkan dalam autoclave pada suhu £121 °C
(Iskandar, 2009).

Pengenceran Ekstrak, Persiapan Kontrol negatif dan Kontrol positif

Ekstrak dalam bentuk pasta, diencerkan ke konsentrasi 75%. Proses pengenceran
dilakukan dengan cara diambil pasta esktrak 3,75 gram dilarutkan 5 ml aquades menggunakan
vortex, kemudian dilarutkan sampai homogen. Untuk konsentrasi 50% sampai 3,125% dibuat
dengan cara diencerkan secara bertingkat. Untuk kontrol positif digunakan kertas cakram
tetrasiklin 30 mg berukuran 6 mm, sedangkan kontrol negatif yakni cakram kosong/polos
(Blank disc) ukuran 6 mm yang direndam dalam akuades.
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Metode Disc Diffusion (Difusi Cakram)

Metode disc diffusion atau difusi cakram digunakan untuk uji aktivitas antibakteri dari
ekstrak yang telah dibuat. Bakteri Vibrio sp. dapat diperoleh pembiakan di Laboratorium HPI
Politeknik Perikanan Negeri Tual.

Proses pembiakan dalam media TCBS, lalu diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 35 °C
(Difco, 1977). Kertas cakram berupa kontrol positif yakni antibiotik dan kontrol negatif yakni
kertas cakram kosong dalam akuades, serta ekstrak ditempelkan pada permukaan media yang
telah digoresi bakteri Vibrio hasil biakan, kemudian proses inkubasi dilakukan dengan suhu 35
°C sampai £ 24 jam. Parameter yang diukur zona bening yang ada di sekitar cakram dengan
cara mengukur diameter yang terbentuk dengan jangka sorong (Sari, 2015).

Analisa Fitokimia (Sangi et al., 2008)
Uji Senyawa Flavanoid

Secara kualitatif flavonoid ditandai dengan munculnya warna merah tua. Dengan cara
melarutkan ekstrak sebanyak 200 mg dengan menggunakan etanol 5 ml dalam gelas kimia,
selanjutnya dipanaskan sampai 5 menit. Lalu HCI (asam klorida) pekat ditambahkan sebanyak
3-5 tetes. Terkahir ditambahkan bubuk Mg (magensium) 0,2 gram dan diamkan sampai
perubahan warna terbentuk setelah 3 menit.

Uji Senyawa Triterpen dan Steroid

Secara kualitatif triterpen ditandai dengan munculnya warna ungu atau merah jingga,
sedangkan steroid adanya warna biru. Pengujian triterpen dan steroid dilakukan secara
bersamaan dengan indiktor perbedaan warna pada akhir reaksi. Dengan cara ekstrak sebanyak
50 - 100 mg, ditetesi CH3COOH (asam asetat anhidrat) pada cawan porselen sampai sampel
atau cuplikan dalam keadaan terendam semuanya. Tahap selanjutnya larutan didiamkan selama
15 menit, dan diambil larutan yang direndam sebanyak 6 tetes, kemudian yang terkahir
dipindahkan ke tabung reaksi, lalu ditetesi dengan H2SO4 (asam sulfat) pekat sampai 2-3 tetes
hingga timbul perubahan warna.

Uji Senyawa Alkaloid

Pereaksi Dragendorff secara kualitatif ditandai adanya persipitat berwarna merah jingga.
Untuk pereaksi Mayer secara kualitattif ditandai adanya persipitat berwarna putih, dan untuk
pereaksi Wagner secara kualitatif ditandai adanya persipitat berwarna coklat. Dengan cara
ekstrak sebanyak 4 gram dihaluskan lagi menggunakan mortar dan alu, kemudian selanjutnya
larutan kloroform ditambahkan secukupnya, lalu dihaluskan lagi. Proses dilanjutkan campuran
larutan kloroform dan amoniak dengan perbandingan kedua larutan tersbut adalah 1:1, lalu
ditambahkan dalam campuran yang dihaluskan. Campuran tersebut disaring menggunakan
kertas saring melalui corong ke dalam tabung reaksi. Hasil saringan berupa filtrat, kemudian
filtrat ditambahkan 10 tetes H.SO4 2 N. Filtrat dihomogenisasi dengan cara dikocok dengan
vorteX, selanjutnya diamkan sampai terpisah menjadi dua lapisan. Lapisan atas kemudian
dipipet ke dalam 3 buah tabung reaksi, dimana masing-masing tabung berisi 2,5 ml. Tahap
terkahir ketiga larutan dalam tabung reaksi dianalisa dengan pereaksi Dragendorff, Wagner dan
Mayer, setiap tabung diberi 3 tetes pereaksi dan deteksi perubahan warna atau endapan yang
terjadi.
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Uji Senyawa Tannin

Hasil positif secara kualitatif adanya tannin ditandai dengan munculnya perubahan warna
laurtan menjadi hijau lumut atau warna hitam kebiruan. Dengan cara kurang lebih 20 mg
ekstrak ditimbang, kemudian pelarut etanol ditambahkan sampai semua cuplikan terendam
semuanya. Tahap selanjutnya dimana 1 ml dipipet ke dalam tabung reaksi, dan tahap terakhir
ditetesi dengan larutan FeCls (1%) ditetesi dengan 2-3 tetes sampai terjadi perubahan dan
dideteksi hasilnya.

Uji Senyawa Saponin

Adanya saponin secara kualitattif ditandai dengan munculnya busa, dengan cara 2 gram
ekstrak ditimbang dan disiapkan, kemudian dipindahkan ke tabung reaksi dan selanjutnya
dimasukan air atau akuades sampai seluruh ekstrak terendam air/akuades, lalu dididihkan + 2-
3 menit. Tahap selanjutnya didinginkan, lalu ditambahkan sedikit asam klorida dan dikocok
perlahan dan lihat perubahan yang terjadi.

Analisa Data
Perhitungan Rendemen Ekstrak (Sudarmadiji et al., 1997)
Rendemen ekstrak dapat dihitung dengan cara sebagai berikut:

Pord Kstrak = Berat ekstrak kental 100%
enaemen exstrak = perat ekstrak bubuk daun ’

Perhitungan Zona Hambat (Toy et al., 2015)

Gambar 1. Metode pengukuran zona bening atau zona rembesan

(DV — DC) + (DH — DC)

2
Keterangan : DV: Diameter vertikal, DH: Diameter horisontal; DC: Diameter Kertas cakram.

Zona Hambat =

Klasifikasi Daya Hambat
Kemampuan daya hambat berdasarkan zona bening dalam metode difusi cakram dapat
dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Daya hambat berdasarkan zona bening atau zona rembesan (Suryawiria, 2005)

Diameter zona (mm) Daya hambat
D<5 Lemah
5<D<10 Sedang
10<D<20 Kuat
D>20 Sangat kuat

Ket: D: diameter zona
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C. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Rendemen Ekstrak

Penentukan persen rendemen ekstrak daun mangkokan menggunakan pelarut etanol
70% dimaksudkan untuk melihat kemampuan pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi.
Menurut penelitian (Padmawati, 2020) pelarut yang digunakan sangat mempengaruhi jumlah
rendemen. Pelarut etanol merupakan salah satu pelarut yang baik untuk mengikat metabolit
sekunder terutama flavonoid dan tanin.

Hasil dari rendemen ekstrak dapat diperoleh dari pembagian dari massa hasil ekstrak
daun mangkokan dan massa bahan mentah dalam bentuk serbuk daun mangkokan yang
digunakan untuk ekstraksi, lalu dikalikan 100%. Hasil rendemen ekstrak daun mangkokan
dalam pelarut etanol dihasilkan sebanyak 10,2 + 0,14%. Data ini di dapat dari perlakukan
esktrak sebanyak dua kali atau duplo. Perhitungan rendemen ekstrak dimaksud untuk dapat
diketahui jumlah senyawa terekstrak dengan pelarut yang dipakai yakni etanol 70%. Rendemen
yang besar menyatakan bahwa pelarut yang dipakai dalam proses ekstraksi sangat baik untuk
digunakan dalam menarik senyawa-senyawa organik dari daun mangkokan.

Uji Aktivitas Antibakteri

Data rerata dari hasil pengukuran zona hambat pengujian antibakteri dengan metode
disc diffusion dengan menggunakan ekstrak daun mangkokan dalam konsentrasi ekstrak yang
diencerkan secara bertingkat mulai dengan konsentrasi 100% sampai diencerkan konsentrasi
terkecil yakni 3,125% dengan pengulangan perlakuan dua kali (duplo). Pengulangan juga
dilakukan pada kontrol positif (cakram tetrasiklin 30 mg), kontrol negarif (cakram direndam
akuades). Hasil rerata zona hambat pada tabel 2.

Tabel 2. Rerata Hasil Pengukuran Zona Hambat dan Klasifikasi Daya Hambat

No Sampel Rerata Zona Daya hambat
hambat (mm) (Suryawiria, 2005)

1 Ekstrak 100% 85+0.94 Sedang

2 Ekstrak 75% 6.35+1.30 Sedang

3 Ekstrak 50% 4.075 £ 1.09 Lemah

4 Ekstrak 25% 3.675+1.87 Lemah

5 Ekstrak 12,5% 22+1.20 Lemah

6 Ekstrak 6,25% 3+0.99 Lemah

7 Ekstrak 3,125% 0 Lemah

8 Kontrol positif (Tetrasiklin) 33.2+0.71 Sangat kuat
9 Kontrol Negatif (aquades) 0 Lemah

Penelitian ini dilakukan dengan cara menumbuhkan bakteri biakan Vibrio sp. yang
sudah dibiakan dan selanjutnya digoresi di atas media TCBS dan diletakkan cakram berukuran
6 mm yang direndam dalam ekstrak daun mangkokan (Nothopanax scutellarium) pada
konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125% selama 10 menit. Tujuan
digunakan 7 variasi konsentrasi ekstrak tersebut untuk membandingkan konsentrasi yang
mempunyai aktivitas antibakteri. Sebagai pembanding tetrasiklin 30 mg dipakai untuk
menjadi kontrol positif, sedangkan untuk kontrol negatif menggunakan akuades.

Aktivitas antibakteri secara in vitro dari ekstrak etanol daun mangkokan terhadap Vibrio
sp. ditemukan adanya zona bening yang terbentuk. Hasil pengamatan dari penelitian ini yang
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dilakukan dengan menggunakan tujuh konsetrasi ekstrak dalam pengujian, ditunjukan adanya
zona bening yang terbentuk dengan rerata diameter zona yang terbentuk pada konsentrasi
100% adalah 8.5 + 0.94 mm. Konsentrasi ekstrak 75% memiliki rerata diameter zona hambat
adalah 6.35 + 1.30 mm. Konsentrasi ekstrak 50% rerata zona hambat adalah 4.075 + 1.09 mm.
Konsentrasi ekstrak 25% memiliki rerata zona hambat adalah 3.675 + 1.87 mm, sedangkan
pada konsentrasi 12,5% rerata zona hambatnya adalah 2.2 + 1.20 mm, secara linear menurun
pada konsentrasi 6,25% sebesar 3 + 0.99 mm dan konsentrasi 3,125% reraata diameter zona
hambat tidak terbentuk sama sekali. Pembanding berupa kontrol positif memiliki rerata
diameter zona hambat adalah 33.2 + 0.71 mm. Pada penelitian ini, diketahui konsentrasi 100%
dan 75% memiliki diameter zona hambat yang lebih besar dari pada konsentrasi 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, dan 3,25% terhadap Vibrio sp. seperti yang ditunjukkan pada tabel 2.

Hasil penelitian berupa zona hambat kemudian diklasifikasi sebagai daya hambat
terhadap bakteri Vibrio sp. sesuai klasifikasi Suryawiria (2005). Klasifikasi daya hambat dari
penelitian diperoleh daya hambat bakteri bernilai sedang yang dimiliki oleh ekstrak daun
mangkokan pada konsentrasi 100%, dan 75% sedangkan daya hambat lemah pada konsentrasi
50% sampai konsentrasi 3,125%. Hal ini menunjukan bahwa kemampuan ekstrak daun
mangkokan berpengaruh sedang sebagai antibakteri Vibrio sp. jika dibandingkan dengan
kontrol positif, maka daya hambat esktrak daun mangkokan masih berada di bawah antibiotik
tetrasiklin sebagai kontrol positif. Dimana kontrol positif mempunyai daya hambat sangat kuat
sesuai klasifikasi daya hambat.

Analisa Fitokimia
Analisa fitokimia pada ekstrak etanol dari daun mangkokan dan hasil screening adanya
metabolit sekunder dalam penelitian ini dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Analisa fitokimia ekstrak etanol daun mangkokan
No Uji fitokimia Hasil Pengujian
1 Alkaloid:
Dragendorff -
Mayer +
Wagner
Triterpen
Saponin +
Flavanoid +
Steroid +
6  Tanin +
Keterangan: (+) ada senyawa bioaktif; (-) tidak senyawa bioaktif.

Vo

gk~ wWwN

Analisa kualitatif dari penelitian ini adalah berupa analisa fitokimia yang dilihat adalah
perubahan warna yang terbentuk oleh senyawa bioaktif dari suatu reaksi yang terjadi (Pratiwi
etal., 2011; Panjaitan et al., 2017). Terbentuknya zona bening menunjukan adanya pengaruh
antibakteri yang dimiliki ekstrak etanol dari daun mangkokan. Kemampuan antibakteri yang
dimiliki ekstrak etanol daun mangkokan ini dipengaruhi oleh kandungan senyawa bioaktif
seperti saponin, alkaloid, steroid, dan tanin (Wijaya et al., 2018). Hal ini memiliki kesesuaian
dengan hasil penelitian untuk analisa fitokimia daun mangkokan yaitu diperoleh hasil positif
adanya alkaloid, steroid, flavonoid, tannin dan saponin pada gambar 2.
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Gambar 2. Hasil Analsis Fitokimia: a. Flavanod; b. Steroid; c. Saponin; d. Tanin; e. Alkaloid: e-1 pereaksi
Mayer, e-2 pereaksi Wagner, e-3 pereaks Dragendorff.

Senyawa bioaktif atau metabolit sekunder dalam ekstrak etanol daun mangkokan yang
berperan penting untuk proses inhibisi Vibrio sp. adalah senyawa golongan alkaloid. Alkaloid
diduga menghambat bakteri untuk tumbuh dengan melakukan lisis membran sel atau terjadi
denaturasi dari protein dalam sel yang mengakibatkan bakteri mati (Yessi et al., 2023). Cara
kerja flavanoid sebagai antibakteri yaitu diduga protein eksraseluler dari senyawa-senyawa
kompleks yang melakukan lisis membran sel bakteri dan diduga diikuti dengan keluarnya
senyawa-senyawa intraseluler (Cowan, 1999). Tanin diduga dapat mengganggu penyaluran
protein pada lapisan dalam sel. Fungsi senyawa steroid dan saponin sebagai antibakteri diduga
dapat melakukan lisis sel secara utuh akibatnya sel dari bakteri menjadi rapuh dan mati
(Rijayanti, 2014).

D. KESIMPULAN

Hasil dari penelitian ini didapati rendemen dari ekstrak etanol daun mangkokan adalah
10,2 + 1,41%. Pengaruh ekstrak etanol dari daun mangkokan sebagai antibakteri dari bakteri
Vibrio sp. menunjukan adanya zona hambat dengan daya hambat sedang pada konsentrasi
ekstrak 100% dan 75% dengan zona hambat 8.5 + 0.94 mm dan 6.35 + 1.30 mm dan zona
hambat dengan daya hambat lemah pada konsentrasi ekstrak 3,125% sampai 50%. Kontrol
positif mempunyai daya hambat sangat kuat sesuai klasifikasi daya hambat dengan besar daya
hambat sebesar 33.2 £ 0.71 mm. Analisa fitokimia ekstrak daun mangkokan menunjukan
adanya metabolit sekunder berupa flavanoid, steroid, alkaloid, tanin dan saponin. Berdasarkan
hasil penelitian menunjukan bahwa daun mangkokan mempunyai pengaruh dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio sp. dengan daya hambat kategori sedang.
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