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RIDHA HANDRIANY DANATA. Penelitian tentang Analisis Aktivitas Antibakteri
Ekstrak Daun Mangrove Avicennia marina dari Kabupaten Trenggalek dan

Kabupaten Pasuruan terhadap Pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Vibrio
alginolyticus (dibawah bimbingan GUNTUR dan ADE YAMINDAGO)

Avicennia marina yang lebih dikenal sebagai pohon mangrove api-api
merupakan mangrove pionir pada lahan pantai yang terlindung, memiliki
kemampuan adaptasi dan tumbuh pada berbagai habitat pasang-surut, dan
dapat mentoleransi salinitas rendah yang mendekati tawar hingga salinitas tinggi.
Perbedaan faktor lingkungan berpotensi mempengaruhi komposisi senyawa
metabolit sekunder A. marina sebagai bentuk adaptasinya. Senyawa metabolit
sekunder dalam A. marina telah banyak dimanfaatkan salah satunya sebagai
antibakteri.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui komposisi senyawa-senyawa
bioaktif yang terdapat pada ekstrak daun A. marina pada Kabupaten Trenggalek
dan Kabupaten Pasuruan dan mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak tersebut
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Vibrio
alginolyticus.

Pengambilan sampel daun A. marina dan data parameter lingkungan
dilakukan di enam stasiun yang terdiri tiga stasiun di Desa Cengkrong,
Kecamatan Karanggandu, Kabupaten Trenggalek dan tiga stasiun di Desa
Penunggul, Kecamatan Nguling, Kabupaten Pasuruan. Sampel daun dari
masing-masing stasiun diekstrak menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol p.a dan perendaman selama 1x24 jam. Proses pemisahan ekstrak
dengan pelarut dilakukan menggunakan bantuan rotary evaporator. |dentifikasi
senyawa metabolit sekunder dilakukan melalui uji fitokimia. Pengujian aktivitas
antibakteri ekstrak daun mangrove A. marina dilakukan dengan metode cakram.

Hasil uji fitokimia pada ekstrak daun A. marina menunjukkan adanya
alkaloid, flavonoid, dan saponin pada semua stasiun. Terpenoid umumnya
ditemukan pada stasiun penelitian kecuali stasiun dua (Kabupaten Trenggalek)
karena pengaruh salinitas yang rendah (2%.) dan tanin hanya ditemukan pada
stasiun dua (Kabupaten Pasuruan) karena pengaruh pH tanah (6,9).

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun A. marina dari Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan terhadap S. aureus menunjukkan hasil
rata-rata diameter zona bening sebesar 4,43 — 5,79 mm dan terhadap V.
alginolyticus sebesar 4,25 — 5,48 mm. Hal ini menunjukkan adanya potensi
ekstrak daun mangrove A. marina dalam menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus dan V. alginolyticus, tetapi tidak ada perbedaan yang signifikan antara
dua lokasi pengambilan sampel tersebut.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hutan mangrove merupakan salah satu tipe hutan hujan tropis yang terdapat
di sepanjang garis pantai perairan tropis dan mempunyai ciri-ciri tersendiri yang
sangat unik (Wibisono,2011). Mangrove adalah tumbuhan berkayu yang mampu
hidup diantara daratan dan lautan, daerah pasang surut, kondisi tanah
berlumpur, dan salinitas tinggi di daerah tropis dan subropis (Duke et al., 2007).
Beberapa jenis yang ditemukan tumbuh di Indonesia antara lain Bruguiera
gymnorhiza, Rhizopora mucronata, Bruguiera paviflora, Avicennia marina, dan
Aegiceras corniculatum (Macnae, 1968).

Avicennia marina lebih dikenal sebagai pohon mangrove api-api termasuk
dalam Famili Avicenniaceae. Mangrove jenis ini biasa digunakan sebagai obat
bisul (Subashree et al., 2010). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Wibowo et al. (2009), pada isi buah, kulit buah, kulit biji dan biji Avicennia marina
memiliki kandungan senyawa alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid,
triterpenoid, dan glikosida, dan tidak ditemukan adanya senyawa steroid.
Komponen yang teridentifikasi dalam ekstrak A. marina tersebut dapat digunakan
sebagai obat herbal untuk mengobati berbagai macam gangguan biologis seperti
sebagai antioksidan, antitumor, antiinflammatory, antialergi, antimikroba,
antiageing, anticholinergic, anticonvulsant, antiartheroscelorotic, dan
antituberculin (Prabhu et al., 2012).

Kemampuan ekstrak A. marina sebagai antibakteri lebih kuat dibandingkan
dengan kemampuannya sebagai antijamur (Amirkaveei et al., 2011). Beberapa
bakteri telah diujikan pada ekstrak metanol A. marina dan menunjukkan bahwa

ekstrak metanol A. marina mampu menghambat pertumbuhan bakteri



Staphylococcus sp. secara maksimum (Subashree et al., 2010), sedangkan
kemampuan ekstrak metanol untuk menghambat pertumbuhan Vibrio
alginolyticus belum banyak diteliti. Staphylococcus aureus merupakan indikator
pencemaran air, dimana keberadaan bakteri ini menunjukkan adanya buangan
limbah fecal yang berasal dari rumah tangga (Karliana, 2009) dan bakteri V.
alginolyticus merupakan bakteri utama yang ditemukan pada budidaya ikan
kerapu tikus (Taslihan, 2000).

Beberapa penelitian pada ekstrak A. marina menunjukkan hasil yang cukup
menarik untuk dikaji lebih lanjut. Penelitian yang dilakukan oleh Abeysinghe et al.
(2006) menunjukkan bahwa ekstrak A. marina yang diambil dari Sri Lanka
mengandung senyawa alkaloid, steroid, dan flavonoid. Hal ini berbeda dengan
penelitian yang dilakukan oleh Wibowo et al. (2009) yang mengambil sampel di
Indonesia tidak menemukan adanya senyawa steroid pada ekstrak mangrove A.
marina. Perbedaan faktor biotik dan abiotik yang ada di Sri Lanka dan Indonesia
diduga menjadi penyebab adanya perbedaan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung di dalam ekstrak mangrove A. marina. Adanya pengaruh faktor
lingkungan terhadap komposisi senyawa metabolit sekunder ditunjukkan oleh
penelitian yang dilakukan oleh Oktavianus (2013) yang menyatakan bahwa
ekstrak A. marina yang diambil dari Kabupaten Maros (Sulawesi Selatan) lebih
berpotensi sebagai antibakteri daripada ekstrak yang diambil dari Kabupaten
Takalar (Sulawesi Selatan).

Penelitian ini mengambil sampel dari dua populasi A. marina yang berbeda
yaitu di Kabupaten Trenggalek (pesisir selatan Pulau Jawa) dan di Kabupaten
Pasuruan (pesisir utara Pulau Jawa). Fauzi (2012) menyatakan bahwa banyak
sungai yang bermuara di pantai utara pulau Jawa. Sungai ini membawa banyak
material organik dari daratan. Berbeda dengan Pantai Selatan Pulau Jawa yang

sebagian besar merupakan pantai berpasir dan memiliki dasar laut yang curam.



Sehingga diduga terdapat perbedaan komposisi senyawa aktif yang dapat
digunakan sebagai antibakteri pada ekstrak A. marina yang berasal dari dua

lokasi tersebut.

1.2 Perumusan Masalah
Penelitian yang telah dilakukan oleh Abeysinghe et al. (2006) di Sri Lanka

menemukan senyawa steroid pada ekstrak mangrove Avicennia marina,
sedangkan Wibowo et al. (2009) di Indonesia tidak menemukan adanya senyawa
steroid pada ekstrak mangrove Avicennia marina. Penelitian yang dilakukan oleh
Oktavianus (2013) menunjukkan adanya perbedaan kemampuan antibakteri dari
ekstrak mangrove Avicennia marina yang diambil dari Kabupaten Maros
(Sulawesi Selatan) dan Kabupaten Takalar (Sulawesi Selatan). Dari penelitian-
penelitian tersebut, diduga terdapat perbedaan komposisi senyawa aktif yang
dapat digunakan sebagai antibakteri pada ekstrak Avicennia marina yang
berasal dari Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan. Hal ini
dikarenakan kedua lokasi tersebut memiliki karakteristik dan stress lingkungan
yang berbeda. Adapun beberapa hal yang menarik untuk diteliti yaitu:

1. Perbedaan komposisi senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak daun
mangrove Avicennia marina dari dua lokasi yang berbeda (Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan).

2. Perbedaan aktivitas antibakteri pada ekstrak daun mangrove A. marina dari
Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan terhadap bakteri

Staphylococcus aureus dan Vibrio alginolyticus.



1.4 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui:

1. Komposisi senyawa-senyawa bioaktif yang terdapat pada ekstrak daun
Avicennia marina pada Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan.

2. Aktivitas antibakteri pada ekstrak daun A. marina yang diperoleh dari
Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan dalam menghambat

pertumbuhan bakteri S. aureus dan V. alginolyticus.

1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat memberi pengetahuan tentang komposisi
senyawa bioaktif dan aktivitas antibakteri pada ekstrak daun mangrove Avicennia

marina yang terdapat pada Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mangrove Avicennia marina
2.1.1 Klasifikasi
Klasifikasi Avicennia marina (Forks.) menurut Bengen (2001) adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Filum : Thacheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Sapindales
Famili : Avicenniaceae
Genus : Avicennia
Spesies : Avicennia marina

2.1.2 Karakteristik Umum

Avicennia marina atau mangrove api-api merupakan belukar atau pohon
yang tumbuh tegak atau menyebar, ketinggian pohon mencapai 30 meter.
Memiliki sistem perakaran horizontal yang rumit dan berbentuk pensil (atau
berbentuk asparagus), akar nafas tegak dengan sejumlah lentisel. Kulit kayu
halus dengan burik-burik hijau-abu dan terkelupas dalam bagian-bagian kecil.
ranting muda dan tangkai daun berwarna kuning tidak berbulu (Noor et al.,

2006). Morfologi A. marina dapat dilihat pada Gambar 1 berikut ini:



'epalkan A, sz
Gambar 1. Morfologi Avicennia marina (Kusmana et.al., 2003)

Bagian atas permukaan daun ditutupi bintik-bintik kelenjar berbentuk
cekung. Bagian bawah daun berwarna putih- abu-abu muda. Daun terletak
sederhana dan berlawanan dengan bentuk elips, bulat memanjang, bulat telur
terbalik. Ujung daun meruncing hingga membundar. Ukuran daun 9 x 4,5 cm
(Noor et al., 2006).

Bunga terletak di ujung atau ketiak tangkai/tandan bunga, seperti trisula
dengan bunga bergerombol muncul di ujung tandan, bau menyengat, memiliki
nektar banyak. Formasi bulir (2-12 bunga per tandan), mahkota berwarna kuning
pucat-jingga tua berjumlah 4 buah dan berukuran 5-8mm. Kelopak bunga
berjumlah 5 buah dengan benang sari sebanyak 4. Bentuk buah agak membulat,
berwarna hijau agak keabu-abuan berukuran 1,5x2,5 cm. Permukaan buah
berambut halus (seperti ada tepungnya) dan ujung buah agak tajam seperti

paruh (Noor et al., 2006).

2.1.3 Habitat
Avicennia marina merupakan tumbuhan pionir pada lahan pantai yang

terlindung, memiliki kemampuan menempati dan tumbuh pada berbagai habitat



pasang-surut, bahkan di tempat asin sekalipun. Jenis ini merupakan salah satu
jenis tumbuhan paling umum ditemukan di habitat pasang-surut. Akarnya diduga
digunakan untuk membantu pengikatan sedimen. Jenis ini dapat juga
bergerombol membentuk suatu kelompok pada habitat tertentu. A. marina
mampu tumbuh dengan baik pada salinitas yang mendekati tawar sampai
dengan 90%.. Pada salinitas ekstrim, pohon tumbuh kerdil dan kemampuan
menghasilkan buah hilang. Selain di Indonesia, A. marina juga banyak
ditemukan di Afrika, Amerika Selatan, Australia, Polynesia, Selandia Baru, dan
negara Asia lainnya seperti India, Bangladesh, Vietham dan Papua Nugini (Noor
et al., 2006). Mangrove ini umumnya di temukan di daerah pertemuan sungai
atau teluk landai yang memiliki kedalaman lumpur cukup dalam (Kusuma et al.,
2003).

Jenis tumbuhan api-api (Avicennia marina) merupakan salah satu jenis
terbaik dalam proses menstabilkan tanah habitatnya karena penyebaran benih A.
marina tergolong mudah. Toleransi terhadap temperatur tinggi, cepat
menumbuhkan akar pernapasan (akar pasak) dan sistem perakaran di bawahnya
mampu menahan endapan dengan baik. Penelitian yang dilakukan oleh
ECOTON pada tahun 2002 menyatakan bahwa mangrove Avicennia marina
dapat mengakumulasi logam berat pada akar, batang, dan daun karena telah
beradaptasi dengan lingkungannya yang mendukung kadar garam tinggi.
Kandungan logam berat tertinggi adalah logam Cu yang terdapat pada bagian
akar sebesar 24,60 ppm (Arisandi, 2002; Irwanto, 2008 dalam Suwandewi,

2013).

2.1.4 Potensi Senyawa Bioaktif Mangrove Avicennia marina
Pohon api-api (Avicennia marina) merupakan salah satu jenis mangrove

yang mendominasi hutan mangrove. Sebagian masyarakat pesisir



memanfaatkan getah pohon yang menempel pada batangnyda sebagai obat
pencegah kehamilan. Mangrove jenis ini memiliki sistem pengenceran (dilusi)
dengan menyimpan banyak air untuk mengencerkan konsentrasi logam berat
dalam jaringan batangnya sehingga jenis ini dapat dikembangkan sebagai
pengendali pencemaran logam (Burhanuddin dan Yuliana, 2007).

Bagian tanaman api-api mengandung senyawa aktif yang dapat
dimanfaatkan sebagai bahan obat, bahan pangan dan pakan. Senyawa aktif
yang teridentifikasi ini memiliki sifat antibiotik (untuk membantu menyembuhkan
luka) dan anti serangga. Bagian biji dan daun api-api mengandung cukup protein,
karbohidrat dan serat untuk bahan pangan. Beberapa enyawa diketahui bersifat
toksik pada dosis tertentu (Wibowo et al., 2009). Potensi bioaktif pada A. marina
dapat dilihat pada Tabel 1 berikut ini:

Tabel 1. Potensi bioaktif A. marina (Wibowo et al., 2009)

Jenis Uji Hasil Pengujian Fitokimia
Fitokimia Daun Kulit Batang Getah Akar
Alkaloid e+ ++++ ++++ ++++ ++++
Saponin ++++ +++ +4+++ FH++ FH++
Tanin +++ ++ + + +
Fenolik - N - - -
Flavonoid ++ +++ +++ ++ +++
Triterpenoid ++++ +++ ++ + 4+
Steroid - 3 £ - -
Glikosida ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Keterangan: - : Negatif
+ : Positif lemah

++ : Positif
+++ : Positif kuat
++++ : Positif kuat sekali
2.2 Senyawa Aktif pada Mangrove dan Fungsinya
Senyawa metabolit sekunder merupakan hasil dari suatu proses
metabolisme yang sangat bervariasi dalam jumlah dan jenisnya pada setiap

organisme. Beberapa dari senyawa metabolit sekunder tersebut dapat

memberikan efek fisiologis dan farmakologis seperti senyawa aktif atau



komponen bioaktif. Pemanfaatan dari senyawa ini sangat antara lain seabgai
antioksidan, antibiotik, antikanker, antikoagulan darah, dan menghambat efek
karsinogenik (Copriady et al, 2005 dalam Handayani, 2013). Ekstrak dari
berbagai pohon mangrove dan mangrove asosiasi telah dimanfaatkan secara
luas sebagai obat-obatan dan telah tercatat setidaknya ada 349 senyawa
metabolit yang terkandung di dalamnya seperti senyawa steroid, diterpenoid dan
triterpenoid, saponin, flavonoid, alkaloid, dan tanin (Prabhu et al., 2012).

Senyawa alkaloid merupakan senyawa organik yang paling banyak
ditemukan di alam dan bersifat basa. Alkaloid biasanya tidak berwarna, bersifat
optis aktif, berbentuk kristal, namun terkadang ditemukan dalam bentuk cairan
pada suhu ruang, dan terasa pahit di lidah (Harborne, 1984 dalam Handayani,
2013). Senyawa alkaloid yang berupa reseprine, deseprine, anjamin, dan
rescinannine berkhasiat untuk memperlancar aliran darah melalui jaringan dan
organ sebagai antikermik, sedatif dan hipotensif. Senyawa alkaloid memiliki efek
fisiologis yang kuat sehingga telah dikenal sejak manusia primitif untuk proses
pengobatan (Burhanuddin dan Yuliana, 2007).

Flavonoid merupakan kandungan khas pada tumbuhan hijau yang terdapat
pada bagian tumbuhan yaitu daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, bunga, buah,
dan biji. Flavonoid bersifat polar karena mengandung sejumlah hidroksil yang
tidak terikat bebas atau suatu gula (Markham, 1988 dalam Handayani, 2013).
Flavonoid berfungsi sebagai inhibitor kuat pernapasan, menghambat reaksi
oksidasi secara enzim/non enzim, bertindak sebagai penampung radikal hidroksi
dan super oksidasi sehingga melindungi lipid membran terhadap reaksi-reaksi
yang masuk, gula yang terikat pada flavonoid cenderung menyebabkan flavonoid
mudah larut dalam air, dan aktivitas antioksidan flavonoid dapat menjelaskan
komponen aktif tumbuhan yang digunakan secara tradisional untuk mengobati

gangguan hati (Robinson, 1995).



Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun
serta dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya dalam membentuk busa dan
menghemolisis darah (Silaban, 2009 dalam Handayani, 2013). Saponin larut
dalam air, namun sedikit larut atau tidak larut sama sekali dalam etanol dan
metanol pekat yang dingin (Harborne, 1984 dalam Handayani 2013). Saponin
pada konsentrasi yang rendah sering menyebabkan himolisis sel darah merah.
Dalam larutan yang sangat encer, saponin sangat beracun untuk ikan.
Tumbuhan yang mengandung saponin telah digunakan sebagai racun ikan
selama beratus-ratus tahun. Beberapa saponin juga bekerja sebagai
antimikroba. Beberapa tahun terakhir ini saponin tertentu menjadi penting karena
dapat diperoleh dari beberapa tumbuhan dengan hasil yang baik dan digunakan
sebagai bahan baku untuk sintesis hormon steroid yang digunakan dalam bidang
kesehatan (Burhanuddin dan Yuliana, 2007).

Tumbuhan berpembuluh dan memiliki batang sejati banyak mengandung
tanin. Secara kimia, terdapat dua jenis tanin yaitu tanin terkondensasi dan tanin
terhidrolisis. Tanin terkondensasi terdapat pada hampir semua tumbuhan paku-
pakuan dan gymnospermae, serta tersebar luas dalam angiospermae terutama
pada tumbuhan berkayu. Tanin terhidrolisis memiliki penyebaran yang terbatas
hanya pada tumbuhan berkeping dua. Tetapi kedua jenis tanin ini banyak
dijumpai bersamaan dalam tumbuhan yang sama. Fungsi tanin dalam tumbuhan
adalah sebagai penolak hewan pemakan tumbuhan karena tumbuhan yang
mengandung banyak tanin akan terasa pahit (Harborne, 1987 dalam Handayani,
2013).

Terpenoid merupakan senyawa dengan kerangka karbonil yang berasal dari
enam satuan isoprene. Senyawa ini berstruktrur siklik, kebanyakan berupa
alkohol, aldehida, atau senyawa karboksilat. Triterpenoid tidak berwarna,

berbentuk kristal, memiliki titik lebur yang tinggi, merupakan komponen aktif yang
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sulit dikarakterisasi, dan umumnya terasa pagit apabila terkena lidah (Handayani,
2013). Yusuf (2010) pernah melakukan penelitian pada kulit batang api-api
(Marina marina Nesh) yang diketahui mengandung senyawa triterpenoid yang

efektif untuk dijadikan antimikroba.

2.3 Bakteri
2.3.1 Bakteri yang Ditemukan di Laut

Bakteri vibrio merupakan bakteri gram negatif yang berbentuk batang
bengkok, oksidase dan katalase positif, memfermentasikan glukosa tanpa
menghasilkan gas dan mempunyai flagel polar. Bakteri ini sangat umum dijumpai
di air payau dan laut. Sebagian bersifat saproba namun ada beberapa spesies
yang menyebabkan penyakit vibriosis pada hewan akuatik termasuk ikan
(Desrina et al., 2006).
2.3.2 Karakteristik Bakteri Uji

2.3.2.1 Staphylococcus aureus

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus menurut Todar (2005):

Kingdom : Prokariota

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacili

Ordo : Bacillales

Family : Micrococcaceae
Genus : Staphyloccocus
Spesies : Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang
berbentuk bulat berdiameter 0,7-1,2um, tersusun dalam kelompok-
kelompok yang tidak teratur seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak

membentuk spora, dan tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh pada suhu
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optimum 37°C, tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-
25°C) (Kusuma, 2009). Gambar bakteri S. aureus dapat dilihat pada

Gambar 2 berikut ini:

Gambar 2. Staphylococcus aureus (Tc;dar, 2005)

Bakteri S. aureus memiliki daya toleransi lebih tinggi jika
dibandingkan dengan bakteri patogen yang lain. Bakteri ini dapat hidup
pada media dengan kadar air 0,86 dan menghasilkan toksin pada Aw 0,92.
Bakteri ini hidup pada permukaan kulit, kuku, dan saluran pernafasan
manusia. Produk olahan yang mengalami proses pemanasan mudah
terkontaminasi oleh bakteri ini melalui tangan pengolah. Disamping itu,
cara penyimpanan pada suhu yang sesuai toleransi optimumnya dapat
menyebabkan pertumbuhan bakteri tersebut (Nastiti, 2006). Bakteri S.
aureus sering ditemukan sebagai flora normal pada kulit dan selaput lendir
manusia dan dapat menghasilkan enterotoksin yang seringkali menjadi

penyebab keracunan pada makanan dan minuman (Radji et al., 2008).

2.3.2.2 Vibrio alginolyticus

Klasifikasi bakteri Vibrio alginolyticus menurut Sakazaki (1968):

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Vibrionales
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Family : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies . Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus merupakan organisme yang hidup alami di
muara, perairan pesisir, dan laut. Bakteri ini bersifat patogen dan
mengancam kesehatan masyarakat. Namun demikian, seiring dengan
berkembangnya pengetahuan dan teknologi tentang kesehatan, telah
ditemukan banyak cara untuk mencegah infeksi bakteri ini (Mustapha,
2013). Gambar bakteri V. alginolyticus dapat dilihat pada Gambar 3 berikut

ini:

BRI LT [V 8 e Al nsem

Gambar 3. Vibrio alginolyticus (Visualphotos.com)

Vibrio alginolyticus memiliki ciri-ciri pertumbuhan yang bersifat
koloni pada media padat non selektif. Ciri lain adalah memiliki kemampuan
fermentasi glukosa, laktosa, sukrosa, dan maltosa yang membentuk kolom
berukuran 0,8-1,2 cm berwarna kuning pada media TCBS (Buwono, 2004
dalam Felix et al., 2011). |kan kerapu adalah ikan budidaya laut unggulan
di Indonesia. jenis yang banyak dikembangkan saat ini adalah ikan kerapu
tikus, kerapu macan, kerapu sunu, dan kerapu lumpur. Salah satu kendala
dalam budidaya kerapu adalah serangan penyakit vibriosis yang
disebabkan oleh bakteri vibrio. Penyakit ini merupakan penyakit bakterial

utama. terutama pada benih yang dapat menimbulkan kematian sampai
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100% dalam waktu 2 minggu. Beberapa spesies bakteri vibrio yang sering
diisolasi dari ikan kerapu yang sakit adalah Vibrio alginoluticus, Vibrio
anguilanum, dan Vibrio vulnivicus (Kandhanakhan, 1996 dalam Nitimulyo et
al., 2005). Bakteri Vibrio alginolyticus merupakan bakteri patogen utama

dalam budidaya ikan kerapu tikus (Taslihan et al., 2000).

2.4 Analisis Senyawa Bioaktif Mangrove Avicennia marina
2.4.1 Ekstraksi Senyawa Bioaktif

Ekstraksi adalah proses untuk menghasilkan sediaan pekat yang diperoleh
dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan
pelarut yang sesuai, kemudian semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk
yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku ekstrak yang telah
ditetapkan (Erliza, 2006).

Ragam ekstraksi yang tepat sudah tentu tergantung pada tekstur dan
kandungan air bahan tumbuhan yang diektraksi dan pada jenis senyawa yang
diisolasi. Umumnya kita perlu membunuh jaringan tumbuhan untuk mencegah
terjadinya oksidasi enzim atau hidrolisis. Memasukkan jaringan daun segar atau
bunga, jika perlu dipotong-potong, ke dalam etanol mendidih merupakan suatu
cara yang baik untuk mencapai tujuan itu (Harborne, 1987).

Salah satu contoh metode ekstraksi adalah maserasi. Maserasi merupakan
metode ekstraksi padat-cair bertahap yang dilakukan dengan membiarkan
padatan terendam dalam suatu pelarut. Proses perendaman bisa dilakukan
tanpa pemanasan (pada suhu kamar), dengan pemanasan atau dengan
pemanasan pada titik didih. Waktu perendaman bahan bervariasi antara 15-30
menit atau bahkan sampai 24 jam. Jumlah pelarut yang diperlukan juga cukup
besar, berkisar antara 10-20 kali jumlah sampel. Keuntungan metode maserasi

adalah waktu yang dibutuhkan cepat, apalagi jika menggunakan pemanasan
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pada titik didih pelarut. Namun demikian, metode ini tidak selalu efektif dan

efisien (Kristanto et al., 2011).

2.4.2 Uji Fitokimia

Penapisan fitokimia merupakan metode pendekatan yang dapat digunakan
untuk mengungkapkan keberadaan senyawa-senyawa metabolit sekunder dari
tumbuh-tumbuhan. Metode ini digunakan karena cara pengerjaannya yang
sederhana, cepat, sedikit menggunakan peralatan serta sangat selektif. Selain
itu, bagian tumbuhan yang digunakan hanya sedikit yang dibutuhkan sehingga
tidak akan merusak tumbuhan itu secara keseluruhan. Skrining fitokimia juga
dapat memberikan informasi tentang keberadaan senyawa metabolit sekunder
yang merupakan sumber senyawa aktif biologis yang terdistribusi dalam jaringan
tanaman (Nohong, 2009).

Pada penelitian tumbuhan, untuk aktivitas biologi atau senyawa yang
bermanfaat dalam pengobatan, satu atau lebih konstituen yang mempunyai
respon farmakologi perlu diisolasi. Oleh karena itu dalam pemeriksaan fitokimia,
teknik skrining dapat membantu langkah-langkah fitofarmakologi yaitu melalui
seleksi awal dari pemeriksaan tumbuhan tersebut, untuk membuktikan ada
tidaknya senyawa kimia tertentu dalam tumbuhan tersebut yang dapat dikaitkan
dengan aktivitas biologinya (Farnsworth, 1996). Senyawa fitokimia bukan
merupakan senyawa yang termasuk ke dalam zat gizi pada bahan pangan,
namun dapat memberikan pengaruh positif bagi kesehatan tubuh apabila
dikonsumsi (Astawan dan Kasih, 2008 dalam Handayani, 2013).

Penapisan fitokimia memiliki beberapa kelebihan yaitu sederhana, cepat,
hanya membutuhkan peralatan yang sederhana, khas untuk satu golongan
senyawa, dan memiliki batas limit deteksi yang cukup lebar (dapat mendeteksi

keberadaan senyawa meski dalam konsentrasi yang cukup kecil). Kesulitan
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dalam proses skrining fitokimia adalah adanya false-positive result. Hal ini
mengakibatkan komposisi senyawa yang terkandung dalam tanaman dapat
memberikan hasil positif meskipun senyawa yang diuji tidak terkandung dalam
tanaman tersebut atau adanya hasil negatif yang diakibatkan dari prosedur

skrining yang digunakan tidak sesuai atau tidak tepat (Kristanto et al., 2011).

2.4.3 Uji Aktifitas Antibakteri

Antibakteri merupakan bahan atau senyawa yang khusus digunakan untuk
kelompok bakteri. Antibakteri dapat dibedakan berdasakan mekanisme kerjanya,
yaitu antibakteri yang menghambat pertumbuhan dinding sel, antibakteri yang
mengakibatkan perubahan permeabilitas membran sel atau menghambat
pengangkutan aktif melalui membran sel, antibakteri yang menghambat sintesisi
protein, dan antibakteri yang menghambat sintesis asam nukleat sel. Aktivitas
antibakteri dibagi menjadi 2 macam yaitu aktivitas bakteriostatik (menghambat
pertumbuhan tetapi tidak membunuh patogen) dan aktivitas bakterisidal (dapat
membunuh patogen dalam kisaran luas) (Brooks et al., 2005). Suatu bahan yang
memiliki aktivitas antibakteri baik secara bakteriostatik maupun bakterisidal dapat
dikategorikan sebagai antibiotik. Penggunaan antibiotik yang bersifat
bakteriostatik untuk terapi harus mampu menimbulkan mekanisme immunitas
seluler dan humoral untuk membasmi bakteri (Septiani et al., 2013).

Tidak semua tumbuhan mampu melakukan penghambatan aktivitas
bakteri. Hal ini bergantung pada bakteri uji karena bakteri memiliki mekanisme
pertahanan seperti menonaktifkan enzim, memodifikasi target, dan mengurangi
akumulasi obat secara intraseluler atau konsentrasi komponen yang digunakan
tidak cukup untuk melakukan penghambatan (Arivuselvan et al., 2011). Bakteri
yang sulit dihambat yaitu bakteri gram negatif yang memiliki peptidoglikan dan

lipopolisakarida pada dinding selnya. Infeksi bakteri ini umumnya tidak dapat
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disembuhkan. Bakteri yang resisten terhadap antibiotik dapat mentransfer gen
resisten ke bakteri lain melalui air, udara, pakan, peralatan maupun aktivitas
manusia (Sarac dan Ugur, 2007 dalam Septiani, et al., 2013).

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode
pengenceran. Disc diffusion test atau uji difusi disk dilakukan dengan mengukur
diameter zona bening (clear zone) yang merupakan petunjuk adanya respon
penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam
ekstrak. Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan/sensitivitas yaitu 10°-10°

CFU/mL (Hermawan et al., 2007).

2.5 Perbedaan Habitat dan Pengaruhnya terhadap Komposisi Senyawa Aktif
dan Aktivitas Antibakteri

Interaksi antara tumbuhan dengan lingkungannya berhubungan dengan
pembentukan senyawa metabolit sekunder di dalam tubuh tumbuhan tersebut.
Pembentukan senyawa metabolit sekunder ini berkaitan erat dengan fungsi
ekologisnya. Seperti pada tumbuhan Shorea yang diduga pada bagian batang,
daun dan biji mengandung metabolit sekunder yang berfungsi sebagai
antioksidan, antibakteri, antifugal, dan sitotoksik (Hakim et al., 2002).

Perbedaan faktor biotik dan abiotik pada lokasi pertumbuhan mangrove
Avicennia marina berpotensi menyebabkan perbedaan kemampuan dalam
menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Hal ini merupakan bentuk adaptasi
dan intensitas biokimia tumbuhan terhadap lingkungan sekitar. Besarnya
senyawa yang dihasilkan bergantung pada seberapa besar gangguan yang
dihasilkan dari lingkungan tersebut yang tidak dapat ditoleransi oleh mangrove.
Semakin besar gangguan biotik dan abiotik di lingkungan organisme tersebut
hidup, maka semakin tinggi produksi dan bioaktivitas metabolit sekunder yang

dihasilkan. Perbedaan senyawa metabolit sekunder menyebabkan kemampuan
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antibakteri pada ekstrak akan berbeda berdasarkan komposisi dan konsentrasi
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak daun mangrove
18

Avicennia marina (Oktavianus, 2013).
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3. METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian
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Gambar 4. Peta Lokasi Pengambilan Sampel Daun Mangrove Avicennia
marina Kabupaten Trenggalek
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Gambar 5. Peta Lokasi Pengambilan Daun Mangrove Avicennia marina
Kabupaten Pasuruan

19



Penelitian ini dilakukan pada bulan April-Mei 2014. Pengambilan sampel
daun mangrove Avicennia marina dilakukan pada 6 stasiun yang terdiri dari 3
stasiun di Desa Cengkrong Kecamatan Karanggandu, Kabupaten Trenggalek,
dengan koordinat lokasi sebagai berikut:

- Stasiun 1:8°17 55,6” LS dan 111°42’ 20,90” BT

- Stasiun 2:8° 17’ 59,20” LS dan 111°42’ 9,30” BT

- Stasiun 3:8°17 59,42” LS dan 111°42’ 13,13” BT
Dan 3 Stasiun di Desa Penunggul Kecamatan Nguling, Kabupaten Pasuruan,
dengan koordinat lokasi sebagai berikut:

- Stasiun 1:7°42 15,00” LS dan 113°5’ 37,10” BT

- Stasiun 2:7°42’ 13,21” LS dan 113°5’ 33,65" BT

- Stasiun 3:7°42 12,56” LS dan 113°5’ 25,14” BT
Proses ekstraksi daun mangrove dilakukan di Laboratorium Ilimu Kelautan
Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, sedangkan
uji fitokimia dan uji aktivitas bakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi

Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang.

3.2 Prosedur Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan dimulai dari proses pengambilan
sampel di lapang, kemudian dilanjutkan dengan pengujian di laboratorium antara
lain proses sterilisasi alat dan bahan, ekstraksi, uji fitokimia, dan uji aktivitas

bakteri. Diagram alir prosedur penelitian dapat dilihat pada Gambar 6 berikut ini:
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Pengambilan sampel daun Avicennia
marina

e AR Y -->| Parameter lingkungan
v

Sterilisasi Alat dan Bahan

A 4
Ekstraksi daun Avicennia marina

v
Uji Fitokimia

\ 4

Uji Aktivitas Antibakteri

A\ 4
Analisis

Hasil

Gambar 6. Diagram Alir Prosedur Penelitian

3.2.1 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain GPS, roll meter,
salinometer, termometer digital, DO meter, pH meter, coolbox, sekop, autoklaf,
cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, labu erlenmeyer, gelas ukur,
beaker glass, spatula, sendok bahan, timbangan digital, gunting, blender,
saringan tepung, botol vial, lemari es, pipet tetes, kaliper, jarum ose lurus dan
ose bulat, bunsen, pinset, dan vacum rotary evaporator.

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini antara lain media NA, isolat
bakteri Staphylococcus aureus dan Vibrio alginolyticus, metanol p.a, alumunium

foil, kertas saring whatman no. 1, kantong plastik, kertas label, spirtus, kapas,
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tissu, alkohol 96%, larutan H,SO,4 pereaksi dragendroff, serbuk Mg, larutan HCI,

serbuk FeCl, larutan kloroform, cotton swab, dan streptomicin.

3.2.2 Pengambilan Sampel dan Data Parameter Lingkungan

Terdapat 3 stasiun pengambilan sampel pada setiap lokasi. Pemilihan
stasiun berdasarkan keberadaan mangrove Avicennia marina dan kondisi
lingkungan habitat mangrove yaitu dari lingkungan yang hanya ditumbuhi oleh
Avicennia sp. (Stasiun 2 Kabupaten Trenggalek dan Stasiun 3 Kabupaten
Pasuruan) dan lingkungan yang ditumbuhi oleh berbagai spesies mangrove
seperti Rhizopora sp., Bruguierra sp., Ceriops sp., dan lain-lain (Stasiun 1 dan 3
Kabupaten Trenggalek dan Stasiun 1 dan 2 Kabupaten Pasuruan). Sampel daun
diambil pada bagian yang tua (berwarna hijau) dan utuh masing-masing
sebanyak 1 kg. Sampel dimasukkan ke dalam plastik polyethylene dan
dikeringkan dengan panas matahari hingga kandungan air +15% (Prihanto et al.,
2012). Data parameter lingkungan yang diambil yaitu salinitas, suhu perairan,
DO, pH perairan, pH tanah, dan kandungan bahan organik dalam tanah.
Pengambilan data parameter lingkungan perairan dilakukan secara langsung
saat pengambilan sampel, sedangkan parameter lingkungan tanah dilakukan di

Laboratorium Kimia Tanah Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya.

3.2.3 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dilakukan untuk mencegah kontaminasi saat
penelitian dilakukan. Sterilisasi dilakukan dengan metode sterilisasi basah yaitu
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C pada tekanan 1 atm atau 0,15 Mpa
selama 15 menit. Untuk pengkondisian aseptis selama perlakuan digunakan

alkohol 96% dan bunsen.
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3.2.4 Ekstraksi daun Avicennia marina

Proses ekstraksi dilakukan menurut metode yang dilakukan oleh Prihanto

et al. (2012) yaitu dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol

(dengan beberapa perubahan) sebagai berikut:

1.

Sampel daun dicuci dengan air tawar dan disemprot alkohol untuk
menghilangkan garam, kotoran, atau epifit yang menempel.
Daun dijemur di bawah sinar matahari hingga kandungan air £15%

Daun yang telah kering dihaluskan dengan blender.

. Tepung diambil yang lolos saring

. Tepung halus yang didapatkan diekstraksi dengan metanol

(perbandingan 1:3) dengan metode maserasi pada suhu ruang selama
24 jam.

Hasil rendaman disaring menggunakan kertas saring Whatman no 1.
Hasil saringan dipekatkan pada vacum rotary evaporator pada suhu

40°C untuk mendapatkan ekstrak kasar metanol.

. Ekstrak kasar disimpan dalam freezer sebelum digunakan.

3.2.5 Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi komposisi senyawa bioaktif

pada ekstrak mangrove Avicennia marina sebagai berikut:

1.

Uji Alkaloid (Prihanto et al., 2011)
5 ml ekstrak ditambahkan dengan 2 ml HCI kemudian ditambahkan
reagen Dragendorff. Ekstrak yang positif mengandung alkaloid akan

menunjukkan warna orange atau merah pada presipitat.
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2. Uji Terpenoid (Prihanto et al., 2011)
5 ml ekstrak ditambahkan 2 ml kloroform dan 3 ml H,SO, secara pelan
dan hati-hati hingga terbentuk lapisan. Terbentuknya warna merah
kecoklatan menunjukkan positif terpenoid

3. Uji Saponin (Astuti, 2010)
Kurang lebih 2 gram serbuk sampel daun kering dilarutkan dengan 20
ml aquades dan dididihkan dengan penangas air, kemudian disaring
menggunakan kertas saring. Sebanyak 10ml filtrat ditambahkan dengan
5 ml aquades dan dikocok hingga terbentuk busa stabil. Ditambahkan
olive oil dan dikocok dengan keras. Ekstrak mengandung saponin
apabila terbentuk emulsi yang stabil.

4. Uji Flavonoid (Astuti, 2010)
Satu gram sampel diekstraksi dengan 5 ml etanol kemudian tambahkan
beberapa tetes HCI pekat dan 1,5 gram magnesium. Indikasi adanya
flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna merah muda atau merah
magenta dalam waktu 3 menit.

5. Uji Tanin (Zohra et al., 2012)
Kurang lebih 1 ml ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2 ml air. Kemudian ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCl,
dan diamati perubahan warna yang terjadi. Warna hijau hingga biru
kehijauan menandakan adanya cathechic tannin atau biru kehitaman

yang menandakan adanya gallic tannin.

3.2.6 Uji Aktivitas Antibakteri
Metode penelitian yang digunakan adalah uji sensitivitas antibakteri dengan
metode cakram. Parameter uji yang diamati adalah diameter zona hambat (zona

bening) dari masing-masing perlakuan ekstrak Avicennnia marina. Langkah yang

24



dilakukan meliputi persiapan bakteri uji melalui peremajaan bakteri dan kultur
bakteri, dilanjutkan dengan pembuatan media dan pengujian aktivitas antibakteri

menggunakan metode agar.

Peremajaan Bakteri

Isolat murni bakteri uji (Staphylococcus aureus dan Vibrio
Alginolyticus) didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Isolat bakteri uji diperbanyak untuk
memenuhi kebutuhan selama melakukan penelitian untuk itu perlu
dilakukan peremajaan bakteri menurut metode yang digunakan oleh
Akhyar (2010):
o Bakteri uji yang berasal dari biakan murni diambil satu ose
¢ Bakteri diinokulasikan dengan cara digoreskan dengan media TSA miring

e Diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam.

Kultur Bakteri

Kultur bakteri diambil dari beberapa koloni bakteri hasil peremajaan
yang terpilih. Koloni tersebut dipindahkan menggunakan jarum ose ke
dalam larutan NaFis 0,9%. Untuk mengetahui kepadatan bakteri, tingkat
kekeruhan bakteri dibandingkan dengan reagen Mc Farlan’s Barium Sulfat

yang setara dengan +10 sel bakteri (Dwijoseputro, 1998).

Pembuatan Media Agar (NA)
Pembuatan media NA dilakukan dengan dua cara. Yang pertama yaitu
NA (Nutrien Agar) sebanyak 1,6 gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer

dan ditambahkan dengan air laut steril sebanyak 80 ml. Media NA ini
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digunakan untuk penanaman bakteri Vibrio alginolyticus. Yang kedua
media NA untuk penanaman bakteri Staphylococcus aureus yaitu dengan
memasukkan 1,6 gram NA ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan dengan
aquades sebanyak 80 ml. Kedua erlenmeyer diaduk dan direbus hingga
homogen. Media yang telah homogen disterilisasi menggunakan autoklaf.
Media steril dituang ke dalam cawan petri kurang lebih sebanyak 20 ml dan
ditunggu hingga memadat atau menjadi jel. Penuangan dilakukan di dalam

laminar flow untuk mencegah adanya kontaminasi.

Pembuatan larutan perendaman

Terdapat 8 larutan perendaman yaitu 6 larutan perendaman berupa
ekstrak dari 6 stasiun yang memiliki konsentrasi 1600 ppm, 1 larutan
perendaman streptomicin 2%, dan 1 larutan perendaman metanol p.a.
Larutan perendaman ekstrak dengan konsentrasi 1600 ppm dibuat dengan
melarutkan 1600 mg ekstrak ke dalam 1 liter metanol, larutan perendaman
streptomicin 2% dibuat dengan melarutkan 2 gram bubuk streptomicin ke
dalam 98 ml aquades (b/v), larutan perendaman metanol p.a menggunakan

20 ml larutan metanol p.a yang dituang ke dalam cawan petri.

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak daun Avicennia marina

Bakteri diinokulasi pada media menggunakan cotfon swab dengan
metode tebar (spread plate method). Kemudian meletakkan paper disc
yang telah mengandung ekstrak dari masing-masih stasiun, streptomicin,
dan metanol p.a pada media agar dengan sedikit ditekan supaya dapat
meresap. Setelah itu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35°C (Trianto et
al., 2004). Pengulangan dilakukan sebanyak 3 kali untuk setiap stasiun (6

stasiun).
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Paper disc atau kertas cakram direndam di dalam masing-masing
larutan perendaman dan dibiarkan hingga betul-betul meresap. Pada
larutan perendaman ekstrak, ditunggu hingga metanol sebagai pelarut
ekstrak sudah cukup menguap. Selanjutnya diletakkan secara hati-hati
pada permukaan media agar dalam cawan petri yang telah ditanami
dengan bakteri uji. Sebagai kontrol digunakan streptomicin 2% dan metanol
p.a. Streptomicin digunakan sebagai penanda adanya penghambatan
terhadap pertumbuhan bakteri uji, sedangkan metanol p.a digunakan untuk
menunjukkan bahwa pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi tidak
mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji sehingga tidak

mempengaruhi ekstrak yang digunakan.

3.3 Teknik Pengolahan Data

Data yang diperoleh berupa parameter lingkungan, senyawa yang
terkandung di dalam ekstrak dan diameter zona bening dari masing-masing
ekstrak dianalisis secara deskriptif. Perbedaan kemampuan aktivitas antibakteri
dari ekstrak mangrove Avicennia marina terhadap bakteri uji pada setiap lokasi
(berdasarkan zona bening) dianalisis menggunakan Analisis Varians (One-Way)
dan jika terdapat perbedaan antara lokasi dilakukan uji lanjut. Analisis ini

menggunakan program pengolahan data.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1 Ekstraksi Daun Mangrove Avicennia marina

Ekstraksi daun mangrove Avicennia marina yang diperoleh dari Kabupaten

Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan menggunakan daun kering sebanyak 150

gram menghasilkan rendemen rata-rata sebanyak 5,72-6,52 gram. Rendemen

terbanyak didapatkan dari stasiun 2 Kabupaten Trenggalek (5,38 %) dan

rendemen terkecil dari stasiun 3 Kabupaten Pasuruan (2,99 %) (Tabel 2).

Tabel 2. Hasil Ekstraksi Daun Mangrove Avicennia marina

Lokasi Daun Hasil Rata- Lama
, . . / Rendemen
Pengambilan | Stasiun | Kering | Ekstraksi rata Perendaman

Sampel (gr) (gr) (gr) (%) (jam)

1 150 5,96 3,97 26

Trenggalek 2 150 8,07 6,52 5,38 30

3 150 5,52 3,68 26

1 150 6,64 4,43 28

Pasuruan 2 150 6,4 5,84 4,27 28

3 150 4,48 2,99 24

4.1.2 Uji Fitokimia

Hasil uji fitokimia dari ekstrak daun mangrove Avicennia marina dari

Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan menunjukkan bahwa ekstrak

tersebut mengandung senyawa bioaktif berupa alkaloid, flavonoid, saponin,

terpenoid (kecuali pada stasiun 2 Kabupaten Trenggalek) dan kandungan

senyawa tanin pada stasiun 2 Kabupaten Pasuruan (Tabel 3).
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Tabel 3. Hasil Uji Fitokimia

Lokasi
Pengambilan | Stasiun | Alkaloid | Flavonoid | Saponin Tanin Terpenoid
Sampel
1 + + + - +
Trenggalek 2 + + + - -
3 + + + < +
1 + + + - +
Pasuruan 2 + + + + +
3 + + + - +
Wibowo et al., 2009 + + + + +
Indikator Endapan Lz::tk?n Busa Hijau- Merah
Orange stabil kebiruan | Kecoklatan
merah
Keterangan:

(+) Indikasi adanya senyawa bioaktif

(-) Tidak ada atau tidak terdeteksi adanya indikasi senyawa bioaktif

4.1.3 Uji Aktivitas Antibakteri

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun mangrove Avicennia marina

(setelah dikurangi dengan diameter kertas cakram sebesar 6 mm) terhadap

Staphylococcus aureus dari Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan

menunjukkan hasil rata-rata diameter zona bening sebesar 4,43-5,79 mm

dengan rata-rata diameter zona bening terbesar terdapat pada stasiun 3

(Kabupaten Pasuruan) dan yang terkecil terdapat pada stasiun 1 (Kabupaten

Trenggalek). Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun mangrove A. marina

terhadap Vibrio alginolyticus menunjukkan hasil rata-rata diameter zona bening

sebesar 4,25-5,48 mm dengan rata-rata diameter zona bening terbesar terdapat

pada stasiun 2 (Kabupaten Trenggalek) dan yang terkecil terdapat pada stasiun

1 (Kabupaten Trenggalek) (Tabel 4).
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Tabel 4. Tabel Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

, Diameter Zona Bening (mm)
Lokasi : -
Penaambilan | Stasiun S.aureus V.alginolyticus
ng ol Pengulangan Rata | Strepto- Pengulangan Rata- | Strepto- | Metanol
. 1 2 3 -rata mycin 1 2 3 rata mycin
1 6 4,28 3 4,43 44 | 3,35 5 4,25 0
Trenggalek 2 8,2 44 | 415 | 5,58 6 425 | 6,2 5,48 0
3 10,05 | 2,3 | 2,38 | 4.91 19.4 518 | 24 | 6,38 | 4,65 13.69 0
1 6,2 6,23 | 4,08 | 55 6 425 | 44 | 4,88 0
Pasuruan 2 6,23 | 4,15 | 3,38 | 4,58 8 4,18 | 4,18 | 5,08 0
3 8,05 | 4,08 | 525 | 5,79 7,25 | 3,25 | 3,25 | 4,63 0

Gambar 7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri
Keterangan : Lingkaran menunjukkan zona bening
(a) S. aureus Kabupaten Trenggalek dan (b) Kabupaten Pasuruan
(c) V. alginolyticus Kabupaten Trenggalek dan (d) Kabupaten Pasuruan
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4.1.4 Pengukuran Parameter Lingkungan Avicennia marina di Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan

Hasil pengukuran beberapa parameter lingkungan perairan dan tanah
dapat dilihat pada Tabel 5. Pengukuran parameter lingkungan perairan yang
meliputi pH, DO, suhu dan salinitas dilakukan secara langsung pada lokasi
pengambilan sampel dan pengukuran parameter lingkungan tanah yaitu pH
tanah dan bahan organik dilakukan di Laboratorium Kimia Tanah Fakultas
Pertanian Universitas Brawijaya (Lampiran 7).

Tabel 5. Hasil Pengukuran Parameter Lingkungan

Parameter Lingkungan
i Perairan TanahB -
- ahan
pH | DO | Suhu | Salinitas | pH tanah Organik
1 (729(10,1]| 32 5 6,3 5,27
Trenggalek 2 [711110,5| 31 2 5,35 2,01
3 7 9,3 | 30,7 4 53 2,6
1 17,94 5002930 | 31,33 7,3 0,3
Pasuruan 2 |792|5,37 30,87 | 30,67 6,9 1,47
3 |822|537|31,40| 29,33 7,5 0,69

4.2 Pembahasan
4.2.1 Faktor yang Mempengaruhi Hasil Rendemen

Berdasarkan Tabel 2, Rendemen yang dihasilkan dari ekstraksi daun
mangrove A. marina dari Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan
sebesar 3,89-4,34%. Analisis korelasi untuk mengetahui hubungan antara lama
perendaman dan jumlah rendemen yang dihasilkan menunjukkan nilai sig. (2-
tailed) sebesar 0,001 (kurang dari 0,05) dan terdapat tanda bintang (**) pada nilai
pearson correlation (Lampiran 5). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat hubungan
korelasi yang signifikan antara lama perendaman dan jumlah rendemen yang
dihasilkan. Analisis regresi linear menunjukkan nilai koefisien korelasi (R)

sebesar 0,980. Nilai ini dapat diinterpretasikan bahwa hubungan keduanya
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sangat erat. Nilai signifikansi regresi (sig.) menunjukkan nilai 0,001 (lebih dari
0,05) berarti bahwa model regresi adalah linear sehingga dapat digunakan
sebagai acuan untuk menentukan lama perendaman dan jumlah rendemen yang
dihasilkan saat melakukan ekstraksi daun mangrove A. marina.

Grafik hubungan antara lama perendaman dan jumlah rendemen yang
dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 8. Grafik ini memiliki persamaan y =
0,373x-5,969 dimana y adalah jumlah rendemen (%) dan x adalah lama
perendaman (jam) yang artinya bahwa setiap penambahan waktu perendaman
selama 1 jam, maka akan menambah jumlah rendemen sebanyak 0,373%.
Meskipun terdapat perbedaan lama perendaman dan jumlah rendemen yang
didapatkan, ekstrak yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri tetap sama
yaitu menggunakan konsentrasi 1600 ppm.

6,00
5,00

4,00 5

¢ Rendemen

Rendemen [ %)
:.AJ
o
a

2,00 ———Linear |Rendemen)

0,373x- 5968
R*=0,959

1,00 L

22 24 26 28 0

Lama Perendaman (jam)

Gambar 8. Hubungan antara Lama Perendaman dengan Jumlah
Rendemen

Berdasarkan penelitian yang dilakukan dengan perlakuan maserasi yang
sama yaitu perendaman selama 1x24 jam, perbandingan jumlah pelarut 1:3 dan
penguapan dengan bantuan rotary evaporator oleh Prihanto et al. (2011)

menghasilkan rendemen daun Excoecaria agallocha sebanyak 2,13%,
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sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Oktavianus (2013) dengan perlakuan
maserasi daun Avicennia marina yang berbeda jumlah pelarut (1:6), waktu
perendaman (2x24 jam) dan penguapan secara manual dengan bantuan kipas
angin menghasilkan rendemen yang lebih banyak yaitu 27,12% dan 30,6%.

Perbedaan jumlah rendemen yang didapatkan pada proses ekstraksi
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu waktu ekstraksi, perbandingan antara
jumlah sampel dan pelarut, ukuran bahan dan suhu ekstraksi. Semakin lama
waktu ekstraksi maka proses sentuhan antara bahan dan pelarut semakin besar
sehingga komponen bioaktif yang dipisahkan atau dikeluarkan dari bahan alam
(sampel) semakin optimal. Perbandingan antara jumlah pelarut yang tepat dapat
bekerja secara optimal, tetapi jumlah pelarut yang berlebih tidak dapat
mengekstrak lebih banyak. Selama proses ekstraksi terjadi aliran pelarut ke
dalam sel bahan yang mengakibatkan zat di dalam bahan akan larut sesuai
dengan kelarutannya (Voight, 1994).

Selanjutnya dapat dikatakan bahwa faktor yang paling berpotensi
mempengaruhi perbedaan jumlah rendemen pada proses ekstraksi daun A.
marina yang peneliti lakukan dengan penelitian yang dilakukan oleh Oktavianus
(2013) adalah waktu ekstraksi, perbandingan jumlah sampel dan pelarut, dan

suhu ekstraksi.

4.2.2 Komposisi Senyawa Aktif yang Terdapat Pada Ekstrak Mangrove dari
Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan

Metabolit sekunder didefinisikan sebagai senyawa yang disintesis
organisme bukan untuk kebutuhan primer melainkan untuk mempertahankan diri
terhnadap tekanan lingkungan. Beberapa kelompok metabolit sekunder yang
dihasilkan dari metabolisme sekunder pada tumbuhan antara lain: alkaloid,

terpenoid, dan flavonoid (Oktavianus, 2013). Berdasarkan uiji fitokimia yang
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dilakukan pada ekstrak daun Avicennia marina dari Kabupaten Trenggalek dan
Kabupaten Pasuruan dapat diketahui bahwa ekstrak dari seluruh stasiun positif
mengandung alkaloid, flavonoid, dan saponin. Senyawa tanin hanya ditemukan
di stasiun 2 (Kabupaten Pasuruan) dan senyawa terpenoid ditemukan di seluruh
stasiun kecuali stasiun 2 (Kabupaten Trenggalek).

Menurut Oku et al. (2003), senyawa triterpenoid memainkan peran penting
untuk melindungi mangrove dari tekanan garam atau salinitas. Dalam kondisi
salinitas tinggi, tumbuhan A. marina dapat mengubah tingkat metabolit sekunder
seperti triterpenoid atau senyawa fenolik untuk meningkatkan sistem pertahanan
terhadap tekanan oksidatif. Hal tersebut berpotensi mempengaruhi kandungan
senyawa terpenoid pada stasiun 2 Kabupaten Trenggalek yang diketahui
memiliki salinitas 2 %o atau lebih rendah daripada stasiun lainnya (Tabel 5).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ehike dan LeGare (1993),
diketahui bahwa kandungan tanin dalam tanaman dipengaruhi oleh pH tanah.
Kadar pH tanah yang rendah atau cenderung asam berpotensi mengurangi
produksi tanin oleh tanaman. Kadar pH tanah di stasiun 2 Kabupaten Pasuruan
adalah 6,9 yang berarti lebih tinggi daripada pH tanah di Kabupaten Trenggalek
(5,3 — 6,3) namun paling rendah daripada stasiun lain di Kabupaten Pasuruan
(7,3 di stasiun 1 dan 7,5 di stasiun 3).

Selain itu, kandungan tanin juga dapat dipengaruhi oleh proses
pengeringan daun. Suatu penelitian terhadap daun jambu biji yang dikeringkan di
tempat teduh dan langsung dengan sinar matahari menunjukkan perbedaan
kadar tanin. Kadar tanin lebih tinggi didapatkan dari proses pengeringan di
tempat teduh sebesar 13,72% sedangkan pengeringan di bawah sinar matahari
langsung didapatkan kadar tanin sebesar 11,56% (Hernani dan Nurdjanah,

2009). Dari pernyataan tersebut maka dapat diketahui bahwa suhu dalam proses

34



ekstraksi juga dapat mempengaruhi kadar tanin pada ekstrak mangrove A.

marina.

4.2.3 Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Mangrove dari Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun mangrove A. marina dari Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan menunjukkan adanya zona bening sebagai
indikator adanya daerah hambatan. Hal ini berarti bahwa senyawa antimikrobial
yang berdifusi ke dalam agar dari kertas cakram mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus dan V. alginolyticus. Kontrol streptomicin yang
digunakan untuk menunjukkan adanya penghambatan terhadap pertumbuhan
bakteri uji menunjukkan hasil positif (ada zona bening), sedangkan metanol p.a
yang digunakan untuk menunjukkan bahwa pelarut yang digunakan dalam
proses ekstraksi tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji
menunjukkan hasil negatif (tidak ada zona bening).

Menurut Maryani et al. (2002), mangrove mempunyai bahan aktif yang
berfungsi sebagai bahan antimikroba yang mampu menghambat dan mematikan
bakteri. Mekanisme kerja bahan aktif dalam mematikan bakteri dilakukan dengan
cara mendenaturasi protein dan merusak membran sel bakteri dengan cara
melarutkan lemak yang terdapat pada dinding sel.

Selain sebagai antibakteri, ekstrak A. marina diketahui dapat digunakan
sebagai obat herbal untuk mengobati berbagai macam gangguan biologis seperti
sebagai antioksidan, antitumor, antiinflammatory, antialergi, antiageing,
anticholinergic, anticonvulsant, antiartheroscelorotic, dan antituberculin (Prabhu
et al.,, 2012). Ekstrak daun A. marina menunjukkan kandungan flavonoid tinggi
yang membuktikan bahwa daun api-api dapat digunakan sebagai antioksidan

dan antiinflamasi (Handayani, 2013 dan Palupi, 2014). Namun kemampuan
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ekstrak A. marina sebagai antibakteri lebih kuat dibandingkan dengan
kemampuannya sebagai antijamur (Amirkaveei et al., 2014).

Ekstrak daun mangrove A. marina dengan konsentrasi 1600 ppm mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dengan zona hambatan rata-rata
sebesar 4,43 — 5,79 mm dan menghambat pertumbuhan bakteri V. alginolyticus
dengan zona hambatan rata-rata sebesar 4,25 — 5,48 mm, sedikit lebih rendah
dibandingkan dengan S. aureus. Kemampuan antibakteri ekstrak metanol A.
marina terhadap S. aureus juga ditunjukkan pada penelitian Subashree et al.
(2010) yang mengujikan ekstrak tersebut pada beberapa bakteri uji dan
menunjukkan bahwa zona bening yang dihasilkan pada S. aureus lebih besar
dibandingkan dengan bakteri uji yang lain. Kemampuan antibakteri ekstrak
metanol A. marina terhadap V. alginolyticus belum diketahui. Tetapi, pada
spesies bakteri Vibrio yang lain telah banyak dilakukan seperti pada penelitian ini
yang juga menggunakan bakteri V. parahaemolyticus (tidak ada zona bening), V.
flurialis (2 mm) dan V. splendidus (4 mm). Menurut Prihanto et al. (2011), hal ini
dikarenakan S. aureus merupakan bakteri gram positif yang sensitif terhadap
senyawa-senyawa aktif karena dinding selnya tidak mengandung peptidoglikan
seperti yang terdapat pada mikroba gram negatif.

Berdasarkan hasil uji One-Way Anova tidak menunjukkan perbedaan
yang nyata antara aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh ekstrak daun
mangrove A. marina dari Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan
terhadap bakteri S. aureus karena nilai sig. (p-value) sebesar 0,554 (> 0,05)
(tabel 5) maupun terhadap bakteri V. alginolyticus yang menunjukkan nilai sig. (p-
value) sebesar 0,861 (> 0,05) (Lampiran 6, a dan b).

Hasil uji One-Way Anova aktivitas antibakteri oleh ekstrak dari Kabupaten
Trenggalek terhadap bakteri S. aureus dan V. alginolyticus menghasilkan nilai

sig. (p-value) sebesar 0,733 (>0,05) dan aktivitas antibakteri oleh ekstrak dari
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Kabupaten Pasuruan terhadap bakteri S. aureus dan V. alginolyticus
menghasilkan nilai sig. (p-value) sebesar 0,332 (>0,05). Oleh karena itu, tidak
perlu dilakukan uji lanjutan karena semua nilai sig. (p-value) tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata (>0,05) (Lampiran 6, ¢ dan d).

Penelitian yang dilakukan Oktavianus (2010) menunjukkan bahwa
kemampuan antibakteri ekstrak daun mangrove A. marina yang diambil dari
Kabupaten Maros lebih baik dari pada yang diambil dari Kabupaten Takalar.
Sampel dari Kabupaten Takalar diambil di sekitar garis pantai yang
lingkungannya masih alami, sedangkan sampel dari Kabupaten Maros diambil
dari muara sungai Maros yang berdekatan dengan pemukiman penduduk dan
banyaknya aktivitas masyarakat sekitarnya. Kondisi lingkungan perairan dan
komponen biotik yang berbeda pada suatu lingkungan dapat mempengaruhi
produktivitas mangrove A. marina dalam menghasilkan senyawa metabolit
sekunder sebagai bentuk adaptasi dan eksistensinya terhadap lingkungan,
sehingga menyebabkan kemampuan ekstrak dalam menghambat bakteri uji
berbeda berdasarkan komposisi dan konsentrasi senyawa metabolit sekunder
yang terdapat pada ekstrak daun mangrove tersebut. Adanya kecenderungan
semakin besar gangguan biotik dan abiotik di lingkungan organisme tersebut
hidup, maka semakin tinggi produksi dan bioaktivitas metabolit sekunder yang
dihasilkan.

Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan memiliki karakteristik
lokasi yang berbeda. Kabupaten Trenggalek berada di jalur pantai selatan dan
Kabupaten pasuruan berada di jalur pantai utara. Pada Kabupaten Trenggalek
sampel mangrove diambil dari muara sungai yang sedikit jauh dari bibir pantai
dan merupakan kawasan wisata sedangkan pada Kabupaten Pasuruan sampel
mangrove diambil di pesisir laut dan merupakan kawasan rehabilitasi mangrove.

Namun demikian, pengaruh lingkungan di Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten
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Pasuruan hanya mempengaruhi komposisi senyawa metabolit sekunder yaitu
kandungan tanin dan terpenoid, tetapi belum menunjukkan adanya pengaruh
terhadap aktivitas antibakteri yang nyata dari kedua lokasi tersebut.

Selanjutnya dikatakan bahwa gangguan biotik dan abiotik yang tinggi
menunjukkan kecenderungan pada gangguan dari faktor antropogenik seperti
adanya buangan limbah industri dan rumah tangga. Buangan limbah ini
mengandung logam berat yang akan terikat pada padatan tersuspensi dan akan
mengendap pada sedimen dasar perairan (Gomez-Parra et al., 2000). Menurut
Burhanuddin dan Yuliana (2007), mangrove A. marina memiliki sistem
pengenceran (dilusi) untuk beradaptasi dengan logam berat yang ada di
lingkungannya. Hal ini berpotensi mempengaruhi komposisi senyawa metabolit

sekunder dan kemampuan aktivitas antibakteri yang dimiliki A. marina.

38



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini yaitu:

1. Terdapat perbedaan komposisi senyawa bioaktif atau senyawa metabolit
sekunder pada ekstrak daun mangrove Avicennia marina dari Kabupaten
Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan. Dari semua stasiun ditemukan
adanya alkaloid, flavonoid, dan saponin. Tanin hanya ditemukan pada
stasiun 2 (Kabupaten Pasuruan) dan terpenoid ditemukan pada semua
stasiun kecuali stasiun 2 (Kabupaten Trenggalek).

2. Aktivitas antibakteri pada ekstrak daun mangrove A. marina yang diperoleh
dari Kabupaten Trenggalek dan Kabupaten Pasuruan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus dan V. alginolyticus tidak menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata meskipun ada perbedaan komposisi senyawa

bioaktif.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan kepada penelitian
selanjutnya untuk melakukan ekstraksi daun mangrove Avicennia marina dengan
perlakuan maserasi yang tepat sehingga dapat menekan biaya dan waktu yang
diperlukan. Selain itu, perlu dilakukan analisis komposisi senyawa metabolit

sekunder dengan metode yang lebih teliti seperti GC-MS.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pengambilan Sampel Daun Mangrove Avicennia marina

a. Kabupaten Trenggalek
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b. Kabupaten Pasuruan
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Lampiran 2. Proses Ekstraksi Daun Mangrove Avicennia marina
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Lampiran 3. Hasil Uji Fitokimia

Uji Alkaloid

Uji Flavonoid Uji Saponin

Uji Terpenoid Uji Tanin
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Lampiran 4. Hasil Uji Antibakteri

Persiapan alat dan
bahan

Uji Antibakteri Vibrio alginolyticus
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Lampiran 5 Analisis Korelasi (SPSS 16)
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Lampiran 6 Analisis Regresi (SPSS 16)
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Lampiran 7. Analisis One-Way Anova (SPSS 16)

a. Kemampuan Antibakteri Ekstrak Daun Mangrove dari Kabupaten Trenggalek
dan Kabupaten Pasuruan terhadap bakteri S. aureus.

Descripthres
St3abw nrnerls
6% Confidence Inlcrsa for
WEah

B Mean el Ceviation | Std Encr | Lowe Boond Lpper Sourd | Miniman | Mazmum
1 3| £97ICn S 54T TI6244 262714 Ge1BRa 4208 5501
2 3 | aZ9EY 30350 64222 3724353 Ga587a 44883 A
ICta B | &131E3 AT0237 232783 46234 573026 4425 5702

Test of Homogeneity of Variances
Sfaoheacoccus
Lewvene
Clatictic if1 72 i,
133 1 1 rar
AHOWA
Staalwacocous I
.y
Sum o7 /
S L[ Meel Sugere E S

FRTAFRN (MLES A6z i A532 A6 1T
Woth i Zroups B 1 3R
Icta © EB2E 5

51



b. Kemampuan Antibakteri Ekstrak Daun Mangrove dari Kabupaten Trenggalek
dan Kabupaten Pasuruan terhadap bakteri V. alginolyticus
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c. Kemampuan Antibakteri Ekstrak Daun Mangrove dari Kabupaten Trenggalek
terhadap bakteri S. aureus dan V. alginolyticus
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d. Kemampuan Antibakteri Ekstrak Daun Mangrove dari Kabupaten Trenggalek
terhadap bakteri S. aureus dan V. alginolyticus.
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Lampiran 8. Hasil Uji Tanah
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