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ABSTRAK

Fachrul Fahtahti, 10594082513. Uji toksisitas ekstrak buah mangrove
(Rhizophora stylosa) pada larva kepiting bakau (Scylla serrata), (dibimbing
Burhanuddin dan Andi Khaeriyah)

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak buah
mangrove (Rhizophora stylosa) pada larva kepiting bakau (Scylla serrata Forskal),
kegunaan dari penelitian ini adalah sebagai bahan informasi bagi mahasiswa, peneliti,
petani budidaya, dan instansi terkait tentang penggunaan ekstrak buah mangrove
(Rhizophora stylosa), penelitian ini dilaksanakan mulai november 2017 sampai
januari 2018. Parameter yang digunakan untuk mengetahui tingkat toksisitas
menggunakan metode brine shrimp lethality test (BSLT), Hasil dari analisa probit
pengujian toksisitas ekstrak metanol (Rhizophora stylosa) diperoleh nilai LCsy 1,483
pg/ml yang berarti bersifat toksik karena LCsy <1000 ppm, sehingga tidak dapat
diaplikasikan secara In vivo pada pencegahan dan pengobatan larva kepiting bakau
(Scylla serrata ) tetapi dapat dikembangkan menjadi antibakteri atau peruntukan lain.
Universitas Muhammadiyah Makassar.

Kata Kunci : Rhizophora stylosa; Scylla serrata Forskal; toksisitas
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I. PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Kepiting Bakau (Scylla serrata Forskal) merupakan salah satu komoditas

perikanan golongan Crustacea yang hidup di perairan pantai, khususnya di
hutan-hutan bakau (Mangrove). Pada mulanya kepiting bakau hanya dianggap
hama oleh petani tambak, karena sering membuat kebocoran pada pematang
tambak. Tetapi setelah mempunyai nilai ekonomis tinggi, maka keberadaanya
banyak diburu dan di tangkap oleh nelayan untuk penghasilan tambahan dan
bahkan telah mulai dibudidayakan secara tradisional di tambak. Penurunan akan
produksi kepiting bakau tersebut terutama disebabkan adanya penyebaran
penyakit pada budidaya kepiting. Penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri
Vibrio atau disebut vibriosis merupakan salah satu penyakit yang sering terjadi
pada budidaya kepiting bakau (Amanda et.al,2015). Jenis-jenis bakteri pada
kepiting bakau pernah dilaporkan oleh Lavilla-Pitogo and De la Pena (2004).
yaitu ditemukannya Vibrio vulnificus, V. parahemolyticus, V. splendidus, dan V.
orientalis di lloilo, Filipina.

Untuk menjawab permasalahan tersebut biasanya para pembudidaya
menggunakan antibiotik komersial, akan tetapi penggunaan antibiotik komersial
secara terus menerus dapat menghasilkan strain bakteri patogen yang resisten
terhadap antibiotik yang telah ada (Smith et al., 1994; Petersen et al, 2002;
Alcaide et al., 2005; Cabello, 2006). Efek samping yang dapat ditimbulkan dari
penggunaan antibiotik pada organisme budidaya adalah perubahan morfologi dan

penurunanan sistim kekebalan tubuh. Dampak lain yang ditimbulkan dari



penggunaan antibiotik komersil adalah kelarutannya rendah bisa menimbulkan
residu, tingkat penerimaan organisme budidaya oleh konsumen rendah dan
toksisitasnya tinggi. Penggunaan bahan-bahan kimia antibiotik umumnya
digunakan sebagai salah satu pencegahan penyakit sebelum kegiatan budidaya
berlangsung. Namun penggunaan antibiotik dapat menimbulkan resistensi patogen
sebelum mencemari lingkungan, dan dapat membahayakan kesehatan konsumen
(Fadli,2000; Zulham 2004). Oleh sebab itu penggunaan bahan alami menjadi
alternatif untuk menanggulangi penyakit pada kepiting bakau akibat infeksi
bakteri.

Hal inilah yang membuat perlunya pencarian senyawa baru sebagai alternatif
antibiotik alami pengganti antibiotik sintetik, salah satu jenis mangrove yang
berpotensi sebagai biokontrol (antibakteri alami) penyakit infeksi pada organisme
budidaya adalah jenis Rhizophora stylosa yang merupakan tanaman potensi
bioaktif ( Zainuddin et al., 2012). Terkait hal tersebut, maka menjadi suatu alasan
untuk dilakukanya penelitian mengenai pemanfaatan bahan alami serperti buah
bakau (Rhizophora stylosa) guna menanggulangi serangan bakteri V.harveyi pada

kepiting bakau.



1.2.Tujuan dan Kegunaan Penelitian

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak (Rhizophora
stylosa) terhadap larva kepiting bakau (Scylla serrata Forskal 1775), berdasar
analisis probit pada LCsy Sedangkan kegunaan dari penelitian ini adalah sebagai
bahan informasi tentang tingkat toksisitas berdasar analisis probit penggunaan
ekstrak buah mangrove (Rhizophora stylosa) bagi mahasiswa, peneliti, petani

budidaya, dan instansi terkait.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Klasifikasi dan Morfologi Kepiting Bakau
Secara taksonomi, Motoh (1977) dan Keenan (1999) mengklasifikasikan

kepiting sebagai berikut:

Filum : Arthropoda
Subfilum : Mandibulata
Kelas : Crustacea
Subkelas : Malacostraca
Seri : Eumalacostraca
Superordo  : Eucarida

Ordo : Decapoda
Subordo : Raptantia

Seksi : Brachyura
Subseksi : Branchyrhyncha
Famili : Portunidae
Genus : Seylla

Spesies : Scylla serrata (Forsskal)

S. tranquebarica (Fabricius)

S. paramamosain (Herbst) dan S.olivacea (Herbst)

b

Gambar . Kepiting bakau (Scylla serrat Forskal)



Kepiting bakau memiliki ukuran lebar karapas lebih besar dari pada ukuran
panjang tubuhnya dan permukaan agak licin, pada dahi antara sepasang matanya
terhadap enam buah duri, kepiting bakau jantan mempunyai sepasang capit yang
dapat mencapai panjang hampir dua kali lipat dari panjang kerapasnya, sedangkan
kepiting bakau betina relative lebih pendek. Selain itu, kepiting bakau juga
mempunyai tiga pasang kaki jalan dan sepasang kaki renang, dan juga bagian
kepala dan dada menjadi satu serta abdomen (perut). Bagian interior (ujung
depan) tubuh lebih besar dan lebih lebar, dapat hidup dan bertahan lama di darat.
Pada bagian kepala terdapat beberapa alat mulutnya, yaitu :

e 2 pasang antenna
e 1 pasang mandibular, untuk menggigit mangsanya
¢ 1 pasang maksilla

¢ 1 pasang maksilliped
Maksilla dan maksiliped berfungsi umtuk menyaring makanan dan

menghantarkan makanan ke mulut.

Kepiting Jantan Kepiting Telur

Gambar 2. Morfologi Kepiting bakau (Scylla serrata Froskal) Jantan
dan betina (Sumber : Motoh (1977) dan Keenan (1999)



2.2.Daur Hidup

Proses perkawinan kepiting tidak seperti pada udang yang hanya terjadi pada
malam hari (kondisi gelap). Dari hasil pengamatan di lapangan, ternyata kepiting
bakau juga melakukan perkawinan pada siang hari. Proses perkawinan dimulai
dengan induk jantan mendatangi induk betina akan dipeluk dengan menggunakan
kedua capitnya yang besar. Induk kepiting jantan kemudian menaiki karapas
induk kepiting betina, posisi kepiting betina dibalikkan oleh yang jantan sehingga
posisinya berhadapan, maka proses kopulasi akan segera berlangsung. Kepiting
bakau dalam menjalani kehidupannya beruaya dari perairan pantai ke laut,
kemudian induk berusaha kembali ke perairan pantai, muara sungai, atau
mangrove untuk berlindung , mencari makanan, atau membesarkan diri. Kepiting
bakau yang telah siap melakukan pekawinan akan memasuki mangrove dan
tambak. Setelah perkawinan berlangsung kepiting betina secara perlahan-perlahan
akan beruaya di perairan bakau, tambak, ke tepi pantai, dan selanjutnya ke tengah

laut untuk melakukan pemijahan(Amir, 1994).
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2.3.Pakan dan Kebiasaan Makan

Kepiting tergolong hewan pemakan segala (omnivora) dan pemakan bangkai
(scavenger), sedangkan larva kepiting adalah pemakan plankton. Kepiting
digolongkan hewan nokturnal, karena mencari makan di malam hari. Kepiting
bakau lebih suka merangkak mencari makan, walaupun kepiting dapat berenang
ke permukaan air. Kepiting lebih menyukai makanan alami berupa alga, bangkai
hewan, dan udang-udangan.

Jenis pakan alami yang disukai kepiting antara lain: Chlorella, ikan-ikan
kecil, anak udang, jenis-jenis kutu air yang berukuran kecil, jenis-jenis krustasea
berukuran kecil, partikel-partikel halus di dalam air atau di dasar perairan juga
tanaman air yang hancur. Kepiting juga memakan partikel detritus yang
ditemukan dalam lumpur. Umumnya, mereka memisahkan partikel detritus dari
benda organik dengan menyaring substrat melalui sekumpulan rambut di
sekeliling mulutnya.

2.4. Pertumbuhan dan Molting

Pertumbuhan adalah perubahan ukuran panjang atau berat dalam suatu
waktu.Pertumbuhan pada organisme dapat terjadi secara sederhana dengan
meningkatkan jumlah sel-selnya, dan juga dapat terjadi sebagai akibat dari
peningkatan ukuran sel (Effendie, 2003).

Dalam pertumbuhannya, kepiting bakau mengalami pertumbuhan dalam
siklus hidupnya mulai dari stadia larva sampai dewasa (Karim, 2013).Selanjutnya
dijelaskan bahwa pertumbuhan pada kepiting bakau merupakan pertambahan

bobot badan dan lebar karapas yang terjadi secara berkala setelah terjadi



pergantian kulit atau molting.Besarnya pertumbuhan yang dialami oleh kepiting
bakau dapat dilihat dari besarnya perubahan lebar karapas dan bobot setiap saat
kepiting mengalami molting.Frekuensi molting sangat bervariasi dan dipengaruhi
oleh ukuran dan stadia kepiting. Pada umumnya jumlah frekuensi molting
kepiting lebih sering terjadi pada stadia muda dibandingkan stadia dewasa yang
akan terjadi sekitar 18 kali.

2.5.Reproduksi

Seperti hewan air lainnya reproduksi kepiting terjadi di luar tubuh, hanya saja
sebagian kepiting meletakkan telur-telurnya pada tubuh sang betina. Kepiting
betina biasanya segera melepaskan telur sesaat setelah kawin, tetapi sang betina
memiliki kemampuan untuk menyimpan sperma sang jantan hingga beberapa
bulan lamanya. Telur yang akan dibuahi selanjutnya dimasukkan pada tempat
(bagian tubuh) penyimpanan sperma. Setelah telur dibuahi telur-telur ini akan
ditempatkan pada bagian bawah perut (abdomen).

Jumlah telur yang dibawa tergantung pada ukuran kepiting. Beberapa spesies
dapat membawa puluhan hingga ribuan telur ketika terjadi pemijahan. Telur ini
akan menetas setelah beberapa hari kemudian menjadi larva (individu baru) yang
dikenal dengan “zoea”. Ketika melepaskan zoea ke perairan, sang induk
menggerak-gerakkan perutnya untuk membantu zoea agar dapat dengan mudah
lepas dari abdomen. Larva kepiting selanjutnya hidup sebagai plankton dan
melakukan moulting beberapa kali hingga mencapai ukuran tertentu agar dapat

tinggal di dasar perairan sebagai hewan dasar (Prianto, 2007).



2.6.Habitat dan Penyebaran

Kepiting banyak ditemukan di daerah hutan bakau, sehingga di Indonesia
lebih dikenal dengan sebutan kepiting bakau (Mangove Crab) Kepiting mangrove
atau kepiting lumpur (Mud Crab)ini dapat hidup pada berbagai ekosistem.
Sebagian besar siklus hidupnya berada diperairan pantai meliputi muara atau
estuarin, perairan bakau dan sebagian kecil di laut untuk memijah.Jenis ini
biasanya lebih menyukai tempat yang agak berlumpur dan berlubang lubang di
daerah hutan mangroveDistribusi kepiting menurut kedalaman hanya terbatas
pada daerah litoral dengan kisaran kedalaman 0 —32 meter dan sebagian kecil
hidup di laut dalam. Pada tingkat juvenile kepiting jarang kelihatan di daerah
bakau pada siang hari, kerena lebih suka membenamkan diri di lumpur, sehingga
kepiting ini juga disebut kepiting lumpur (Moosa dkk.,1985 Dalam Suryani,
20006).
2.7.Parameter Kualitas Air

Kualitas merupakan salah satu faktor yang berpengaruh terhadap kehidupan
dan keberadaan kepiting bakau. Beberapa faktor lingkungan yang berpengaruh
antara lain: salinitas, suhu, pH, oksigen terlarut, amoniak, dan nitrit.

a. Salinitas

Dalam hubungannya dengan salinitas, kepiting bakau termasuk organisme

akuatik euryhaline (mampu hidup pada kisaran salinitas yang lebar). Menurut
Chen dan Chia (1997) salinitas yang masih dapat ditolerir kepiting bakau yaitu 1
sampai 42ppt. Salinitas yang optimum bagi kepiting bakau dewasa berkisar 15 —

30ppt. Untuk larva kepiting bakau biasa dipelihara pada salinitas 28 — 30ppt.



b. Suhu

Suhu merupakan salah satu parameter kualitas air (faktor abiotik penting)
yang dapat mempengaruhi aktivitas, nafsu makan, kelangsungan hidup,
pertumbuhan, dan molting kepiting bakau. Ramelan (1994) mengemukakan
bahwa berdasarkan daur hidupnya kepiting bakau dalam menjalani aktivitas
kehidupannya diperkirakan melewati berbagai kondisi perairan. Pada saat
pertama kali kepiting ditetaskan, suhu air laut umumnya berkisar 25 — 27°C dan
secara gradual suhu air ke arah pantai akan semakin rendah. Kepiting muda yang
baru berganti kulit dari megalopa yang memasuki muara sungai dapat
mentoleransi suhu di atas 18°C. Suhu yang optimum untuk pertumbuhan kepiting
bakau berkisar 26 — 32°C. Suhu yang kurang atau lebih dari kisaran optimum
akan berpengaruh terhadap pertumbuhan kepiting, dan apabila terjadi perubahan
suhu secara mendadak akan dapat mengakibatkan stress pada kepiting hingga
dapat mengakibatkan kematian.

b. pH

Nilai pH penting untuk dipertimbangkan karena dapat mempengaruhi
proses dan kecepatan reaksi kimia di dalam air serta reaksi biokimia di dalam
tubuh kepiting bakau. Pada pH rendah dan tinggi terjadi peningkatan penggunaan
energi atau penurunan produksi energi dan penahanan/penekanan metabolisme
energi aerobik. Menurut Chen dan Chen (2003) kisaran pH yang aman untuk

media budidaya kepiting bakau berkisar antara 7,5 dan 8,5.
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d. Oksigen terlarut
Oksigen terlarut merupakan salah satu faktor lingkungan yang sangat
esensial mempengaruhi proses fisiologis kepiting bakau.  Secara umum,
kandungan oksigen terlarut rendah (< 3ppm) akan menyebabkan nafsu makan
organisme dan tingkat pemanfaatannya rendah, berpengaruh pada tingkah laku
dan proses fisiologis seperti tingkat kelangsungan hidup, pernafasan, sirkulasi,
makan, metabolisme, molting, dan pertumbuhan krustasea (Warner, 1977). Untuk
budidaya kepiting bakau agar pertumbuhannya baik maka kandungan oksigen
sebaiknya lebih besar dari 3ppm.
e. Amonia
Amonia merupakan senyawa produk utama dari limbah nitrogen dalam
perairan yang berasal dari organisme akuatik. Amonia bersifat toksik (racun)
sehingga dalam konsentrasi yang tinggi dapat meracuni organisme (Boyd, 1990).
Agar kepiting bakau dapat tumbuh dengan baik maka konsentrasi amonia dalam
media tidak lebih dari 0,1ppm.
f. Nitrit
Boyd (1990) mengemukakan bahwa kehadiran nitrit (NO;) di dalam air
merupakan hasil nitrifikasi amonia oleh bakteri Nitrozomonas dan Nitrobacter
pada denitrifikasi nitrat. Bagi kehidupan organisme perairan termasuk kepiting
secara langsung, nitrit ini merupakan salah satu jenis bahan yang bersifat toksik,
biasanya terbentuk pada budidaya intensif atau pada perairan yang tercemar.
Akumulasi nitrit dapat memperburuk kualitas air, menurunkan pertumbuhan,

meningkatkan konsumsi oksigen dan ekskresi amonia serta dapat meningkatkan
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mortalitas. Chen dan Chen (2003) menambahkan bahwa pada kadar tertentu, nitrit
dapat menghambat laju pertumbuhan kepiting bakau. Pada budidaya kepiting
bakau sebaiknya kadar nitrit tidak melebihi 0,5ppm.

2.8.Vibrio sp.

Lavilla dan Pena (2004) menyatakan bahwa infeksi bakteri menyerang di
semua stadia kepiting baik juvenile hingga kepiting dewasa Irianto (2005)
menjelaskan bahwa Vibrio sp. merupakan patogen primer dalam budidaya laut
dan payau. Menurut Tarwiyah (2001), Vibrio sp. juga merupakan patogen
sekunder, artinya Vibrio sp. menginfeksi setelah adanya serangan penyakit yang
lain misalnya protozoa atau penyakit lainnya. Selanjutnya Austindan Austin
(2007) menambahkan bahwa Vibrio harveyi merupakan agen utama penyebab
penyakit vibriosis atau bercahaya, menyerang organisme vertebrata dan
invertebrata laut pada area geografis yang luas. Bakteri tersebut merupakan
patogen pada udang penaeid yang dibudidayakan (Sunaryanto dan Maryam 1986;
Ashofa, 2014). V. harveyi sebagai patogen udang yang signiflkan di
beberapanegara tropik dapat menyebabkan mortalitas hingga 100% di hatchery
udang, termasuk di Indonesia pada udang windu, Penaeus monodon (Ashofa,
2014).

Penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri Vibrio atau disebut vibriosis
merupakan salah satu penyakit yang sering terjadi pada budidaya kepiting
bakau.Gejala klinis kepiting yang terinfeksi bakteri Vibrio spp. menunjukkan
adanya bintik hitam (black spot) atau bercak coklat pada karapas serta terjadinya

pengikisan dan melanisasi (pigmen coklat tua menjadi hitam) dibagian yang
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terinfeksi bakteri. Gejala klinis serupa juga dilaporkan oleh Sarjito et.al., (2010)
seperti insang membuka, kering, dan berwarna gelap, terdapat luka pada capit,
ventral, abdomen, dan karapas kepiting, terdapat bintik coklat, gerakan dan nafsu
makan kepiting melemah, sering naik ke permukaan air, dan menghasilkan buih-
buih (gelembung) udara pada perairan. Jenis-jenis bakteri tersebut.
2.9. Klasifikasi dan Morfologi Rhizophora stylosa

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua / dikotil)
Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Rhizophoraceae

Genus : Rhizophora

Spesies  : Rhizophora stylosa Griff.(Pratama,2014; Saru, 2013).

Pratama, (2014) menyatakan Rhizophora stylosa termasuk famili
Rhizophoraceae. Spesies ini dalam bahasa Indonesia disebut bakau merah, dalam
bahasa jawa disebut juga dengan “tanjang lanang”. Tumbuhan ini memiliki daun
berbentuk lonjong dan runcing pada ujungnya dan terdapat bintik-bintik hitam
pada bagian belakang daunnya, kulit batang berwarna keabuabuan, dan memiliki

bunga sebanyak 4 pasang.
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Gambar 4. Morfologi Rhizophora stylosa

a. Habitat dan Penyebaran

Rhizophora stylosa tumbuh pada habitat yang beragam di daerah pasang
surut: lumpur, pasir dan batu, menyukai pematang sungai pasang surut, tetapi juga
sebagai jenis pionir di lingkungan pesisir atau pada bagian daratan dari mangrove.
Satu jenis relung khas yang bisa ditempatinya adalah tepian mangrove pada
pulau/substrat karang. Menghasilkan bunga dan buah sepanjang tahun.
Kemungkinan diserbuki oleh angina zona agak ke darat pada pantai berlumpur di
daerah pasang surut umumnya didominasi oleh Rhizophora spp (Dahuri et.al.,

1996).

Penyebaran tanaman mangrove jenis Rhizophora spp ditemukan di Taiwan,
Malaysia, Filipina, sepanjang Indonesia, Papua New Guinea dan Australia Tropis.
Tercatat dari Jawa, Bali, Lombok, Sumatera, Sulawesi, Sumba, Sumbawa,

Maluku dan Irian Jaya (Dahuri et.al., 1996).
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b. Kandungan Bioaktif Buah Rhizophora stylosa

Pratama, (2014) melaporkan bahwa buah bakau memiliki beberapa senyawa
komponen bioaktif, yaitu flavonoid, saponin, tanin, dan triterpenoid.

Saifudin (2006) menjelaskan bahwa salah satu bahan aktif yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri adalah senyawa alkaloid.Senyawa tersebut
dapat menghambat sintesis protein sehingga bakteri tidak dapat bereplikasi yang
berujung pada kematian.Sedangkan senyawa tanin yang terdapat pada daun bakau
dapat mengkerutkan sel bakteri karena mengandung asam tanik yang dapat
menghambat pertumbuhan dari bakteri. Selain senyawa alkaloid dan tanin, juga
terdapat senyawa saponin dan fenol yang bersifat antiseptik. Senyawa tersebut
dapat mengobati luka akibat infeksi bakteri dengan cara merusak dan menembus

dinding sel bakteri (Amanda et.al., 2015).
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III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2017 — Januari 2018 di di
hatchery Instalasi Pembenihan Udang Windu Barru dan Laboratorium Balai Riset
Budidaya Air Payau Maros.
3.2. Alat dan Bahan

Erlen Meyer, freeze dryer, mikropipet, timbangan digital, toples, baskom,
selang aerase, blower, aerator, gelas ukur 100 ml, lampu, dan bahan yang
digunakan yaitu Rhizophora stylosa,artemia salina, metanol, larva kepiting bakau
Scylla serrata, tiosulfat, klorin, air laut steril, kertas label, tissue dan sabun cuci.
3.3.Pengumpulan Sampel

Buah mangrove Rhizophora stylosa diperoleh dipesisir pantai Kuri Caddi,
Maros Sulawesi Selatan. Identifikasi tanaman mangrove mengacu pada metode
(Kitamura et.al.,1997), sebanyak 500gr buah mangrove dalam keadaan segar
kemudian dikeringkan menggunakan oven pada temperatur kurang dari 40°C.
3.4. Ekstraksi Buah Mangrove

Ekstrak kasar tanaman mangrove di buat dengan menghaluskan bagian
tumbuhan kemudian direndam (maserasi) di dalam larutan metanol 80% selama 3
kali 24 jam ,Serbuk halus buah Rhizophora stylosa dengan kadar air 18,335%
seberat 100g dikemas dalam kertas saring dan kemudian diekstraksi pada suhu
kamar dengan merendam bahan tersebut menggunakan pelarut metanol dan
kloroform (rasio 1:2 v/v) dalam tabung Erlen Meyer (rasio pelarut dengan bahan

5:1, v/w), proses ini diulangi empat kali (Amanda et.al., 2015;Darminto et al.,
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2011 ). Maserat yang diperoleh dievaporasi dalam penguap putar (rotari
evaporator) pada temperatur 50°C dan dilanjutkan dengan pengeringan dalam
freeze dryer untuk mendapatkan bahan aktif crude hidrokuinon (dipastikan
dengan uji kualitatif menggunakan KOH 10% yang akan memberi warna coklat).
Hasil ekstrak yang kental selanjutnya ditimbang beratnya dan disimpan pada suhu
dingin sampai akan digunakan untuk pengujian dan untuk menghitung rendemen

ekstrak digunakan rumus :

% = %

Menurut Zainuddin (2010), Proses ekstraksi dilakukan secara berturut-turut
dimulai dari pelarut non polar sampai polar, yaitu dari n-heksana, kloroform, etil
asetat, metanol, metanol/air (1:1) dan air.
3.5.Hewan Uji

Hewan uji yang akan digunakan pada penelitian ini adalah larva kepiting
bakau (Scylla serrata Forskal) stadia zoea 4. Larva kepiting bakau tersebut ditebar
pada wadah yang telah disiapkan dengan kepadatan 10 ekor/wadah.
3.6.Wadah Penelitian

Wadah penelitian yang akan digunakan adalah toples berkapasitas 500 ml air
sebanyak 21 buah. Sebelum digunakan terlebih dahulu di sterelisasi. Wadah
penelitian dilengkapi dengan Aerasi (suplai oksigen).

3.7. Pakan Uji

Selama pemeliharaan hewan uji diberi pakan alami jenis nauplius Artemia

dengan dosis 3-5 ind./mL (stadia zoea 4). Pakan diberikan pada waktu pagi dan

sore hari disesuaikan dengan kebutuhan larva.
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3.8. Uji Toksisitas

Uji toksisitas merupakan uji hayati yang digunakan untuk menentukan tingkat
toksisitas dari suatu zat atau bahan pencemar. Suatu senyawa kimia bersifat racun
jika senyawa tersebut menimbulkan kematian. Parameter yang diamati untuk
mengetahui tingkat toksisitas ekstrak buah mangrove (R.stylosa) terhadap larva
kepiting bakau adalah nilai LCsy 24 jam. Nilai Lcsy diperoleh dari uji toksisitas
ekstrak metanol buah mangrove (Rhizophora stylosa) merujuk pada uji brine
shrimp lethality test (BSLT).

Untuk pengujian, hasil ekstrak (Rhizophora stylosa) kemudian dilarutkan
dalam pelarut 1% dimetil sulfoksida (DMSO) dan selanjutnya diteteskan ke dalam
vial yang mengandung air laut sampai mencapai konsentrasi kelipatan 10, dengan
7 perlakuan dan 3 kali ulangan, yaitu :

1. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 1000 ppm

2. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 100 ppm
3. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 10 ppm

4. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 1 ppm

5. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 0,1 ppm
6. Konsentrasi ekstrak R. stylosa 0,001 ppm
7. Perlakuan kontrol

Pengujian dilakukan dengan memasukkan 10 ekor larva kepiting bakau
(Scylla serrata Forskal) stadia zoea-4 ke dalam toples yang berisi 500 mL air laut
28 - 30 ppt. bercampur ekstrak dan dipelihara selama 24 jam. Setelah 24 jam,

larva yang mati dihitung dengan bantuan kaca pembesar. Persen mortalitas LCs
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dari ekstrak uji ditentukan dengan metode analisis probit manual maka dapat
diketahui nilai probit dengan mengkonversi nilai persen kematian larva pada tiap
konsentrasi ke nilai probit, sebagai kontrol adalah air laut tanpa pemberian

ekstrak.

= %

Setelah mendapatkan persentase kematian, nilai probit dari tiap kelompok
hewan wuji ditentukan melalui tabel probit. Metode analisis menggunakan
Microsoft Office Excel dengan membuat grafik persamaan garis lurus hubungan
antara nilai probit dengan log konsentrasi. Nilai LCsy dapat dihitung dengan
persamaan garis lurus tersebut dengan memasukkan nilai 5 (Probit 50% kematian
hewan uji) sebagai y segingga dihasilkan x sebagai log konsentrasi. Antilog nilai
x tersebut merupakan nilai LCsy,

3.9. Pemeliharaan Hewan Uji

Pembenihan kepiting bakau betina yang dipelihara ditempat pembesaran yaitu
jenis campuran Kalimantan - Barru dengan berat 300 gr, panjang 9,9 cm, dan
lebar karapas 14,4 cm. dari hasil perkawinan 1:1 Kepiting bakau awalnya telur
akan berserakan didasar bak yang dilapisi pasir namun beberapa saat kemudian
telur akan menempel kembali di endopodit. warna telur yang baru dipijahkan
berwarna kuningan keputihan (TKG I), dan seiring dengan perkembangan embrio,
maka warna telur menjadi kuning keemasan (TKG II), kemudian kuning telur
menjadi orange muda (TKG III), selanjutnya berubah menjadi cokelat (TKG IV)

dan yang terakhir adalah hitam (TKG V), telur berwarna hitam berarti sudah
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mendekati menetas. Perkebangan telur dari mulai memijah hingga menetas
apabila diinkubasi pada suhu 27-28°c, maka dibutuhkan waktu 10-11 hari.

Setelah menetasan larva kepiting bakau ditebar ke dalam bak
pemeliharaan dengan kepadatan 50-100 ind./L diberi aerasi. Larva diberi pakan
rotifer (Brachionus spp), dengan kepadatan 20-25 ind./mL yang diperkaya dengan
HUFA dosis 20 mg/L selama 1 jam. Setelah larva mencapai zoea-3 selain rotifer,
larva juga diberi pakan nauplius artemia kepadatan 3-4 ind/mL. Nauplius artemia
yang digunakan terlebih dahulu diperkaya dengan dosis 200 mg/L serta diperkaya
selama 5 jam. Selain itu pergantian air media pemeliharaan larva sebanyak 10%
dari total volume air pada waktu larva setelah mencapai stadia zoea-2 dan
meningkat menjadi 50% pada waktu larva telah mencapai stadia zoea-5.

Perkembangan larva pada stadia zoea-2 ke zoea-3 dan zoea-3 ke zoea-4
masing-masing berlangsung selama 3 hari, dari stadia zoea-4 ke zoea-5 dan zoea-
5 hingga mulai muncul megalopa masing-masing berlangsung selama 5 hari, dari
stadia zoea-1 sampai zoea-4 membutuhkan waktu selama 7-10 hari untuk

digunakan sebagai hewan uji.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

a. Uji Toksisitas

Untuk mencegah efek toksik dari ekstrak mangrove (rhizophora stylosa)
terhadap larva kepiting bakau (Scylla serrata Forskal), maka dilakukan uji
toksisitas menggunakan metode Brine Sshrimp lethality test (BSLT). metode ini
akan menentukan apakah ekstrak dapat diberikan kepada larva kepiting bakau
(Scylla serrata Forskal) sebagai antibiotik alami bersifat toksik atau tidak toksik
terhadap larva kepiting bakau (zoea-4).

Untuk menguji nilai toksisitas suatu bahan ekstrak pada tingkat uji LCs ,
berdasarkan analisis probit dilakukan uji toksisitas, dimana jika nilai toksisitasnya
< 1000 ppm berdasar analisa probit maka bersifat toksik (tidak direkomendasikan
untuk aplikasi /n Vivo) sebaliknya jika Hasil analisa probit pengujian toksisitas
ekstrak metanol buah mangrove bersifat tidak toksik jika LCsyp >1000 ppm

(direkomendasikan untuk aplikasi In Vivo , Zainuddin, 2009).

Ekstrak Rhizophora

-~— * <+ — ﬁ y=0,111x + 4,981

R?=0,9645
- Ket :

- 0=1ppm

- 1=10ppm

: , , . 2=100ppm
0 1 2 3 4 3=1000ppm
probit *= LCs

mortalitas (%)
O RPN WP UL ON
1

Gambar 5. Grafik analisa probit persentase kematian larva kepiting bakau setelah
diekspos selama 24 jam pada konsentrasi ekstrak mangrove
rhizophora stylosa.
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Berdasarkan hasil analisis probit grafik analisis probit dan data pada
(lampiran 4), terlihat bahwa hasil uji toksisitas ekstrak buah R.stylosa yang
dicobakan pada larva kepiting bakau (Scylla serrata) stadia Zoea 4 pada
konsentrasi 1000 — 1ppm, dengan hasil nilai perhitungan analisis probit 1,483
ppm bersifat toksik <1000 ppm berdasar pada (lampiran 5), sehingga tidak dapat
direkomendasikan untuk diaplikasikan secara In Vivo, namun disarankan
dimanfaatkan untuk peruntukan lain sebagai antibakteri, Pencegahan efek toksik
dari ekstrak (Rhizophora stylosa) terhadap larva kepiting perlu untuk dilakukan,
dengan tujuan untuk melihat Seberapa besar Toksisitas Ekstrak terhadap larva
kepiting bakau (Scylla serrata) sehinggga perlu dilakukan uji toksisitas dengan
menggunakan metode brine shrimp lethality test (BSLT).

Metode uji toksisitas BSLT untuk pencarian produk alam yang potensial
sebagai antibakteri dengan hewan uji larva kepiting dikatakan bersifat toksik jika
LCsp <1000 ppm. Semakin besar atau tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin
tinggi respon dan dampak yang ditimbulkan oleh hewan uji. Mortalitas dan
kelangsungan hidup dalam suatu periode waktu paparan merupakan efek spesifik
dalam uji toksisitas akut (Aras, 2013). Berdasarkan nilai Uji MIC dan MBC,
ekstrak buah R.stylosa memiliki kemampuan mematikan atau menghambat
pertumbuhan bakteri V. harveyi. Hal lain yang dapat dijelaskan berdasarkan hasil
pengamatan deskriptif uji toksisitas ekstrak buah R.stylosa adalah bahwa
meskipun dari hasil analisa probit ekstrak ini bersifat toksik (nilai toksisitas
<1000 ppm, subekti, 2014) namun terlihat adanya kecendrungan penurunan

persentase mortalitas larva kepiting bakau dengan adanya penurunan konsentrasi,
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hal ini terjadi karena semakin tinggi konsentrasi ekstrak semakin tinggi pula
tingkat toksisitasnya.

Dari hasil penelitian sebelumnya dapat dijelaskan bahwa meskipun ekstrak
buah rhizophora stylosa memiliki kemampuan menghambat bakteri v.harveyi
sebagaimana dikemukakan penelitian (Salma, 2017), hasil uji Minimum
Inhibation Concentration (MIC) atau konsentrasi minimal yang menghambat dari
ekstrak buah mangrove rhizophora stylosa menunjukkan bahwa MIC terendah
(daya hambat) diperlihatkan oleh konsentrasi 0,05 ppm dengan luas zona hambat
7,9 mm (lampiran 2), dan hasil uji Minimum Bactericidal Consentration (MBC)
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak buah rhizophora stylosa

populasi v.harveyi semakin rendah (lampiran 3).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Ekstrak buah Rhizopora stylosa mampu menghambat bakteri Vibrio harveyi
meskipun respon hambatnya sangat lemah (hasil uji MIC = 7,13 — 7,93 mm zona
hambat; nilai MBC = 1000 ppm), uji toksisitas menunjukkan ekstrak buah
Rhizopora stylosa bersifat toksik dengan nilai hasil perhitungan analisis probit
1,483 ppm(< 1000 ppm) sehingga tidak dapat digunakan pada uji In vivo, tetapi
dapat dikembangkan menjadi obat antibakteri.

5.2. Saran
Diharapkan dapat dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai Identifikasi dan

karakterisasi senyawa aktif antibacterial pada buah mangrove rhizophorra stylosa.
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Lampiran 1. Hasil Uji Minimun Inhibition Concentration (MIC)

Konsentrasi ekstrak (ppm) Luas zona hambatan (mm)
10000 7,23
1000 7,16
100 7,43
10 7,13
5 7,53
1 7,20
0,5 7,36
0,1 7,63
0,05 7,93
0,01 7,46
KN 0
KA 18,16

Lampiran 2. Hasil Uji Minimun Bactericidal Consentration (MBC)

Pertumbuhan Populasi Bakteri
Konsentrasi ekstrak (ppm) Bakteri x10" cfu/ml

10000 - 0

1000 - 0

100 + 8,303
10 + 7,950
1 + 4,013
0,1 + 3,390
KN + 39,8
KP - 0

Lampiran 3. Tingkat aktifitas anti bakteri berdasarkan diameter zona hambat

Diameter zona hambat (mm) Aktivitas anti bakteri
>20 Sangat tinggi
15<20 Tinggi
10<15 Sedang
6<10 rendah
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Lampiran 4. Data uji toksisitas ekstrak buah mangrove rhizophora stylosa

a. Perlakuan Konsentrasi

Ekstrak Rhizophora stylosa 24 jam

Konsentrasi| Log | Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | % o :
No . .| Probit
(ppm) Kons [ Mati [Hidup| Mati [Hidup| Mati [Hidup| Mati |Terkoreksi
1 1000 3 6 4 6 4 7 3 [633] 633 5,34
2 100 2 5 5 7 3 5 5 156,6| 56,6 5,17
3 10 1 5 5 6 4 5 5 1533| 533 5,08
4 1 0 6 4 4 6 5 5 150 50 5,00
b. Perlakuan Kontrol
No Konsentrasi | Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan3 | % % Probit
(ppm) Mati |Hidup Mati|Hidup| Mati |Hidup | Mati | Terkoreksi
1 Air Laut 0 10 10| 10 0 10 0 0 -

c. Hasil Perhitungan LCsy 24 jam Ekstrak metanol rhizophora stylosa
terhadap larva kepiting bakau Scylla serrata Menurut Metode Grafik Probit
Log Konsentrasi.

No Ekstrak Persamaan Garis LCsy 24 jam
1 Metanol y=0.111x + 4981 R=0.9645 <1000 pg/ml

Perhitungan LC 50 Ekstrak (Probit 50 % =5; Y=15)
- Ekstrak Metanol
Persamaan garisnya : y =0.111x + 4,981
5-4.981
Untuk log LCsy 24 jam y= 5, maka x = ——— =0,17117

0.111
LCso 24 jam = antilog 0,17117

= 1,483 pg/ml
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d. Tabel Nilai Probit

Probit
Prosentase | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 12,67 | 295 | 3,12 | 3,25 | 3,36 | 3,45 | 3,52 | 3,59 | 3,66
10 3,72 3,77 | 3,82 | 3,87 | 3,92 | 3,95 | 4,01 | 4,05 | 4,08 | 4,12
20 4,17| 4,19 | 423 | 426 | 429 | 4,33 | 436 | 4,39 (4,42 | 445
30 448 4,50 | 4,53 | 4,56 | 4,59 | 4,61 | 4,64 | 4,67 |4,69 | 4,72
40 475 4,777 | 4,80 | 4,82 | 485 | 487 | 49 | 492 (495 | 497
50 5,00 5,03 | 505 | 5,08 | 510 | 5,13 | 5,15 | 5,18 | 5,20 | 5,23
60 5,25 528 | 531 | 533 | 5,36 | 5,39 | 541 | 5,44 | 547 | 5,50
70 5,52| 5,55 | 5,58 | 5,61 | 5,64 | 5,67 | 5,71 | 5,74 | 5,77 | 5,81
80 5,84 588 | 592 | 595 | 5,99 | 6,04 | 6,08 | 6,13 | 6,18 | 6,23
90 6,28 6,34 | 6,41 | 6,48 | 6,55 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33
99 0,0 | 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 { 0,8 | 09
7,33 7,37 | 741 | 746 | 7,51 | 7,58 | 7,66 | 7,75 | 7,88 | 8,09

Lampiran 5. Standar toksisitas berdasarkan LCso

Kategori Nilai LCso (ug/ml)
Sangat toksik <30
Toksik 30-1000
Tidak toksik >1000

Sumber : Wagner dkk (1993) dalam Rossiana (2006)
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Lampiran 4. Dokumentasi

Setelah pengeringan Penghalusan buah
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Media uji toksisitas Melarutkan ekstrak ke media

Pengamatan hewan uji
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