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ABSTRAK

Daun tuba laut (Derris trifoliata Lour.) banyak digunakan masyarakat pesisir pantai utara
pulau Jawa sebagai tanaman herbal bermanfaat. Hal ini menarik perhatian banyak peneliti
untuk menelaah kandungan senyawa dan aktivitas farmakologi yang dimiliki daun tersebut.
Daun tuba laut memiliki aktivitas antibakteri terhadap 25 jenis bakteri patogen. Namun
kajian aktvitasnya terhadap bakteri resisten yang salah satunya adalah Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC BAA-44 belum dilakukan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak metanol dan tiga jenis fraksi (air, etil asetat, n-
heksan) dari daun tuba laut terhadap MRSA. Ekstraksi dilakukan melalui proses maserasi
dan dilanjutkan dengan fraksinasi bertingkat. Skrining aktivitas antibakteri diawali
menggunakan metode difusi padat untuk mengamati adanya diameter hambat. Penentuan
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dilakukan
melalui metode dilusi padat. Ekstrak metanol daun tuba laut menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri pada kosentrasi 50% (b/v). Sedangkan hasil skrining aktivitas antibakteri pada
sampel fraksi teramati adanya zona inhibisi pada fraksi etil asetat dan tidak teramati pada
fraksi air ataupun n-heksana. Nilai KHM dan KBM fraksi etil asetat daun tuba laut secara
berturut-turut diperoleh sebesar 10 mg/ml dan 15 mg/ml yang menunjukkan potensi aktivitas
antibakteri yang baik.

Kata kunci : aktivitas antibakteri; daun tuba laut; MRSA

ABSTRACT
Derris trifoliata Lour leaves are used widely in north Java as traditional medicine. This has
attracted researchers to determine its active compound and pharmacology activity. D.
trifoliata Lour leaves had antibacterial activity against 25 pathogenic bacteria species.
However, its activity against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
BAA-44 has never been examined. The aim of this study is to determine the antibacterial
activity of D. trifoliata Lour leaves methanol extract and aqueous, n-hexane, and ethyl
acetate fractions against the growth of MRSA ATCC BAA-44. Extraction was conducted by
maceration and followed by liquid-liquid extraction to get three different polarity of D.
trifoliata Lour leaves fractions. Antibacterial activity screening was started using disk
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diffusion. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) was discovered using solid dilution method. Methanol extract of D.
trifoliata Lour leaves shows antibacterial activity at 50% (b/v). Among the three fractions
used in this study, only the ethyl acetate fraction shows activity against MRSA. The MIC and
MBC of ethyl acetate fraction of D. trifoliata Lour leaves are 10 mg/mL and 15 mg/mL
respectively. This result exhibits the good antibacterial activity of ethyl acetate fraction of D.
trifoliata Lour leaves.

Keywords: antibacterial activity; D. trifoliata Lour leaves; MRSA

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara dengan predikat multi drug resistant tertinggi di dunia
dengan menduduki peringkat ke 8 dari 27 negara (Nurhasanah dan Gultom, 2020). Penyakit
infeksi yang disebabkan oleh bakteri MDR merupakan beban penting secara global. Multi
Drug Resistant (MDR) selama berabad-abad menjadi salah satu penyebab utama kematian,
kecacatan, dan merupakan tantangan yang semakin besar terhadap keamanan kesehatan dan
kemajuan manusia, terutama di negara-negara berkembang (Okwu et al., 2019). Salah satu
patogen resisten yang menyebabkan MDR adalah bakteri Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Bakteri ini tergolong ke dalam patogen nosokomial yang
dapat menyebabkan penyakit infeksi kulit dan jaringan lunak, seperti impetigo, endokarditis,
bahkan sepsis (Fareza et al., 2019).

MRSA merupakan strain Staphylococcus aureus yang resisten terhadap banyak
antibiotik. Panel ATCC mencantumkan 7 (tujuh) strain S. aureus yang termasuk ke dalam
MRSA, salah satunya adalah Staphylococcus aureus subsp. ureus Rosenbach BAA-44
(Vestergaard et al., 2019). Strain bakteri ini diketahui resisten terhadap antibiotik azitromisin,
siprofloksasin, klindamisin, doksisiklin, eritromsin, gentamisin, sefoksitin, penisilin,
rifampin, dan tetrasiklin (Song et al., 2020; Lade H., et al., 2022). Studi yang dilakukan di
RSUD Dr. Saiful Anwar Malang pada tahun 2010-2014 dilaporkan proporsi MRSA sebesar
38,2%, sedangkan pada tahun 2014 dilaporkan bahwa proporsi MRSA pada pasien infeksi
kulit dan jaringan lunak di ruang rawat inap Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo sebesar 47%
(Nurhasanah & Gultom, 2020). Resistensi MRSA terhadap berbagai jenis antibiotik
menimbulkan masalah kesehatan serius yang perlu segera diatasi karena dapat meningkatkan
lama perawatan, biaya pengobatan, hingga angka kematian. Hal tersebut mendorong
pentingnya mengeksplorasi sumber obat-obatan antimikroba lain dari bahan alam (Okwu et
al., 2019).

Salah satu tumbuhan yang digunakan sebagai pengobatan tradisional dan memiliki
banyak aktivitas farmakologis adalah Derris trifoliata Lour atau dikenal sebagai tuba laut.
Tanaman ini termasuk ke dalam famili Fabaceae dan menjadi tanaman yang umum
digunakan masyarakat pesisir pantai sebagai obat tradisional (Widodo, 2019). Penelitian
sebelumnya telah melaporkan sifat sitotoksik, analgesik, antidiare, antimalaria, larvasida,
antimikroba, dan antioksidan dalam ekstrak jaringan D. trifoliata Lour (Simlai et al., 2017).
Kandungan senyawa tuba laut (Derris trifoliata L) kaya akan berbagai macam metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tannin, terpenoid dan saponin yang telah diuji secara in
vitro memiliki sifat antibakteri (Sugannya, 2014). Aktivitas antibakteri pada daun tuba laut
telah dilakukan terhadap 25 bakteri patogen termasuk diantaranya Staphylococcus aureus
(Khan et al., 2006). Penelitian oleh Khan et al., 2006 tersebut menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri yang signifikan pada fraksi petrol dan etil asetat daun tuba laut. Dari hasil
penelitian tersebut fraksi daun tuba laut memiliki potensi yang sangat besar untuk diteliti
lebih lanjut terkait aktivitasnya pada bakteri resisten, salah satunya MRSA, penyebab infeksi
nosokomial yang kini banyak terjadi di rumah sakit. Hal ini yang menjadi dasar penetapan
penelitian aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi daun tuba laut terhadap bakteri MRSA
ATCC BAA-44.
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METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf (GEA), inkubator (Memmert),
jangka sorong, laminar air flow, mikropipet (D’Lab), rotary evaporator (BUCHI), shaker,
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), dan timbangan analitik (OHAUS). Sedangkan bahan
yang digunakan antara lain bakteri Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach BAA-44
yang berasal dari koleksi bakteri Fakultas Farmasi Universitas Padjajaran, daun tuba laut (D.
trifoliata Lour) yang berasal dari pantai di Desa Eretan Kabupaten Indramayu dan telah
dilakukan determinasi oleh Sekolah Ilmu dan Teknologi Hayati ITB dengan nomor surat
2456/1T1.C11.2/TA.00/2022, etanol 70% (Bratachem), etanol 96% (Bratachem), etil asetat
(Fulltime), n-heksan (Smartlab), aquadest (Smartlab), methanol (Smartlab), kloramfenikol,
media Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck), Nutrient Agar (Himedia), Nutrient Broth
(Oxoid), NaCl (Merck), Dimethylsulfoxide (DMSQ), dan paper disk (Macherey-Nagel).

Prosedur Penelitian
1. Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Tuba Laut (Derris trifoliata Lour)

Pembuatan ekstrak dalam penelitian ini menggunakan metode maserasi dengan
pelarut yang digunakan adalah metanol. Proses maserasi dilakukan selama 7 hari pada
suhu kamar dengan sesekali diaduk dan dikocok. Kemudian maserat disaring sehingga
terpisah antara filtrat dengan residunya. Filtrat yang didapat dipekatkan menggunakan
rotary evaporator pada suhu rendah (39°C) sampai menjadi ekstrak kental. Ekstrak
kental yang diperoleh kemudian difraksinasi menggunakan metode ekstraksi cair-cair.
Ekstrak ditriturasi dengan metanol 90%. Larutan yang telah disiapkan kemudian
difraksinasi berturut-turut menggunakan pelarut dengan peningkatan polaritas, yaitu
heksana, etil asetat, dan air (Suganya dan Thangaraj, 2014).

2. Pengujian Daya Hambat Ekstrak dan Fraksi Daun Tuba Laut Terhadap
Pertumbuhan MRSA
Pengujian daya hambat ekstrak dan fraksi terhadap pertumbuhan bakteri MRSA
dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan kertas cakram (Kirby Bauer).
Tahapan awal yang dilakukan yaitu ekstrak etanol dan fraksi daun tuba laut dilarutkan
dalam volume tertentu DMSO 10% sehingga diperoleh konsentrasi sebesar 10% (b/v),
30% (b/v), 50% (b/v), dan 80% (b/v). Bakteri MRSA ATCC BAA-44 yang setara
dengan 0,5 MacFarland (1-2 x 10® CFU/mL) ditebarkan di atas media padat MHA
dengan menggunakan alat cotton swab steril. Cakram kertas yang telah berisi ekstrak
ditempatkan di atas permukaan media, kemudian di inkubasi pada suhu 37°+ 2°C selama
18-20 jam. Setelah itu, dilakukan pengamatan dan pengukuran diameter zona hambat
menggunakan jangka sorong.

3. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM)

Determinasi nilai KHM dan KBM dilakukan melalui metode dilusi padat. Ekstrak
etanol dan fraksi daun tuba laut diencerkan menggunakan pelarut DMSO 10% dengan
konsentrasi sebesar 7-20 mg/mL. Pada pengujian KHM, setiap cawan petri berisi media
MHA, ekstrak atau fraksi yang diujikan, dan suspensi bakteri MRSA sebanyak 5x10°
CFU/mL. Cawan petri diinkubasi di suhu 35°+ 2°C selama 16-20 jam kemudian sampel
dengan nilai KHM dilakukan subkultur ke media MHA dan diinkubasi kembali di suhu
35°+ 2°C selama 16-20 jam untuk menetapkan nilai KBM. Jumlah koloni yang tumbuh
pada setiap plat agar dihitung untuk menentukan nilai KHM dan KBM. (CLSI, 2020).
Nilai KHM dan KBM yang diperoleh diolah secara statistik deskriptif menggunakan
Microsoft Excel.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Daun tuba laut dapat banyak ditemukan di pulau Jawa, Bali, Sumatra, Kalimantan,
Sulawesi, Maluku, dan Papua. Masyarakat Indonesia mengenal Derris trifoliata Lour.
dengan berbagai nama yakni Ketower, Ambung, Kambingan, Tuwa areuy, Ki areuy,
Tongeret, Gadel, Kamulut, Toweran, Tuba abal, atau Tuba laut. Daun tuba laut memiliki
daun majemuk dengan anak daun tiga hingga tujuh helai, permukaan atas berwarna hijau
mengkilat, dan bagian bawah abu-abu hijau. (Kusmana et al., 2013). Daun tuba laut yang
telah dikeringkan dan kemudian diekstraksi menghasilkan rendemen ekstrak metanol sebesar
19,22%. Daun tuba laut yang telah diekstrasi dan difraksinasi memiliki karakteristik
organoleptik yang berbeda dari segi warna dan bau sesuai yang tercantum pada Tabel I.
Warna pada ekstak dan fraksi didominasi oleh warna cokelat, kecuali pada fraski etil asetat
yang berwarna hijau kecoklatan pekat.

Tabel I. Karakteristik Ekstrak dan Fraksi Daun Tuba Laut

Daun Tuba Laut (Derris

trifoliata Lour.) Viskositas Warna Bau Rasa
Ekstrak Kental Coklat kehitaman AT“'S sep_ertl Pahit
ikan asin

Hijau kecokelatan

Fraksi Etil Asetat Kental Sedikit amis Pahit

Pekat
Fraksi N-Hexane Kental Cokelat Sedikit amis Pahit
Fraksi Aqueous Kental Cokelat Sedikit amis Pahit

Hasil skrining fitokimia ekstrak metanol daun tuba laut menunjukkan adanya golongan
senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid, tanin, triterpenoid, dan saponin. Keempat
golongan metabolit sekunder tersebut terdistribusi pada fraksi yang berbeda setelah
mengalami proses fraksinasi. Pada fraksi n-heksana dapat diidentifikasi keberadaan tanin,
sedangkan fraksi air tidak menunjukkan adanya metabolit sekunder. Tanin yang terdeteksi
pada fraksi n-heksana merupakan tanin terkondensasi yang bersifat non polar sehingga dapat
tertarik dalam pelarut n-heksana (Hastuti et al., 2018; Sudiarti et al., 2018). Tiga jenis
metabolit sekunder lainnya yaitu flavonoid, saponin, dan terpenoid terdistribusi pada fraksi
etil asetat. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Khan et al. (2006) menunjukkan
keberadaan lebih banyak metabolit sekunder pada fraksi etil asetat yaitu alkaloid, flavonoid,
sterol, tanin, dan triterpenoid. Perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder dapat
terjadi karena sumber asal daun tuba laut yang digunakan dalam penelitian berbeda.
Lingkungan perumbuhan tanaman menjadi faktor utama yang mempengaruhi keragaman
kandungan senyawa karena adanya perbedaan cuaca, kandungan unsur hara di dalam tanah,
dan ketinggian (Rostinawati et al., 2018). Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak dan
fraksi daun tuba laut dapat dilihat pada Tabel II.
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Tabel I1. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak dan Fraksi Daun Tuba Laut
Fraksi
Perubahan Ekstrak
N - Hexane Air Etil Asetat
5 Plerulgahan w_arg_a (+) ) ) (+)
S | larutan menjadi
g warna merah Terbentuk Larutan hijau Lar.Utan
> ! ' hijau Larutan
® kuning atau warna cokelat muda serbuk muda kuning muda
L jingga kemerahan serbuk hijau tua keruh
= bentuk buif +) ) ) (+)
S | Terbentuk bui ;
<1 _ Tidak terbentuk . 193K Terbentuk
© Terbentuk buih . terbentuk .
n buih buih buih
+) +) ) )
Terbentuknya Larutan
= | warna cokelat Terbentuk berwarna
S | kehijauan atau cokelat cokelat Larutan Larutan
(o biru kehitaman kehiiauan nvaris transparent berwarna berwarna
k{a hitama{1 dengan serbuk hijau cokelat
kehijauan
mengapung
= | Terbentuknya *) ) ~ () (+)
'S warna Larutan hijau Larutan
é kecokelatan antar  Terbentuknya transparent Larutan coklat muda
= permukaan. warna kecokela-  dengan serbuk Hijau transparent
= tan kehijauan gelap endapan
mengapung cokelat

Hasil pengujian daya hambat ekstrak metanol dan fraksi (air, etil asetat, dan n-heksana)
tercantum pada Tabel Ill. Pada pengujian ini digunakan antibiotik kloramfenikol dengan
konsentrasi 1 mg/mL sebagai antibiotik pembanding yang diketahui merupakan antibiotik
yang sensitif terhadap MRSA ATCC BAA-44. Pengujian daya hambat menunjukkan adanya
penghambatan pertumbuhan bakteri MRSA ATCC BAA-44 pada ekstrak metanol daun tuba
laut konsentrasi 50% (b/v) dan 80% (b/v) dengan nilai diameter hambat sebesar 5,7 mm dan
5,8 mm. Sedangkan dari ketiga fraksi (air, etil asetat, dan n-heksan) aktivitas antibakteri
hanya teramati pada fraksi etil asetat pada konsentrasi 10% (b/v), 30% (b/v), 50% (b/v), dan
80% (b/v). Diameter hambat pada fraksi etil asetat diperoleh sebesar 6,0 mm dan 7,0 mm.
Hasil uji aktivitas antibakteri esktrak dan fraksi daun tuba laut terhadap MRSA menunjukkan
kekuatan daya hambat kategori sedang (Surjowardojo et al., 2015).
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Tabel I11. Hasil Uji Daya Hambat Ekstrak Metanol dan Fraksi Daun Tuba Laut
Terhadap Pertumbuhan MRSA ATCC BAA-44

Daya Hambat (mm)
(K) 1 2 3 4
Ekstrak Metanol 22 0 0 57 58
Fraksi Etil Asetat 22 6,0 60 7,0 7,0
Fraksi Air 22 0 0 0 0
Fraksi N-Heksana 22 0 0 0 0

Sampel Uji

Keterangan :

(K) : Kloramfenikol

1 : Konsentrasi 10% (b/v)
2: : Konsentrasi 30% (b/v)
3 . Konsentrasi 50% (b/v)
4 . Konsentrasi 80% (b/v)

Diameter hambat pada fraksi etil asetat mengalami peningkatan dibandingkan ekstrak
metanol daun tuba laut. Hal ini menunjukkan bahwa flavonoid, saponin, dan triterpenoid
yang terdapat dalam fraksi etil asetat mampu menghambat pertumbuhan bakteri MRSA
ATCC BAA-44. Flavonoid dalam daun tuba laut merupakan senyawa fenol yang dapat
berikatan dengan PBP2a (Alhadrami et al., 2020). PBP2a adalah Penicillin Binding Protein
yang dihasilkan Staphylococcus aureus. Apabila Penicillin Binding Protein (PBP2a)
memiliki afinitas rendah terhadap antibiotik golongan [-laktam, PBP2a tidak dapat
berikatan dengan antibiotik golongan [-laktam sehingga biosintesis peptidoglikan tetap
berjalan karena ekspresi protein PBP2a terus terjadi dan menimbulkan resistensi MRSA
(Kemalaputri et al., 2017). Adanya aktivitas antibakteri yang tinggi dari flavonoid juga
teramati pada penelitian yang dilakukan Simlai et.al (2017) pada sampel ekstrak metanol
batang tuba laut. Flavonoid pada berbagai bagian D. trifoliata Lour telah banyak diisolasi
diantaranya rotenone, deguelin, dehydrodeguelin, dehydrorotenone, 12a-hydroxy rotenone,
tephrosin, 12-a,8 hydroxyrot-2'-enonic acid, kaempferol-3-O-a-l-rhamnopyranosyl-(1—6)-
B-D-glucopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranoside, spirol13-homo-13-oxaelliptone, daidzein,
7a-O-methylelliptonol, tachioside, dan lupinifolin (Cyril et al. 2019).

Terpenoid memiliki mekanisme kerja antibiotik yang berbeda yakni dengan merusak
porin dengan membentuk ikatan polimer yang kuat. Hal ini menyebabkan permeabilitas
dinding sel bakteri berkurang dan dapat menyebabkan sel bakteri kekurangan nutrisi
sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Wulaisfan et al., 2019). Metabolit
sekunder lain yaitu saponin bekerja sebagai antibakteri dengan cara membuat kebocoran
protein dan enzim dari dalam sel dan kemudian menyebabkan sel bakteri lisis (\Wulansari et
al., 2020). Kloramfenikol menjadi antibiotik pembanding yang mampu menghambat
pertumbuhan MRSA. Kloramfenikol bekerja dengan menghambat sintesis protein dengan
mengikat subunit 50S ribosom. Kloramfenikol mengikat pusat peptidyl-transferase dan
mencegah terbentuknya ikatan peptide pada situs A dan P ribosom. (Syroegin, et al., 2022;
Vestergaard, et al., 2019).
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Tabel 1V. Hasil Pengujian KHM dan KBM Ekstrak Metanol Daun Tuba Laut
Terhadap MRSA

 Erstrak I Hasil (CFU)
A Y
1 2 Rata-rata 1 2 Rata-rata
15 0 0 93 81 87
14 3 7 5 + + +
13 5 6 + + +
12 8 12 10 + + +
11 35 23 29 + + +
10 44 56 50 + + +
Kontrol Positif + +

Kontrol Negatif - -

Hasil pengujian KHM dan KBM ekstrak metanol daun tuba laut tercantum pada Tabel
IV dan Gambar 1. Nilai KHM ekstrak metanol daun tuba laut diperoleh sebesar 15 mg/mL,
sedangkan nilai KBM tidak dapat ditentukan karena terdapat pertumbuhan bakteri dari hasil
subkultur sampel yang menunjukkan nilai KHM. Pada sampel fraksi etil asetat daun tuba
laut, nilai KHM dan KBM diperoleh berturut-turut sebesar 10 mg/mL dan 15 mg/mL sesuai
yang tercantum dalam Tabel VV dan Gambar 1. Nilai ini menunjukkan aktivitas antibakteri
yang baik karena memiliki nilai KHM kurang dari 100 mg/mL (Rostinawati et al., 2018).
Nilai KHM fraksi etil asetat yang lebih rendah dibandingkan ekstrak metanol menunjukkan
adanya senyawa aktif yang lebih spesifik dengan jumlah yang lebih besar pada sampel fraksi
etil asetat. Hasil ini dapat mengarahkan penelitian berikutnya untuk meneliti lebih lanjut
potensi senyawa falvonoid, saponin, dan triterpenoid yang terkandung di dalam daun tuba
laut sebagai kandidat antibakteri terhadap MRSA.

Tabel V. Hasil Pengujian KHM dan KBM Fraksi Etil Asetat Daun Tuba Laut
Terhadap MRSA

_ o Hasil (CFU)
e ok o™
1 2 Rata-rata 1 2 Rata-rata
20 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 5 9 7
Kontrol Positif + +

Kontrol Negatif - -
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F10(A) F10(B) Kontrol (+) Kontrol (-

Gambar 1. Hasil pengujian KHM (A) dan KBM (B) pada berbagai konsentrasi ekstrak
etanol (E) dan fraksi etil asetat (F) daun tuba laut. Angka menunjukkan konsentrasi dalam
satuan mg/mL.

E15(A): hasil uji KHM pada sampel ekstrak etanol dengan konsentrasi 15 mg/mL.
E15(B): hasil uji KBM pada sampel ekstrak etanol dengan konsentrasi 15 mg/mL.
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KESIMPULAN

Ekstrak metanol dan fraksi etil asetat dari daun tuba laut (Derris trifoliata Lour)
memiliki daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri MRSA dengan kategori sedang. Nilai
KHM ekstrak metanol daun tuba laut terhadap MRSA diperoleh sebesar 15 mg/mL
sedangkan nilai KBM tidak dapat ditentukan. Nilai KHM dan KBM fraksi etil asetat daun
tuba laut secara berturut-turut adalah 10 mg/mL dan 15 mg/mL. Hasil ini menunjukkan
fraksi etil asetat daun tuba laut berpotensi menghambat dan membunuh bakteri MRSA dan
diperlukan penelitian lebih lanjut pada fraksi etil asetat daun tuba laut untuk mengetahui
senyawa aktif yang berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri MRSA.
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