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UJ1 Brine-shrimp DAN PENGARUH EKSTRAK METANOL DAUN TUMBUHAN
PRADEP (Psychotliria stipulacea Wall (Familia: Rubiaceae)) TERHADAP MIKROBA

Oleh:
Dwi Suryanto', Tata Bintara Kelana’, Erman Munir', dan Nona Nani
'Departemen Biologi, FMIPA USU. Jin. Bioteknologi No. 1, Kampus USU, Medan 20155.
?K opertis Wilayah | Dpk. UMA. JIn. Kolam No. 1, Medan 20233.

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian uji ekstrak metanol daun tumbuhan pradep Psvchotria stipulacea Wall
terhadap brine-shrimp (Artemia salina) untuk mengetahui LCs, dan pengaruh ekstrak terhadap mikroba.
seperti bakteri gram negatif Escherichia coli dan Serratia marcescens. bakteri gram positif
Staphylococcus aureus dan Bacillus sp.. dan jamur Candida albicans. Untuk mengetahui kandungan
senyawa dalam daun dilakukan uji pendahuluan fitokimia. Uji pendahuluan fitokimia menunjukkan
bahwa daun pradep mengandung alkaloida dan fenolik. tetapi tidak mengandung flavonoida, saponin. dan
kumarin. Hasil uji terhadap brine-shrimp menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun pradep memiliki
LCsq sebesar 975,24 pg/ml. Hasil uji pengaruh ekstrak terhadap mikroba uji menunjukkan bahwa ekstrak
lebih mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram negatif Serratia marescens dan gram positif
Staphylococcus aureus dibandingkan dengan gram negatif Escherichia coli, gram positif Bacillus sp., dan
jamur Candida albicans. Secara umum, penghambatan pertumbuhan bakteri mulai terjadi pada
konsentrasi 1%. Konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan jamur lebih tinggi
dibandingkan konsentrasi untuk menghambat pertumbuhan bakteri, yaitu 15%.

Kata kunci: Psychotria stipulacea, ekstrak daun, uji aktivitas dan toksisitas.
Pendahuluan

Dua sistem pengobatan yang berbeda, yakni pengobatan modern dan tradisional, merupakan
kebutuhan masyarakat baik di kota maupun di desa. Pengobatan tradisional masih tetap
digunakan oleh sebahagian masyarakat menunjukkan bahwa budaya-budaya leluhur masih
tetap terpelihara. Pengobatan tradisional bagi masyarakat di desa merupakan alternatif pertama.
Pengobatan modern digunakan sebagai alternatif kedua apabila pengobatan tradisional tidak
berhasil menyembuhkan penyakit. Sebaliknya masyarakat perkotaan menjadikan pengobatan
modern sebagai alternatif pertama dan pengobatan tradisional sebagai alternatif kedua
(Siodjang, ef al., 1993).

Pengobatan alternatif sekarang banyak digunakan untuk mengendalikan berbagai jenis
penyakit. Salah satunya berupa penggunaan ekstrak alami tumbuhan (Jaiswal, et al., 1994).
Penggunaan ekstrak tumbuhan telah berlangsung selama ribuan tahun terutama di desa untuk
mengatasi masalah kesehatan sehari-hari (Sardjono, 1989). Agar peranan obat tradisional,
khususnya tumbuhan berkhasiat obat dalam pelayanan kesehatan dapat ditingkatkan, perlu
didorong upaya pengenalan, penelitian, pengujian, dan pengembangan khasiat dan keamanan
suatu tumbuhan (Hembing, er al., 1993).

Perbedaan asal tumbuhan dan cara pembuatan ramuan mengakibatkan perbedaan jumlah
kandungan obat. Hal ini menyebabkan efektivitas khusus ramuan berbeda-beda, oleh karena itu
perlu dilakukan isolasi zat-zat aktif yang ada dalam ekstrak atau rebusan obat tersebut sehingga
diperoleh zat kimianya (Widodo. 2004). Senyawa kimia yang bermanfaat obat dari tumbuhan
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merupakan hasii dari metabolit sekunder. yaitu hasil samping proses metabolisme, seperti
alkaloida, steroida/terpenoida, flavonoida, fenolik, kumarin, kuinon, lignin, dan glikosida.
Fungsi metabolit sekunder pada organisme sangat bervariasi, antara lain sebagai pelindung atau
-pertahanan diri terhadap serangan dan gangguan yang ada di sekitarnya, dan sebagai
antibiotika (Tamin dan Arbain, 1995).

Metabolit sekunder bila dibanding dengan metabolit primer penyebarannya lebih terbatas dan
terdapat terutama pada tumbuhan dan mikroba serta memiliki karakteristik untuk setiap genus,
spesies, atau strain tertentu. Metabolit sekunder dibentuk melalui jalur khusus di luar jalur
metabolit primer. Metabolit sekunder tidak bersifat esensial untuk kehidupan, meski penting
bagi organisme yang menghasilkannya. Namun demikian, sebagian besar peran dan
kepentingannya masih belum diketahui dengan jelas (Herbert, 1981).

Penggunaan tumbuhan obat di Indonesia masih berdasarkan kebiasaan yang turun temurun,
belum didasari penelitian farmakologi dan percobaan kiinik (Sardjono, 1989). Masyarakat yang
tinggal di sekitar kawasan Hutan Tangkahan Taman Nasional Gunung Leuser Kabupaten
Langkat, Sumatera Utara yang banyak didominasi oleh suku Karo, telah mengenal dan
sekaligus memanfaatkan beberapa jenis tumbuhan yang berpotensi sebagai obat. Tumbuhan
tersebut antara lain Psycothria stipulacea Wall (Familia: Rubiaceae) yang dikenal dengan
nama daerah daun pradep dimanfaatkan sebagai obat sariawan dan obat sakit pinggang
(Mumpuni, 2004).

Pengujian ekstrak tumbuhan tersebut sebagai obat belum diujikan secara ilmiah, misalnya
dengan melihat pengaruhnya terhadap brine-shrimp (Artemia salina), bakteri, dan jamur. Oleh
karenanya perlu dilakukan upaya penelitian dan pengujian lebih lanjut melalui uji toksisitas
dengan brine-shrimp (A. salina), dan secara mikrobiologis terhadap beberapa jenis bakteri dan
jamur penyebab penyakit untuk membuktikan tumbuhan tersebut benar berpotensi sebagai
obat.

Bahan dan Metode
Pengambilan sampel tumbuhan

Sampel tumbuhan berupa daun yang digunakan untuk penelitian ini berasal dari spesies
Psychotria stipulacea yang dikoleksi dari hutan Taman Nasional Gunung Leuser (TNGL)
Tangkahan Kabupaten Langkat Sumatera Utara Medan. Sampel daun segar dibawa ke
laboratorium. Perendaman dilakukan sebelum daun diproses lebih lanjut agar sampel daun
tetap segar.

Pengeringan sampel tumbuhan

Daun diletakkan masing-masing pada tempat yang telah disediakan. Satu persatu daun-daun
tersebut dicuci bersih (daun-daun yang rusak atau busuk tidak ikut dipergunakan). Sampel
daun yang telah dicuci bersih dipotong kecil-kecil agar mudah dikeringkan. Setelah sampel
daun dipotong, dilakukan pengeringan dengan memasukkan masing-masing jenis sampel daun
ke dalam oven dengan suhu 30°- 40°C selama 24 jam.
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Pembuatan ekstrak metanol tumbuhan obat

Sampel daun kering dimasukkan ke dalam wadah, dimaserasi dengan metanol sebagai pelarut
kemudian ditutup rapat. Sampel dibiarkan selama 5 hari terlindungi dari cahaya. Pengadukan
dilakukan setiap hari. Setelah 5 hari, campuran tersebut diserkai dan disaring hingga diperoleh
maseral. Maserat yang diperoleh dari masing-masing campuran diuapkan dengan
menggunakan rotavapor. Ekstrak kental yang diperoleh dimasukkan ke dalam botol vial steril
dan dilanjutkan dengan proses pengeringan menggunakan desikator. Masing-masing ekstrak
yang sudah kering sebagian dilarutkan dengan dimetilsulfoksida (DMSO). Pengujian
antimikroba larutan ekstrak dilakukan pada konsentrasi (g/v) 1%, 5%, 10%, 15%, dan 20%.

Uji pendahuluan fitokimia

Keberadaan alkaloida dalam daun dilakukan dengan pereaksi Mayer. Sekitar 4 g contoh
dipotong-potong dan dihaluskan dengan sedikit pasir dan 4 ml kloroform. Hasil gerusan
ditambahkan kloroform-amoniak 0,05 N (+ § ml) sambil digerus beberapa saat. Ekstrak
kloroform-amoniak disaring dengan kapas dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu
ditambahkan asam sulfat 2 N (10-20 tetes).

Tabung dikocok perlahan dengan cara membalik tabung reaksi dan dibiarkan sejenak. Lapisan
asam dipipet ke dalam dua tabung reaksi kecil dan diuji dengan pereaksi Mayer. Senyawa
alkaloida dapat dilihat dengan terbentuknya endapan (Culvenor dan Fitzgerald, 1963).
Pemeriksaan fenolik dilakukan dengan menggunakan besi (I11) klorida. Warna biru atau biru
ungu mengindikasikan adanya senyawa ini (Harborne, 1987).

Pemeriksaan flavonoida dilakukan dengan cara mendidihkan potongan daun segar dengan api.
Air rebusan diambil selagi masih panas, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
direaksikan dengan HCI sebanyak 0,5 volume air dan beberapa butir serbuk magnesium.
Munculnya warna oranye sampai merah mengindikasikan adanya flavonoida (Harborne, 1987).

Pemeriksaan saponin dilakukan menggunakan air rebusan contoh dalam tabung reaksi yang
dikocok kuat beberapa saat. Adanya saponin ditandai dengan terbentuknya busa permanen
kurang lebih 15 menit dan tidak hilang dengan penambahan satu tetes asam klorida
(Harborne, 1987).

Pemeriksaan kumarin memakai plat kromatografi lapis tipis. Noda contoh yang ditotolkan dan
dielusi dengan pelarut organik diamati fluoresensinya di bawah lampu UV 365 nm. Noda
diolesi larutan NaOH 10% dalam metanol, kemudian diamati kembali dengan lampu UV 365
nm. Adanya kumarin ditandai fluoresensi biru terang (Feigl, 1960 ).

Uji daya hambat pertumbuhan mikroba

Biakan-biakan bakteri uji yang digunakan (Escherichia coli. Seratia marcescens.
Staphylococcus aureus, dan Bacillus sp.) dalam penelitian ini diambil dari Laboratorium
Mikrobiologi, FMIPA USU, Medan. Biakan jamur yang dipakai (Candida albicans) diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran, USU. Medan. Sebanyak -2 ose
masing-masing biakan murni bakteri dan jamur uji yang telah dikultur disuspensikan dengan
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menggunakan larutan NaCl 0,85% sampai diperoleh kekeruhan yang sama dengan standard
McFarland (setara dengan 1x10° CFU/ml). Suspensi biakan uji diusapkan secara merata
dengan menggunakan kapas lidi steril pada permukaan media Nutrient Agar (NA) untuk
bakteri dan media Potato Dextrose Agar (PDA) untuk jamur uji dalam cawan petri. Biakan
dibiarkan selama 15 menit.

Sebanyak 6 buah cakram kosong (Oxoid, Inggris) ditetesi masing-masing 10 ul ekstrak.
Cakram yang berisi ekstrak diletakkan pada suspensi sebaran biakan dalam cawan petri dengan
menggunakan pinset steril sambil menekan sedikit pada permukaan media usapan agar
menempel.

Biakan lalu diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. Diameter zona hambatan yang
terbentuk setelah ekstrak berdifusi diukur dengan menggunakan mistar antibacterial zone
gauge for Kirby-Bauer methods of susceptibility testing dalam satuan mm (Cappuccino dan
Sherman, 1983). Sebagai pembanding digunakan cakram yang berisi antibiotika kloramfenikol
(30 pg/ml) dan penisilin (10 pg/ml) (Oxoid, Inggris) untuk uji terhadap bakteri dan antibiotika
nistatin (100 pg/ml) untuk uji terhadap jamur. '

Uji brine-shrimp (A. salina)

Kista A. salina ditetaskan dalam bejana yang sudah diisi air laut. Bejana terbagi dua bagian
yang saling berhubungan, dengan bagian terang dan bagian gelap. Bejana dilengkapi dengan
alat aerasi. Kista dimasukkan ke dalam bagian yang gelap dan dibiarkan menetas. Setelah 48
Jam hewan uji siap untuk digunakan.

Larutan induk ekstrak daun untuk setiap uji dibuat dengan melarutkan 20 mg contoh dalam 2
ml metanol. Larutan uji 1000 ppm dibuat dengan memipet larutan induk sebanyak 500 pl,
sedangkan larutan uji 100 ppm dan 10 ppm dibuat dengan memipet 50 pl dan S pl dari larutan
induk. Masing-masing larutan uji dimasukkan ke dalam vial. Vial larutan uji selanjutnya
dimasukkan ke dalam desikator sampai larutan uji kering.

Masing-masing konsentrasi dibuat ulangan sebanyak 3 kali (3 vial) dan | vial untuk kontrol.

Ke dalam setiap vial ditambahkan dimetilsulfoksida sebanyak 50 pl dan ditambahkan air laut

kurang lebih 2 ml. Sebanyak 10 ekor larva udang A. salina dimasukkan ke dalam vial dan

volumenya dicukupkan sampai 5 ml dengan air laut. Kematian anak udang diamati setelah 24

jam. Data yang diperoleh diolah dengan menggunakan program Finney untuk menentukan
Cso.

Hasil dan Pembahasan
Uji pendahuluan fitokimia

Hasil pemeriksaan pendahuluan kandungan metabolit sekunder dari daun pradep
memperlihatkan adanya kandungan senyawa alkaloida dan fenolik. Uji metabolit sekunder
lainnya seperti flavonoida, saponin, dan kumarin menunjukkan bahwa senyawa ini tidak
terdeteksi dalam daun pradep (Tabel 1).

SEUDIA FARMAST 1401) 2006 (83-92) ISSN - 0R34-3034
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Tabel 1. Kandungan beberapa senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak metanol daun
pradep P. stipulacea.

Golongan senyawa Pereaksi Hasil uji
Alkaloida Mayer +
Fenolik FeCl, +
Flavonoida Mg-HClI -
Saponin Tes busa -
Kumarin 10% NaOH dalam MeOH -

Uji daya hambat pertumbuhan mikroba

Hasil uji pengaruh ekstrak metanol daun pradep terhadap bakteri E. coli, Se. marcescens,
Bacillus sp., S. aureus, dan jamur C. albicans menunjukkan adanya aktivitas antimikroba
(Tabel 2). Zona hambatan yang tegas terlihat pada semua perlakuan konsentrasi.

Tabel 2. Diameter zona hambat (cm) ekstrak metanol daun pradep P. stipulacea dan

antibiotika.
Mikroba Konsentrasi ekstrak Antibiotika

uji 1% 5% 10% | 15% | 20% | Penisilin | Kloramfeniko! | Nistatin
E. coli 742 | 9.11 | 9.88 | 12.93 | 14.13 6.95 21.84 -
Se. 9.30 | 13.00 | 14.78 | 16.85 | 19.10 | 36.88 25.53 -
marcescens
Bacillussp. | 7.95 | 8.50 | 9.08 | 13.45 | 14.48 9.55 28.90 -
S. aureus 10.50 | 11.45 | 13.23 | 18.15 | 18.48 | 28.03 28.61 -
C. albicans ? ? ? 1092 | 11.97 - - 23.16

Kemampuan menghambat ekstrak tumbuhan pradep terhadap bakteri gram positif (Bacillus sp.
dan S. aureus) dan gram negatif (E. coli dan Se. marcescens) mempunyai kecenderungan yang
sama meski kemampuan menghambat terbesar terjadi pada Se. marcescens dan yang paling
rendah terjadi pada E. coli.

Pengujian pada biakan bakteri menunjukkan bahwa ekstrak daun pradep pada konsentrasi 1%
sudah mulai terlihat menghambat pertumbuhan, tetapi tidak pada jamur. Peningkatan
konsentrasi menghasilkan daya hambat yang semakin besar. Pengujian pada jamur
memperlihatkan bahwa diperlukan konsentrasi yang lebih besar untuk dapat mulai
menghambat pertumbuhan.

Penghambatan baru mulai terlihat pada konsentrasi ekstrak 15%. Pemanfaatan anggota lain
dari suku Rubiaceae untuk penyembuhan penyakit kulit dan inflamatori dilakukan masyarakat
India (Jain dan Basal, 2003). Gentry (1993) menyebutkan bahwa anggota suku Rubiaceae
merupakan salah satu sumber obat etnis.

Secara umum antibiotika yang digunakan sebagai pembanding yaitu penisilin, kloramfenikol.
dan nistatin menunjukkan kemampuan yang lebih baik pada bakteri dan jamur. Meskipun
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demikian semua perlakuan ekstrak pada E. coli dan perlakuan ekstrak 15% dan 20% pada
Bacillus sp. menunjukkan kemampuan ekstrak menghambat pertumbuhan mikroba lebih baik
daripada antibiotika yang diberikan sebagai perlakuan kontrol (Tabel 3).

Tabel 3. Rasio zona hambat ekstrak daun pradep P. stipulacea dengan beberapa antibiotika

pembanding.
s o i Kadar ekstrak
b

Mikroba uji Antibiotika 1% 5% 10% 5% 20%
_— Penisilin 107* |131*% |142* |186* |203*

' Kioramfenikol 034 | 042 |045 0.59 0.65
A Penisilin 0.83 089 0095 141* | 152+

Ilus sp.

Bacillus sp Kloramfenikol 0.28 029 | 031 047 1050

S Penisilin 037 | 041 0.47 0.65 0.66

‘ Kloramfenikol 037 040 0.46 0.63 0.65

Penisilin 0.25 0.35 040 | 0.46 0.52

el § T T 036 | 051 0.58 066 075

C. albicans Nistatin N - i 047 052

Keterangan: * = rasio > |
Uji brine-shrimp (A. salina)

Uji brine-shrimp menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun pradep tidak cukup toksik
terhadap larva A. salina (Tabel 4). Berdasarkan hasil uji brine-shrimp ekstrak daun pradep
mempunyai LCso = 975.24 ppm. Uji ini biasanya digunakan sebagai uji pendugaan awal atas
kemampuan suatu senyawa menghambat pertumbuhan sel. Hasil ini masih dianggap baik untuk
melihat kemampuan suatu senyawa dalam menghambat pertumbuhan sel.

Tabel 4. Uji toksisitas ekstrak daun pradep terhadap larva 4. salina.

Perlakuan (ppm) Jumlah larva A. salina mati (ekor)
Kontrol 0
10 3
100 4
1000 5

Kesimpulan

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak metanol daun pradep
P. stipulacea mengandung alkaloida dan fenolik, tetapi tidak mengandung flavonoida, saponin,
dan kumarin. Ekstrak metanol daun pradep memberikan hambatan pertumbuhan yang
bervariasi pada bakteri E. coli, Se. marcescens. S. aureus. Bacillus sp.. dan jamur C. albicans.

Ekstrak metanol daun tumbuhan ini lebih mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram
negatif Se. marcescens dan bakteri gram positif S. aureus daripada bakteri gram negatif E. coli,
sakteri gram positif Bacillus sp.. dan jamur C. albicans. Konsentrasi terkecil untuk dapat
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menghambat pertumbuhan bakteri uji sebesar 1%, sedang untuk jamur dibutuhkan konsentrasi
yang lebih besar, yaitu sekitar 15%. Nilai LCs, ekstrak metano! daun pradep P. stipulacea
adalah 975.24 ppm.
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