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ABSTRAK
Mengkudu (Morinda citrifolia L.) merupakan tanaman khas daerah tropis termasuk Indonesia, yang buah, daun, biji dan akarnya sering digunakan dalam pengobatan tradisional, di antaranya sebagai antibakteri. Penelitian ini dilakukan bertujuan mengetahui kepekaan ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L.) terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus. Esktrak daun mengkudu dibagi menjadi 3 konsentrasi yang berbeda yaitu 25%, 50%, 75% dengan penicilin sebagai kontrol positif dan akuades sebagai kontrol negatif. Uji daya hambat dilakukan sesuai dengan metode Kirby-Bauer dengan 3 kali ulangan. Hasil rata-rata zona hambat ekstrak daun mengkudu terhadap bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 25% yaitu 6,35 mm, pada konsentrasi 50% yaitu 6,73 mm, dan pada konsentrasi 75% yaitu  6,86 mm. Kontrol positif antibiotik penicilin diperoleh rata-rata 14,28 mm dan kontrol negatif akuades diperoleh rata-rata 0,00 mm. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu memiliki zona hambat sedang terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus sesuai dengan CLSI.
Kata kunci: antibakteri, daya hambat, ekstrak daun mengkudu, Staphylococcus  aureus. 


ABSTRACT
Noni (Morinda citrifolia L.) is one of the most common plants in tropical areas, including Indonesia, which fruit, leaves, seed and root, are used in traditional treatment, for an example  antibacterial. The aims of this research is to know the sensitivity of noni leaf extract (Morinda citrifolia L.) against Staphylococcus aureus growth. Noni leaf extract was divided into 3 different concentrations 25%, 50%, 75%. Penicilin used as control positive and Aquadest used as control negative. The inhibition effect test was performed in accordance to Kirby-Bauer method with 3 replications. The average of inhibition zone of noni leaf extract on Staphylococcus aureus at 25% concentration was 6,35 mm, at concentration of 50% was 6,73 mm, and at concentration 75% was 6.86 mm. The averaged positive control of penicilin antibiotics was 14,28 mm and negative control of aquadest was 0,00 mm. It can be concluded that the ethanol extract of noni leaves had fair activity to inhibit the growth of Staphylococcus aureus according to CLSI.
Keyword : antibacterial, inhibition effect, noni leaf extract, Staphylococcus aureus.
PENDAHULUAN

Latar Belakang
	Penyakit infeksi merupakan salah satu penyakit disebabkan oleh Staphylococcus aureus. Bakteri ini dapat ditemukan pada permukaan kulit sebagai flora normal, terutama disekitar hidung, mulut, alat kelamin, dan sekitar anus. Staphylococcus aureus juga dapat menyebabkan infeksi pada luka biasanya berupa abses. Jenis-jenis abses yang spesifik diantaranya bengkak (boil), dan radang akar rambut (folliculitis) (Affif dan Amilah, 2017).
	Penyakit infeksi umumnya dapat ditanggulangi dengan penggunaan antibiotik. Namun, ketersediaan antibiotika yang semakin meluas dan penggunaan antibiotika yang irasional menimbulkan suatu fenomena resistensi bakteri, salah satunya Staphylococcus aureus. Prevalensi global menunjukkan sebagian besar negara telah mengalami resistensi Staphylococcus aureus terhadap methicillin sebesar 25% dan bahkan beberapa di atas 50%. Resistensi dapat terjadi sebagai akibat dari mekanisme pertahanan bakteri terhadap antibiotika (Sari et al., 2015).
	Timbulnya masalah resistensi ini menambah daftar masalah yang belum terselesaikan, sehingga dibutuhkan pembaharuan atau pengembangan obat bahan alam untuk membunuh bakteri dan mencegah terjadinya resistensi (Puteri dan Milanda, 2017). Salah satu jenis tanaman obat yang banyak dipakai dalam usaha kesehatan adalah tanaman mengkudu (Morinda citrifolia) (Aisiah, 2014).
	Tanaman mengkudu (Morinda citrifolia), ini dapat dimanfaatkan dari buah, daun, biji, dan akarnya. Secara empiris daun mengkudu dipergunakan sebagai kompres untuk menyembuhkan bagian kulit yang luka, dan juga untuk mengurangi rasa nyeri. Di beberapa daerah, infusa daunnya dikonsumsi sebagai pengobatan dan analgesik (Sabirin et al., 2013).
	Pada daun mengkudu terdapat senyawa aktif yang berfungsi sebagai  antibakteri yang bersifat bakteriosidal (Djauhariya, 2003). Tanaman mengkudu mengandung beberapa senyawa aktif yaitu, antrakuinon, alkaloid, flavonoid, acubin, alizarin, tanin, dan triterpen (Baroroh et al., 2014).
	Berdasarkan penelitian sebelumnya diduga daun mengkudu (Morinda citrifolia L.) mengandung senyawa aktif antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Afrina et al., 2018). Oleh sebab itu, maka perlu dilakukan penelitian tentang uji daya hambat ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L.) terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.

Rumusan Masalah
	Apakah ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L.) dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus?

Tujuan Penelitian
	Untuk mengetahui daya hambat ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L.)  terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.

Hipotesis Penelitian 
	Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan, maka timbul hipotesis penelitian bahwa ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L.)  dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus.

Manfaat Penelitian
	Untuk memberikan informasi ilmiah mengenai pengaruh ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L.) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

MATERI DAN METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan dan laboratorium Kimia Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan, Universitas Syiah Kuala. Kegiatan penelitian ini dilakukan dari bulan November 2018 sampai Januari 2019.

Sampel Penelitian
	Penelitian ini menggunakan sampel daun mengkudu (Morinda citrifolia L.)  yang diambil dari seputaran kampus Unsyiah diekstraksi dengan etanol 96%. Isolat Staphyloccocus aureus yang diperoleh di laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Syiah Kuala.


Alat dan Bahan Penelitian
	Alat yang digunakan adalah inkubator (MenmertTM), sterilisator, rotary evaporator, autoclave (HirayamaTM), timbangan digital (KernTM), blender (Waring BlenderTM), gelas ukur (Merck®), tabung reaksi (Merck®), cawan petri (Merck®), pipet pasteur, rak tabung, ose steril, swab steril, jangka sorong, lampu bunsen, pisau dan pinset. 
	Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L.), ammonia, klorofom, H2SO4 2N, reagen Dragendrof, reagen Wagner, reagen Burchad, NaCl 10%, gelatin 1%, serbuk Mg, HCl pekat, FeCl3 1%, benzena,  isolat Staphylococcus aureus asal hewan, media Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient Broth (NB), larutan standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml), penicilin, akuades dan kertas cakram kosong. 

Metode Penelitian
	Penelitian ini, merupakan penelitian observasi secara in vitro yang terbagi atas: 1) Pembuatan ekstrak etanol daun mengkudu. 2) Pengujian fitokimia pada daun mengkudu untuk diketahui senyawa aktif yang terkandung didalamnya. 3) Persiapan inokulasi Staphylococcus aureus pada media Nutrient Broth (NB) 4) Pengujian aktivitas ekstrak daun mengkudu pada berbagai konsentrasi (25%, 50%, dan 75%).

Prosedur Penelitian
Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Mengkudu
	Daun mengkudu yang telah diambil, dicuci hingga bersih dengan air mengalir, dipotong-potong kecil dengan ukuran 0,25 cm kemudian, dikeringkan tanpa terkena sinar matahari. Setelah kering daun mengkudu dihaluskan dengan menggunakan blender untuk mendapatkan serbuk. Simplisia ditimbang sebanyak 200 gram kemudian dilakukan proses maserasi dengan diberi etanol 96% sebanyak 1000 ml.  Proses penghalusan dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan sampai didapatkan hasil maserasi yang jernih (Rinidar, 2013). Larutan hasil maserasi yang jernih kemudian disatukan dan diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak kental (Afrina et al., 2018). Selanjutnya ekstrak yang diperoleh dibuat dengan konsentrasi 25%, 50% dan 75%. 

Uji Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Mengkudu
	Uji Saponin dilakukan menggunakan metode forth, dengan cara memasukkan 1 ml ekstrak daun mengkudu kedalam tabung reaksi, lalu tambahkan 1 ml akuades dan dikocok selama 30 detik. Apabila terbentuk busa, tidak hilang selama 30 detik maka menunjukkan adanya saponin (Wahyuni et al., 2018). Uji Tanin dilakukan dengan menambahkan 1 ml ekstrak metanol ditambahkan 5 tetes NaCl 10%, 2 tetes gelatin. Hasil positif menunjukkan perubahan warna menjadi putih keruh. (Rachmawati dan Hidajati, 2016). 
	Uji Steroid dan Terpenoid dilakukan dengan menambahkan 1 ml ekstrak kental metanol ditambahkan 3 tetes asam asetat anhidrat dan 2 tetes H2SO4 pekat. Hasil positif berwarna hijau, biru untuk steroid dan berwarna ungu, jingga, kuning keemasan untuk terpenoid (Rachmawati dan Hidajati, 2017). Uji Flavonoid dilakukan dengan menambahkan 1 ml ekstrak kental metanol ditambahkan 5 tetes etanol 70 %, sedikit pita Mg dan 5 tetes HCl pekat. Hasil positif menunjukkan larutan berwarna merah, kuning atau jingga (Rachmawati dan Hidajati, 2017). 
	Uji Alkaloid dilakukan dengan cara menambahkan 1 ml amoniak dan 1 ml kloroform pada 3 gram ekstrak daun mengkudu kemudian divorteks sampai homogen. Filtrat yang terbentuk ditambahkan 10 ml H2SO4 2N lalu dikocok dan diamkan sampai larutan asam sulfat dan kloroform terpisah. Lapisan asam sulfat yang terbentuk dipisahkan menjadi tiga bagian, untuk mengetahui adanya alkaloid maka bagian pertama ditambahkan dengan reagen Dragendrof, bila terjadi endapan warna coklat jingga maka positif alkaloid, bagian kedua ditambahkan dengan reagen Wagner, bila terjadi endapan berwarna coklat maka positif alkaloid, bagian ketiga ditambahkan dengan reagen Burchad, bila terjadi endapan berwarna merah kecoklatan maka positif alkaloid (Wahyuni et al., 2018).
	Uji polifenol dilakukan dengan mengambil ekstrak daun mengkudu sebanyak 1 ml direaksikan dengan larutan FeCl3 1%, jika terjadi warna biru kehitaman menunjukkan adanya senyawa fenol. Uji kuinon dilakukan dengan uji Brontrager dan uji Brontrager termodifikasi. Uji Brontrager dilakukan dengan cara melarutkan 2 ml ekstrak daun mengkudu dengan 10 ml akuades kemudian disaring, filtrat diekstrak dengan 5 ml benzena. Hasil filtrat ditambahkan 5 ml ammonia kemudian dikocok, bila terdapat warna merah berarti hasil positif (Marliana et al., 2005). 

Persiapan Isolat Staphylococcus aureus
Biakan Staphylococcus aureus yang berasal dari laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Syiah Kuala diinokulasi pada media Nutrient Broth (NB). Isolat Staphylococcus aureus dibuat dengan cara menginokulasikan satu ose biakan berumur 24 jam ke medium lalu diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam dan distandarkan sesuai Mc Farland 0,5 (1,5 ×10⁸ CFU/ml). 

Uji Aktivitas Ekstrak Daun Mengkudu 
	Uji daya hambat menggunakan metode difusi Kirby Bauer. Cawan petri yang telah dituangi media Mueller Hinton Agar (MHA) kemudian dengan menggunakan swab steril, permukaan media tersebut diolesi bakteri Staphylococcus aureus yang telah distandarkan dengan Mc Farland 0,5 (1,5 x108 CFU/ml). Kemudian cakram disk dicelupkan pada masing-masing konsentrasi daun mengkudu (25%, 50%, 75%) selama 15 menit, penicilin sebagai kontrol positif dan cakram disk yang kosong (blank disc) direndam akuades selama 15 menit sebagai kontrol negatif. Kemudian diinkubasikan pada suhu 370C selama 24 jam. Kemudian ukur diameter zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka sorong. Gambar pengukuran zona hambat sebagai berikut. 
[image: ]
Gambar 2. Pengukuran diameter zona hambat (Simatupang et al., 2017). 
Keterangan:     DV : Diameter vertikal
			DH : Diameter horizontal
			DC : Diameter cakram

	Interpretasi zona hambat dilakukan dengan mengikuti standar krtiteria CLSI (Clinical Laboratory Standart Institue) yang menyatakan bahwa zona hambat dapat dilihat dari terbentuknya zona bening. Dimana 0 tidak ada aktivitas, 6-10 mm dinyatakan lemah, 11-20 mm dinyatakan sedang, dan zona hambat 21-30 mm dikatagorikan kuat (Novaryatiin, et al., 2018).

Parameter Penelitian
	Parameter yang diteliti pada penelitian ini adalah luas zona hambat yang terbentuk pada masing-masing konsentrasi daun mengkudu terhadap bakteri Staphylococcus aureus. 

Analisis Data 
	Data yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis secara deskriptif berdasarkan luas zona hambat yang terbentuk.  

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Mengkudu
	Hasil pengujian fitokimia yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui kandungan kimia senyawa metabolit sekunder pada ekstrak daun mengkudu. Hasil pengujian fitokimia ekstrak etanol 96% (Tabel 1). 

Tabel 1. Hasil uji fitokimia daun mengkudu
	No.
	Kandungan senyawa
	Positif
	Negatif
	Keterangan

	1.
	Alkaloid
	
	
	

	
	a. Dragendrof
	· 
	
	Terbentuk warna coklat jingga

	
	b. Burchad
	· 
	
	Terbentuk warna coklat kemerahan

	
	c. Wagner
	· 
	
	Terbentuk warna coklat

	2.
	Saponin
	· 
	
	Terbentuk gelembung

	3.
	Tanin
	· 
	
	Terbentuk larutan putih keruh

	4.
	Steroid
	· 
	
	Terbentuk warna hijau

	5.
	Flavonoid
	· 
	
	Terbentuk larutann merah

	6. 
	Polifenol
	· 
	
	Terbentuk warna biru kehitaman

	7.
	Triterpenoid
	
	· 
	Terbentuk warna hijau

	8.
	Kuinon
	· 
	
	Terbentuk warna merah


           Keterangan :  Positif (ada)
              Negatif (tidak ada)
	
	Prinsip uji fitokimia menurut Zackiyah et al. (2014), adalah mereaksikan sampel dengan pereaksi khas pada setiap metabolit sekunder yang diuji sehingga menghasilkan perubahan yang dapat diamati. Dari hasil uji fitokimia yang telah dilakukan, daun mengkudu tidak mengandung senyawa triterpenoid. Hal ini berbeda dengan penelitian yang sebelumnya pernah dilakukan oleh Affif dan Amilah (2017), daun mengkudu mengandung senyawa triterpenoid yang merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri. 

Uji Daya Hambat Terhadap Staphylococcus aureus
Adapun hasil pengukuran uji daya hambat ekstrak etanol daun mengkudu terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Tabel 2. 




Tabel 2. Diameter zona hambat Staphylococcus aureus
	Diameter zona hambat (mm)

	
Ulangan
	Ekstrak daun mengkudu
(Morinda citrifolia L.)
	
(Kontrol +)
	
(Kontrol -)

	
	25%
	50%
	75%
	
	

	1
2
3
	6,15
6,15
6,75
	6,1
6,1
8,0
	6,35
6,15
8,1
	14,45
14,4
14,0
	0,00
0,00
0,00

	Rata-rata
	6,35
	6,73
	6,86
	14,28
	0,00


          Keterangan : Kontrol (+)  : penicilin, kontrol (-) : akuades
	    
	Pemberian berbagai konsentrasi ekstrak daun mengkudu menunjukan perbedaan antara zona hambat yang dihasilkan. Berdasarkan tabel 2 diperoleh rata-rata diameter zona hambat ekstrak etanol daun mengkudu dengan konsentrasi 25%, 50%, dan 75%  yaitu sebesar 6,35 mm, 6,73 mm, dan 6,86 mm. Zona hambat kontrol positif (penicilin) yaitu 14,28 mm dan kontrol negatif (akuades) yaitu 0,00 mm. 
	Hasil pengukuran diameter zona hambat menunjukkan bahwa daya hambat bakteri terhadap ekstrak daun mengkudu berbeda-beda ditandai dengan  adanya peningkatan. Dengan konsentrasi ekstrak yang semakin tinggi maka kandungan senyawa ataupun zat antibakteri didalamnya juga akan semakin banyak. Berdasarkan penelitian sebelumnya yang pernah dilakukan oleh Herawati dan Amelia (2018), zona hambat ekstrak etanol daun mengkudu yang terbentuk dengan konsentrasi 25%, 50%, 75% berada pada zona (6-10 mm), yang tergolong dalam kategori sedang. 
	Rata-rata diameter zona hambat kontrol positif (penicilin) adalah 14,28 mm (sensitif) berdasarkan standar CLSI. Diameter zona hambat tersebut lebih tinggi daripada zona hambat yang dihasilkan oleh ekstrak daun mengkudu. Hal ini dikarenakan penicilin merupakan antibiotik yang aktif terhadap bakteri Gram positif. Pengujian zat aktif antibakteri herbal yang diuji bersamaan dengan antibiotik kimia yang sudah dipergunakan secara klinik tidak selalu bisa diandalkan untuk perbandingan dan penilaian secara akurat. (Kameswari et al., 2013). 
	Penggunaan penicilin pada uji aktivitas antimikroba sering digunakan karena merupakan obat pilihan untuk infeksi yang disebabkan oleh Streptococcuus, Pneumococcus, Meningococus, Spiroketha, Klostridia, Staphylococcus, Danaktinomices yang bukan penghasil penicilase (Misna dan Diana, 2016).  Besarnya nilai diameter zona hambat yang dihasilkan oleh ekstrak daun mengkudu dipengaruhi oleh struktur Staphylococcus aureus tersebut. Menurut Hidayat et al. (2015), bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan pada dinding sel yang lebih tebal dibandingkan dengan bakteri Gram negatif sehingga membentuk suatu struktur yang kaku. Adanya struktur peptidoglikan yang lebih tebal pada bakteri Gram positif memungkinkan senyawa antimikroba lebih sulit menembus dinding sel gram positif dibandingkan dengan Gram negatif.
	Faktor-faktor lingkungan juga dapat memengaruhi stabilitas bahan aktif antibakteri yaitu suhu, radiasi cahaya, udara (terutama oksigen, karbondioksida dan uap air), kelembaban, pH, sifat air dan kondisi biotik, serta keberadaan bahan kimia lain yang merupakan kontaminan atau dari pencampuran produk yang berbeda secara aktif dapat mempengaruhi stabilitas sediaan bahan aktif yang terkandung dalam daun mengkudu (Dhuha et al., 2016).





Adapun zona hambat ekstrak etanol daun mengkudu yang terbentuk dapat ditunjukkan pada Gambar 3. 

[image: ]
Gambar 3. Zona hambat ekstrak daun mengkudu terhadap bakteri Staphylococcus aureus. a) (+) penicilin, b) 25%, c) 50%, d) 75% , e) (-) akuades.

Berdasarkan uji fitokimia ekstrak daun mengkudu memiliki senyawa-senyawa aktif yang dapat menghambat ataupun membunuh pertumbuhan bakteri. Daun mengkudu memiliki kandungan antrakuinon yang terbukti mempunyai efek farmakologik sebagai lisosim terhadap sel bakteri dan jamur (Simatupang et al, 2017). Aloin, emodin, barbaloin, saponin, tannin dan sterol merupakan campuran kandungan dalam antrakuinon yang bersinergi dan berkontribusi menjadi suatu khasiat penyembuh yang bersifat analgesik, antiseptik, antiinflamasi, antibakteri dan antijamur (Simatupang et al, 2017).  
	Polifenol merupakan senyawa yang tersusun dari banyak senyawa fenol. mekanisme kerjanya sebagai antibakteri dengan cara mendenaturasi dan koagulasi protein (Affif dan Amilah, 2017). Flavonoid menyebabkan kerusakan struktur protein yang terkandung didalam dinding sitoplasma bakteri dengan mengubah sifat fisik dan kimiawi sitoplasma yang mengandung protein dan mendenaturasi dinding sel bakteri sehingga mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri dan menyebabkan lapisan dinding sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan dapat menimbulkan kematian pada sel tersebut (Afrina et al., 2018).
	Saponin berasal dari bahasa latin Sapo yang berarti sabun, karena sifatnya menyerupai sabun. Saponin dapat mengganggu permeabilitas membran sel bakteri yang mengakibatkan kerusakan membran sel dan menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat dan nukleotida (Affif dan Amilah, 2017). Menurut Ajizah (2004), tanin merupakan salah satu jenis senyawa yang termasuk ke dalam golongan polifenol. Mekanisme kerja tanin diduga dapat mengkerutkan dinding sel atau membran sel sehingga mengganggu permeabilitas sel itu sendiri. Akibatnya, sel tidak dapat melakukan aktivitas hidup sehingga pertumbuhannya terhambat dan mati. 
Mekanisme kerja kuinon sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri yaitu dengan cara membentuk senyawa kompleks yang bersifat irreversible dengan residu asam amino nukleofilik pada protein transmembran pada membran plasma, polipeptida dinding sel, serta enzim-enzim yang terdapat pada permukaan membran sel, sehingga mengganggu kehidupan sel bakteri (Sapara et al., 2016).




PENUTUP

Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, ekstrak etanol daun mengkudu memiliki daya hambat sedang terhadap Staphylococcus aureus. 

Saran 
Perlu dilakukan pengujian ekstrak etanol daun mengkudu dengan menggunakan suspensi bakteri yang berbeda. 
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