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ABSTRAK

Diare merupakan penyebab utama morbiditas dan mortalitas pada anak, terutama di negara
berkembang, dan masih menjadi masalah kesehatan global akibat tingginya angka kematian. Salah
satu solusi yang potensial adalah penggunaan antibakteri alami, seperti daun tuba (Derris elliptica
(Wall.) Benth.), yang diketahui mengandung senyawa bioaktif. Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi efektivitas antibakteri ekstrak etanol daun tuba terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli, serta mengidentifikasi kandungan metabolit sekundernya menggunakan metode
LC-MS/MS. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan etanol 96%, dan aktivitas
antibakteri diuji melalui metode difusi cakram pada konsentrasi 5%, 10%, dan 15%. Hasil
menunjukkan bahwa ekstrak daun tuba mampu menghambat pertumbuhan kedua bakteri uji dengan
zona hambat berkisar antara 11-15 mm, yang tergolong daya hambat kuat. Analisis LC-MS/MS
mengidentifikasi 12 senyawa metabolit sekunder, termasuk dehydroretenone, kaempferol, quercetin,
lupeol, dan sarsasapogenin yang memiliki potensi sebagai antibakteri, antioksidan, dan
antiinflamasi. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak daun tuba berpotensi dikembangkan sebagai
agen antibakteri alami untuk mengatasi infeksi penyebab diare.

Kata kunci: Antibakteri, Daun Tuba (Derris Elliptica (Wall.) Benth.), Escherichia Coli, LC-
MS/MS, Staphylococcus Aureus.

ABSTRACT

Diarrhea is a major cause of morbidity and mortality in children, especially in developing countries,
and remains a global health problem due to its high mortality rate. One potential solution is the use
of natural antibacterials, such as tuba leaves (Derris elliptica (Wall.) Benth.), which are known to
contain bioactive compounds. This study aims to evaluate the antibacterial effectiveness of tuba leaf
ethanol extract against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, and to identify its secondary
metabolite content using the LC-MS/MS method. Extraction was carried out using the maceration
method using 96% ethanol, and antibacterial activity was tested using the disc diffusion method at
concentrations of 5%, 10%, and 15%. The results showed that tuba leaf extract was able to inhibit
the growth of both test bacteria with an inhibition zone ranging from 11-15 mm, which is classified
as strong inhibition. LC-MS/MS analysis identified 12 secondary metabolites, including
dehydroretenone, kaempferol, quercetin, lupeol, and sarsasapogenin, which have potential
antibacterial, antioxidant, and anti-inflammatory properties. These results indicate that tuba leaf
extract has the potential to be developed as a natural antibacterial agent to treat diarrhea-causing
infections.

Keywords: Antibacterial, Tuba Leaves (Derris Elliptica (Wall.) Benth.), Escherichia Coli, LC-
MS/MS, Staphylococcus Aureus.

PENDAHULUAN

Daun Tuba (Derris elliptica (Wall.) Benth.) merupakan tumbuhan (plantae) dari divisi
megnolipohyta dengan bangsa flabaes genus derris spesies derris elliptica. Tumbuhan ini
dapat tumbuh hingga ketinggian sekitar 25-30 meter, dengan ciri khas daunnya bewarna
merah atau kekuningan jika muda dan bewarna hijau ketika tua, daunya berbentuk lonjong
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dengan ujung runcing. Tanaman ini memiliki kulit batang yang tebal dengan warna kayu
kemerahan, dengan bentuk batang silindris.

Penyakit diare merupakan penyebab utama morbilitas dan mortalitas pada anak di
negara berkembang. Terdapat 6 juta anak meninggal per tahun di dunia karna diare, sebagian
besar terdapat di negara berkembang. Menurut World Health Organization (WHO),
penyakit diare menuruut salah satu penyebab utama kematian balita di negara berkembang.
Angka kejadian diare pada anak tiap tahun diperkirakan 2,5 milyar. Secara gelobal, 1,6 juta
balita meninggal setiap tahun akibat penyakit ini. Data dari Kementerian kesehatan
Republik Indonesia melaporkan 100.000 Balita meninggal per tahun karena diare, setiap
hari ada 273 Balita meninggal, sebanding dengan 11 jiwa meninggal setiap jam atau 1 jiwa
setiap 5,5 menit akibat diare.2-3 Penyebab diare terbanyak setelah rotavirus adalah
Escherichia coli. Bakteri ini merupakan bakteri komensal, patogen intestinal dan patogen
ekstra intestinal yang dapat menyebabkan infeksi saluran kemih, meningitis dan septicemia.
Sebagian besar dari E. coli berada dalam saluran pencernaan, tetapi yang bersifat patogen
menyebabkan diare pada manusia.4,5 Diare yang disebabkan oleh Escherichia coli
merupakan patogen enterik yang dapat menyebabkan dehidrasi dengan berbagai mekanisme
tergantung jenis patotipenya. Jumlah koloninya dalam usus dapat memengaruhi beratnya
gejala diare. Standar emas untuk mendiagnosis dehidrasi adalah dengan mengukur
kehilangan berat badan akut. Namun, berat badan sebelum sakit pada umumnya tidak
diketahui, maka perkiraan kehilangan cairan dilakukan berdasarkan penilaian klinis.
Semakin berat derajat dehidrasi mengakibatkan peningkatan morbiditas dan mortalitas.
(Widoyono 2024)

Penyakit infeksi merupakan masalah kesehatan global terutama di negara berkembang
karena dapat menimbulkan angka kesakitan dan angka kematian yang cukup tinggi dalam
kurun waktu yang cukup singkat. Tingkat resistensi bakteri terhadap antibiotik di Indonesia
dan global telah mencapai kondisi yang sangat mempengaruhi. Pada tahun 2019, resistensi
antimikroba diperkirakan menyebabkan 1,27 juta kematian di dunia. Di Indonesia, sebanyak
34.500 kematian disebabkan oleh infeksi bakteri yang resisten (Murray, 2022).

Berdasarkan data World Health Organization (WHO) tahun 2002, 8,7% penyakit
infeksi nosocomial disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus. Prevalensi penyakit
infeksi nosocomial pada negara berkembang bervariasi antara 5,7% - 19,1% dengan rata-
rata lebih dari 10% angka kejadian (WHO, 2015). Di indonesia pada tahun 2017, angka
kejadian penyakit infeksi nosocomial disebabkan oleh bakteri mencapai 148.703 kasus
(Kemenkes RI, 2018)

Menggunakan teknik LC-MS/MS untuk analisis menyeluruh guna mengidentifikasi
senyawa aktif dalam ekstrak Daun Tuba, memberikan pemahaman yang mendalam tentang
peran metabolit sekunder dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Penelitian ini
menunjukkan pentingnya penggunaan teknologi analitik yang canggih dalam menentukan
kandungan aktif, seperti yang dilakukan dalam penelitian ini dengan metode LC-MS untuk
ekstrak daun tuba. Perbedaan utama dari penelitian ini dengan penelitian sebelumnya adalah
fokus yang spesifik pada daun tuba dan penggunaan teknik analitik yang terintegrasi,
membentuk dasar yang kuat untuk aplikasi yang luas dari senyawa aktif dalam melawan
infeksi bakteri yang terus-menerus.

Dalam konteks penelitian ini, peran penting konsentrasi ekstrak daun tuba dan metode
uji yang digunakan dalam mengevaluasi efektivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Penggunaan berbagai tingkat konsentrasi, mulai dari 0% hingga
100%, memungkinkan analisis yang komprehensif mengenai pengaruh kadar bioaktif yang
berbeda terhadap bakteri yang dituju. Metode difusi agar, dengan kemampuannya dalam
mengukur zona hambat, memberikan pendekatan langsung dalam mengamati aktivitas
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antibakteri, sedangkan LC-MS, atau Liquid Chromatography-Mass Spectrometry,
memberikan kemampuan identifikasi senyawa bioaktif secara rinci. Teknologi LC-MS
memungkinkan deteksi dan kuantifikasi yang akurat, serta memberikan wawasan mengenai
komposisi metabolit yang mendukung penghambatan pertumbuhan bakteri.

METODE PENELITIAN

Sample DaunTuba Derris
eiliptica (Wali.) Benth

l
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Determinasi tumbuhan Daun Tuba telah dilakukan di Laboratorium Taksonomi
Tumbuhan, Universitas Padjadjaran, yang bertujuan untuk mengetahui kebenaran identitas
tumbuhan tersebut. Hasil determinasi menunjukkan bahwa sample tumbuhan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Derris elliptica (Wall.) Benth, dengan nomor
identifikasi N0.107/Hb/11/2024 (Lampiran 3).

Pada proses pengambilan sampel basah dilakukan pemisahan bagian yang tidak
diperlukan dan membersihkan dari kotoran-kotoran yang menempel pada tumbuhan
tersebut. Sedangkan proses perajangan bertujuan untuk memperluas permukaan bahan baku
dan proses pengeringan akan semakin cepat. Daun Tuba yang telah dirajang dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan ditempat yang tidak terkena matahari secara langsung.
Peroses pengeringan ini bertujuan untuk mengurangi kadar air sehingga tidak mudah untuk
ditumbuhi bakteri.

Simplisia daun tuba diekstraksi dengan metode maserasi dalam pelarut etanol 96%.
Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi tanpa pemanas dengan merendam

] »| Determinazi Tanamar
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simplisia dalam pelarut sampai terendam sempurna dan diaduk 6 jam sekali. Kelebihan dari
metode ini adalah alat dan pengoprasianya sederhana, biaya yang murah dan dapat menyari
senyawa yang tidak stabil dalam pemanasan. Pelarut yang sering digunakan dalam maserasi
etanol 96%. Penggunaan etanol 96% sebagai pelarut karena memiliki beberapa keunggulan
seperti tidak beracun, mempunyai daya serap yang baik, dapat menghambat pertumbuhan
jamur atau bakteri, dan dapat melarutkan berbagai zat aktif dengan tingkat kepolaran yang
berbeda-beda. (Nurhayat et al., 2020)

Pemilihan pelarut etanol dalam ekstraksi didasarkan pada parameter kelarutan dengan
zat yang terkandung dalam ekstrak. Suatu zat yang mudah larut dengan sempurna dalam
suatu pelarut apabila zat tersebut memiliki tingkat kepolaran yang mirip sengan pelarutnya.
Hal ini sesuai dengan konsep like dissolve like (senyawa polar akan larut dalam senyawa
polar dan senyawa non polar akan larut dalam pelarut non polar). Etanol merupakan
senyawa organik yang bersifat polar dengan gugus hidroksil (-OH) dan non polar dengan
ikatan antara sesama atom karbon. Oleh sebab itu, etanol dapat menarik sentawa aktif dari
ekstrak yang bersifat polar dan non polar seperti flavanoid, alkaloid, saponon, tanin, steroid
dan terpenoid.

Pada penelitian ini sample yang digunakan daun tuba yang segar. Proses maserasi daun
tuba (Derris ellipica (Wall.) Benth.) sebanyak 6000 g menghasilkan ekstrak kental 424,98 g
dengan persen rendemen ekstrak 12%. Pelarut etanol dipilih karena etanol merupakan
pelarut universal yang dapat melarutkan hampir semua senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam simplisia, sehingga etanol memiliki nilai toksisitas yang lebih rendah jika
dibandingkan pelarut organik lainya.

Hasil dari proses maserasi ekstrak etanol yang diperoleh diuapkan dengan rotary
evaporator, karena dalam keadaan vakum tertekan uap pelarut akan menjadi turun dan
pelarut akan mendidih dibawabh titik didih sehingga mendapatkan larutan kental hasil dari
rotary ini akan dilakukan proses waterbath dengan suhu 600c sehingga mendapatkan hasil
ekstrak kental.

Pada pengujian efektivitas antibakteri yang telah dilakukan menggunakan metode
difusi cakram. Proses peremajaan bakteri dilakukan dengan menggunakan media nutriet
agar sehingga lebih mudah saat pengukuran kepadatan sel bakterinya menggunakan spektro
uv-vis. Pada panjang gelombang yang digunakan bakteri Staphylococcus aureus 580nm,
hasil transmitan yang didapatkan sebesar 26,9 dan pada bakteri Escherichia coli panjang
gelombang 565nm mendapatkan hasil transmitan sebesar 25,6, pada saat inkubasi, suspensi
yang digunakan kepadatan sel 105 yang diencerlan dengan nutrient agar.

Pemilihan pelarut DMSO sebagai kontrol negatif (-) karena DMSO  merupakan
pelarut organik dan tidak bersifat bakterisidal. Selain itu, DMSO (Dimetil Sulfoksida) dapat
melarutkan hampir semua senyawa polar maupun non polar dan tidak memberikan daya
hambat pertumbuhan bakteri sehingga tidak menganggu hasil pengamatan uji aktivitas
antibakteri (Putriani et al., 2024)

Kontrol positif yang digunakan dalam pengujian antibakteri yaitu kloramfenikol 30
pg/disk untuk bakteri, Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif untuk bakteri karena
termasuk dalam golongan antibiotik berspektrum luas yang mampu menghambat
pertumbuhan Gram positif dan Gram negatif. (Putriani et al., 2024)

Pada pengujian antibakteri yang telah dilakukan menggunakan metode difusi cakram
dengan pengerjaan selama 3x24 jam. Berdasarkan tabel 4.3 hasil pengujian bakteri terhadap
bakteri Escherichia Coli dan Staphylococcus Aureus. Efektivitas Antibakteri terhadap S.
aureus zona hambat yang terbentuk terhadap S. aureus pada konsentrasi 5%, 10%, dan 15%
berturut-turut adalah 12,33 + 0,332, 12,86 + 0,583 , dan 15,36 + 0,633 . Terdapat
peningkatan yang signifikan dalam luas zona hambat seiring meningkatnya konsentrasi,
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menunjukkan adanya hubungan dosis-respons yang linier. Kekuatan aktivitas ini
dikategorikan sebagai kuat berdasarkan kriteria (Putriani et al., 2024), yang menyatakan
bahwa zona hambat >11 mm mencerminkan aktivitas antibakteri yang tinggi.

Fenomena ini dapat dijelaskan melalui mekanisme kerja senyawa aktif seperti
flavonoid, alkaloid, atau terpenoid yang mungkin terkandung dalam ekstrak, yang berperan
dalam merusak membran sitoplasma, menghambat sintesis protein, atau mengintervensi
sistem enzimatik bakteri Gram positif (Zahrani et al., 2025). S. aureus relatif lebih rentan
karena hanya memiliki satu lapisan peptidoglikan yang tebal tanpa membran luar, sehingga
senyawa antibakteri lebih mudah masuk dan bekerja secara.

Efektivitas Antibakteri terhadap E. coli zona hambat terhadap E. coli pada konsentrasi
5%, 10%, dan 15% masing-masing adalah 11,83 + 0,288 , 12,93 + 3,100, dan 14,1 + 1,014
. Data ini menunjukkan bahwa ekstrak tidak hanya mampu menghambat pertumbuhan E.coli
secara signifikan, tetapi juga cenderung memberikan respon antibakteri lebih tinggi
dibandingkan S. aureus pada konsentrasi yang lebih tinggi. Hal ini cukup menarik,
mengingat E. coli adalah bakteri Gram negatif yang umumnya memiliki resistensi lebih
tinggi karena keberadaan membran luar lipopolisakarida (LPS) yang berperan sebagai
penghalang difusi molekul hidrofilik.

Kemungkinan besar, senyawa bioaktif dalam ekstrak memiliki sifat amfipatik atau
memiliki berat molekul kecil yang memungkinkan mereka menembus LPS dan mencapai
target intraseluler, sebagaimana dilaporkan dalam studi oleh (Darwish et al 2023), yang
menyatakan bahwa senyawa fenolik tertentu mampu meningkatkan permeabilitas membran
luar bakteri Gram negatif.

Perbandingan Aktivitas terhadap Kedua bakteri pada konsentrasi 15%, aktivitas
antibakteri terhadap S. aureus (15,36 mm) lebih besar dibandingkan E. coli (14,1 mm),
meskipun selisihnya tidak terlalu besar. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak memiliki
spektrum aktivitas luas yang efektif terhadap kedua tipe bakteri, baik Gram positif maupun
Gram negatif.

Perbandingan terhadap kontrol positif kontrol positif menghasilkan zona hambat
sebesar 22,7 mm (S. aureus) dan 20,35 mm (E. coli), yang menunjukkan potensi senyawa
standar seperti kloramfenikol atau antibiotik sejenis.

Terbentuknya zona hambat menunjukan bahwa ekstrak etanol daun tuba (Derris
elliptica (Wall) Benth mempunyai sifat antibakteri yang tinggi karena mampu menghambat
pertumbuhan-pertumbuhan Escherichia Coli dan Staphylococcus Aureus.

Liquid Chromatography—Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS),
teridentifikasi sebanyak 12 senyawa metabolit sekunder pada ekstrak daun tuba (Derris
elliptica). Senyawa-senyawa tersebut berasal dari berbagai golongan, seperti terpenoid,
flavonoid, polifenol, sterol, saponin, dan asam fenolat. Keberadaan senyawa ini
menunjukkan bahwa daun tuba berpotensi sebagai sumber bahan aktif alami yang memiliki
berbagai aktivitas biologis, seperti antibakteri, antioksidan, hingga antiperadangan.

Teknik Liquid Chromatography- Mass Spectrometry (LC-MS/MS) merupakan salah
satu pendekatan analitik paling sensitif dan selektif dalam mengidentifikasi senyawa
metabolit sekunder dalam matriks kompleks seperti ekstrak tanaman obat. Pada penelitian
ini, LC-MS/MS berhasil mengidentifikasi 12 senyawa utama dalam ekstrak daun Derris
elliptica, yang mencerminkan keanekaragaman fitokimia dengan dominasi golongan
terpenoid, sterol, flavonoid, polifenol, dan asam fenolat. Di antara senyawa yang terdeteksi,
dehydroretenone merupakan rotenoid yang dikenal berperan sebagai insektisida alami yang
kuat. Senyawa ini telah banyak ditemukan dalam genus Derris dan diduga berkontribusi
besar terhadap sifat toksik terhadap serangga dan ikan. (Trang et al. 2023) menunjukkan
bahwa rotenoid seperti derieliptosida dari batang Derris elliptica memiliki aktivitas
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antibakteri dan antifungal yang signifikan, memperkuat potensi farmakologis dari senyawa
ini.

Golongan terpenoid dan sterol, seperti beta-sitosterol, lupeol, squalene, dan 3p-
acetoxy-5-cholestene, menunjukkan berat molekul tinggi dengan struktur yang kompleks.
Senyawa-senyawa ini  diketahui memiliki efek antiinflamasi, antitumor, dan
imunomodulator. Misalnya, lupeol diketahui mampu menghambat mediator inflamasi
seperti COX-2 dan TNF-a (Trang et al., 2023)sedangkan beta-sitosterol berperan dalam
menurunkan kolesterol dan meningkatkan sistem imun.

Senyawa flavonoid yang terdeteksi seperti kaempferol, quercetin, dan catechin
merupakan antioksidan kuat yang telah banyak dikaji dalam berbagai studi metabolomik.
Spektrum massa dari senyawa ini menunjukkan ion fragmentasi yang khas, seperti [M-
H] dan [M+H]", serta adanya kehilangan gugus CO dan COOH dalam mode LC-MS/MS,
yang mengkonfirmasi struktur flavonoidnya. (Jiang & Gates, 2024)

Senyawa asam fenolat seperti gallic acid dan chlorogenic acid, serta senyawa polifenol
seperti ellagic acid, memiliki massa molekul rendah dan polaritas tinggi, yang membuatnya
terdeteksi baik dalam mode negatif LC-MS. Ketiganya menunjukkan aktivitas biologis luas,
termasuk sebagai antimikroba, hepatoprotektif, dan antioksidan. Menurut studi
metabolomik dari Physalis alkekengi oleh (Park et al., 2024) senyawa-senyawa ini
memainkan peran penting dalam pertahanan tanaman terhadap stres oksidatif.

Adapun sarsasapogenin, yang termasuk dalam golongan saponin steroid, memiliki
aktivitas biologis potensial sebagai agen neuroprotektif dan antikanker. Saponin ini
menunjukkan fragmentasi dengan ion-ion m/z tinggi dan sering terkonjugasi dengan gula
(glikosida) dalam bentuk alami. Kehadirannya dalam ekstrak daun D. elliptica
mengindikasikan adanya potensi penggunaan sebagai senyawa bioaktif multifungsi. (Hasan
etal., 2015)

KESIMPULAN
1. Ekstrak etanol daun tuba (Derris elliptica (Wall.) Benth.) menunjukkan aktivitas
antibakteri yang efektif terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
terbentuknya zona hambat pada uji difusi. Zona hambat berada pada kategori kuat,
dengan rata-rata diameter hambat terbesar ditemukan pada konsentrasi 5% untuk S.
aureus (12,33 mm) dan E. coli (11,83 mm).
2. Hasil uji LC-MS/MS berhasil mengidentifikasi 12 senyawa metabolit sekunder dari
ekstrak daun tuba, antara lain: Terpenoid (Dehydroretenone, Squalene, Lupeol),
Flavonoid (Kaempferol, Quercetin, Catechin), Asam fenolat dan polifenol (Gallic
acid, Chlorogenic acid, Ellagic acid), Sterol dan saponin, (Beta-sitosterol, 3[3-
Acetoxy-5-cholestene, Sarsasapogenin). Senyawa-senyawa ini diketahui memiliki
potensi sebagai antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, dan neuroprotektif.
Saran

Perlu adanya optimasi konsentrasi yang lebih luas (misalnya 20%, 25%, 30%) untuk
melihat apakah zona hambat meningkat secara signifikan. Hal ini dapat membantu
menentukan konsentrasi optimal ekstrak daun tuba sebagai antibakteri.
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