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ABSTRAK

Murbei adalah tumbuhan yang dapat tumbuh secara liar di seluruh wilayah Indonesia tetapi tidak dimanfaatkan oleh
masyarakat sekitar. Daun murbei memiliki senyawa polifenol yang berfungsi sebagai antioksidan dan antibakteri.
Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahap, tahap pertama adalah penelitian pendahuluan untuk menentukan jenis sampel,
tahap kedua adalah pembuatan serbuk ekstrak daun murbei dan karakterisasi bubuk ekstrak meliputi total polifenol (Folin-
Ciocalteau) dan aktivitas antioksidan (DPPH scavenging activity), dan tahap ketiga yaitu analisis aktivitas antibakteri
menggunakan metode dilusi agar untuk penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan ICsy. Hasil penelitian
menunjukkan pelarut etanol 100 % merupakan pelarut yang paling efektif dengan menghasilkan total polifenol ekstrak daun
murbei tertinggi yakni sebesar 183,33 mg GAE/ml dan antioksidan sebesar 43,95 %. Pengujian aktivitas antibakteri metode
dilusi agar menunjukkan bahwa ekstrak daun murbei dapat berfungsi sebagai antibakteri dengan nilai KHM berdasarkan
perhitungan kurva sebesar 11,43 mg/ml dan ICs, sebesar 3,44 mg/ml.

Kata kunci : Daun murbei, polifenol, antioksidan, antibakteri

PENDAHULUAN

Perkembangan penelitian tumbuhan pada sisi aktivitas
biologis seperti aktivitas antioksidan dan antibakteri
menjadi perhatian yang menarik dalam upaya penggalian
senyawa baru yang bermanfaat bagi kesehatan manusia dan
manfaatnya di bidang pangan. Dalam kaitannya dengan
manfaat di bidang kesehatan, antioksidan merupakan suatu
senyawa Yyang mampu menghambat atau menunda
terjadinya reaksi radikal bebas akibat adanya oksigen reaktif
sehingga sifat tersebut menjadi penting dalam pencegahan
berbagai penyakit, seperti kanker dan jantung koroner (Shui,
2002). Sedangkan dalam bidang pangan, ekstrak tanaman
yang mengandung antioksidan dapat digunakan untuk
mengawetkan bahan makanan (Martin, 2012). Selain itu,
senyawa bioaktif pada tumbuhan diketahui memiliki peran
dalam mekanisme pertahanan terhadap mikroorganisme dan
serangga (Nurcahyanti et al., 2011). Polifenol merupakan
senyawa bioaktif pada tumbuhan yang memiliki beberapa
fungsi yaitu sebagai perlindungan terhadap mikroorganisme
dan serangga, antioksidan, bertanggung jawab pada
pembentukan  warna, dan beberapa  karakteristik
organoleptik pada makanan (Albuquerque et al., 2013).
Salah satu tumbuhan yang memiliki senyawa bioaktif
polifenol yang diduga memiliki aktivitas antioksidan dan
antibakteri adalah murbei.

Murbei (Morus alba L.) merupakan tanaman yang dapat
tumbuh secara liar di seluruh wilayah Indonesia (Sunanto,
2009). Daun murbei memiliki beberapa efek farmakologis
antara lain bersifat diuretik, antidemam dan antihipertensi

(Permadi, 2006). Kandungan senyawa aktif yang terdapat
pada murbei vyaitu alkaloida, flavonoida, dan polifenol
(Sunanto, 2009). Anita et al. (2014) menyatakan bahwa
ketiga senyawa tersebut dapat berperan sebagai antibakteri.
Penelitian sebelumnya telah dilakukan oleh Hastuti et al.
(2012) dan Musawwir (2014) yang menunjukkan bahwa
ekstrak daun murbei dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus, Shigella dysenteriae,
Salmonella thyphimurium, Salmonella pullorum, Salmonella
entertidis, Bacillus subtitis dan Bacillus cereus.

Daun murbei diduga juga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Bakteri ini
merupakan salah satu penyebab diare (Arisman, 2009),
dimana diare merupakan salah satu penyakit bawaan
makanan yang terjadi pada negara berkembang (WHO,
2005). Penyakit diare biasanya diatasi dengan menggunakan
antibiotik  sintetis.  Antibiotik adalah zat yang
menghancurkan atau menghalangi pertumbuhan
mikroorganisme penyebab penyakit. Penggunaan antibiotik
sintetis yang berlebihan dapat mengakibatkan resistensi
bakteri (Martin, 2012). Efek terapi yang ditimbulkan antara
lain efek samping, idiosinkrasi, alergi, fotosensitisasi, efek
toksik dan efek teratogenik (Syamsuni, 2006). Alternatif
untuk mengurangi konsumsi terhadap antibiotik sintetik
perlu dilakukan yaitu dengan mengonsumsi antibiotik alami
yang bersumber dari tumbuhan.

Daun murbei perlu dilakukan ekstraksi  untuk
memperoleh senyawa bioaktinya. Salah satu faktor yang
mempengaruhi ekstraksi adalah jenis dan sifat kepolaran
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pelarut. Jenis senyawa bioaktif yang terdapat pada daun
murbei merupakan senyawa polar sehingga perlu diekstrak
dengan menggunakan pelarut polar. Pelarut polar yang
dapat digunakan adalah etanol dan air (Susanti, 2009). Rasio
pelarut etanol dan air akan menentukan jumlah senyawa
bioaktif yang dihasilkan, sehingga penelitian ini perlu
dilakukan untuk mengetahui rasio perbandingan pelarut
etanol dan air yang digunakan untuk mengekstrak daun
murbei. Penggunaan pelarut yang paling efektif
mengekstrak senyawa bioaktif selanjutnya dimanfaatkan
sebagai antibakteri. Selain itu, kemampuan daya hambat zat
antibakteri dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak yang
digunakan. Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan
penelitian aktivitas antibakteri dengan berbagai konsentrasi
ekstrak daun murbei terhadap Escherichia coli.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan adalah daun murbei dari
Agrotechnopark Universitas Jember dan kultur bakteri
Escherichia coli JIM109 diperoleh dari koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Pangan Fakultas Teknologi Pertanian
Universitas Jember.
Penentuan Jenis Sampel Daun Murbei

Penelitian tahap pertama adalah penelitian pendahuluan
untuk menentukan jenis daun yang digunakan untuk
penelitian utama. Langkah awal yaitu penentuan jenis daun
murbei muda dan tua. Daun muda dan tua yang digunakan
adalah daun segar yang dipetik dari pohon murbei
selanjutnya diekstraksi dan dilakukan pengukuran nilai total
polifenol. Setelah mengetahui nilai total polifenol yang
lebih tinggi, maka akan dilakukan pengukuran nilai total
polifenol dengan membandingkan jenis sampel segar dan
kering. Daun segar merupakan daun langsung diekstraksi
dan pengukuran nilai total polifenol, sedangkan sampel
kering merupakan daun yang telah dikeringkan, diekstraksi
dan dilakukan pengukuran total polifenol. Sampel yang
memiliki nilai total polifenol tertinggi akan digunakan untuk
uji aktivitas antioksidan dan antibakteri.
Pembuatan Serbuk Ekstrak Daun Murbei

Daun murbei dilakukan pengeringan dengan oven pada
suhu 50 °C selama 24 jam. Daun yang sudah kering
dilakukan penghancuran menggunaan blender sehingga
diperoleh serbuk daun murbei. Serbuk daun murbei
dilakukan penimbangan sebanyak 25 gram dan dilakukan
penambahan pelarut dengan perbandingan (1:7,5) sehingga
didapat ekstrak. Pelarut yang digunakan adalah etanol dan
air dengan perbandingan etanol :air (0:100); (25:75);
(50:50); (75:25); dan (100:0) %. Selanjutnya dilakukan
ekstraksi dengan menggunakan shaker waterbath pada suhu
60 °C selama 24 jam. Ekstrak yang didapat kemudian
diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 60 °C hingga
volume 20 ml. Ekstrak pekat yang diperoleh dilakukan
pengeringan dengan menggunakan oven vakum pada suhu
50 °C selama 24 jam sehingga didapatkan serbuk ekstrak
daun murbei.
Total Polifenol

Pembuatan kurva standar asam galat pada konsentrasi
(0; 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000; 8000)uM, lalu diambil
0,04ml dalam 8 tabung reaksi berbeda dan masing-masing
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ditambahkan 0,8 ml reagen Follin Ciocalteu yang telah
diencerkan 10 kali.Kemudian divortex dan didiamkan
selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,8 ml larutan
Na,CO3 7% dan ditera dengan aquades (total volume 2 ml).
Kemudian tabung reaksi yang berisi larutan kurva standar
tersebut ditutup dengan aluminium foil dan didiamkan
ditempat gelap selama 2 jam, kemudian diukur absorbansi
pada 765 nm. Pengujian total polifenol sampel dengan
mengganti asam galat dengan laruran ekstrak sampel yang
dibuat pada FP 500.
Aktivitas Antioksidan

Serbuk ekstrak daun murbei sebanyak 0,04 gram
dilarutkan dalam 10 ml etanol. Sebanyak 0,1 ml sampel
yang telah diencerkan dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan 0,9 ml etanol dan 2 ml DPPH. Selanjutnya
divortex dan didiamkan selama 15 menit dengan ditutup
menggunakan alumunium foil dan ditempatkan di tempat
gelap. Setelah didiamkan selama 15 menit, diukur nilai
absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm. Blanko
dibuat dengan cara mengganti sampel dengan etanol dan
dilakukan dengan tahapan yang sama seperti pengukuran
sampel. Aktivitas antioksidan dihitung dengan rumus:
Aktivitas antioksidan (%) =

Abzorbansi blanko—abzorbaonsi sampsl

P — x 100 %
Abzorbansi blanko
Aktivitas Antibakteri (metode dilusi agar)

Pada tahap persiapan sampel, peralatan dan bahan
disterilisasi kecuali serbuk ekstrak daun murbei. Selanjutnya
pembuatan larutan uji yaitu pembuatan stok larutan ekstrak
daun murbei dengan cara melarutkan serbuk ekstrak dalam
aquades steril dengan konsentrasi 20%. Kemudian larutan
uji dibuat dalam berbagai konsentrasi 0 mg/ml; 3,85 mg/ml;
7,69 mg/ml; 15,38 mg/ml; 30,77 mg/ml. Setelah itu
dilakukan penambahan DMSO masing-masing sebanyak
20ul dan larutan fisiologis berturut-turut adalah 980ul,
930ul, 880ul, 780ul, 580ul, dan 180ul. Pada saat akan
dilakukan uji ditambah dengan media NA yang masih
hangat sebanyak 4 ml. Media ditunggu hingga memadat dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam, kemudian
dilakukan perhitungan terhadap jumlah bakteri dengan
colony counter.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan Jenis Sampel Daun Murbei

Jenis daun yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
daun murbei muda dan tua. Daun muda merupakan daun
yang dipetik bagian ujungnya pada urutan daun ujung
pertama hingga keempat, sedangkan daun tua merupakan
daun yang dipetik pada urutan ke-5 dari ujung daun hingga
daun ke-8, jenis daun ini dapat dilihat pada Gambar 1(a).
Sedangkan nilai total polifenol jenis daun murbei dapat
dilihat pada Gambae 1(b), Hasil nilai total polifenol pada
daun muda lebih tinggi daripada daun tua yakni daun muda
sebesar 27,45 mgGAE/ml dan daun tua sebesar 14,85
mgGAE/ml. Hasil ini menunjukkan bahwa daun murbei
dengan umur atau tingkat kematangan yang berbeda
memiliki kandungan total polifenol yang berbeda pula.
Histrogram nilai total polifenol dapat dilihat pada Gambar
1 (b).
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Gambar 1. (a) Jenis Daun Murbei (b) Total polifenol jenis
daun murbei

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis
daun memiliki senyawa bioaktif yang berbeda. Supriyanto
et al. (2014) menyatakan bahwa perbedaan tingkat
kematangan buah berpengaruh pada profil fenolik, biasanya
senyawa fenolik terkonsentrasi pada buah yang masih muda
daripada buah yang tua, kecuali antosianin. Hal ini mungkin
juga terjadi pada bagian tanaman lain seperti pada daun.
Menurut lzzren dan Fadzelly (2013), Nilai komponen
polifenol dan antioksidan menurun dengan meningkatnya
tahap kematangan daun. Kecenderungan ini mungkin
disebabkan oleh perubahan morfologi daun dengan usia dan
transportasi unik senyawa kimia dalam tanaman (Farhoosh
et al., 2007). Daun muda yang memiliki nilai total polifenol
lebih tinggi, kemudian dibandingkan antara sampel segar
dan kering. Histrogram nilai total polifenol jenis sampel
daun murbei muda segar dan kering dapat dilihat pada
Gambar 2.
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Gambar 2. Total polifenol jenis sampel daun murbei segar
dan kering

Histrogram menunjukan rata-rata nilai polifenol daun
murbei segar sebesar 24,59 mgGAE/ml dan daun murbei
kering sebesar 95,06 mgGAE/ml. Sampel daun murbei
kering memiliki nilai total polifenol yang lebih tinggi
dibandingkan sampel daun murbei segar. Rahmawati et al.
(2013), menyatakan bahwa pemanasan pada saat
pengeringan juga berfungsi untuk inaktivasi enzim polifenol
oksidase. Pernyataan ini juga didukung oleh pernyataan
Salamah dan Widyasari (2015), yang menyatakan bahwa
kandungan air yang tinggi dapat memicu reaksi enzimatik
yang dapat menguraikan zat aktif pada simplisia.
Berdasarkan hal ini, maka sampel yang digunakan untuk
penelitian selanjutnya adalah daun murbei muda kering.
Total Polifenol Ekstrak Daun Murbei

Total polifenol ditentukan menggunakan
spektrofotometer dengan membandingkan hasil absorbansi
terhadap kurva standar asam galat yang telah dibuat. Kurva
standar asam galat menghasilkan persamaan y = 0,0003x +
0,1358. Nilai total polifenol serbuk ekstrak daun murbei
berkisar antara 33,70 hingga 183,88 mg GAE/ml. Histogram
nilai total serbuk ekstrak daun murbei dapat dilihat pada
Gambar 3.
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Gambar 3. Total polifenol ekstrak daun murbei

Serbuk ekstrak daun murbei yang menggunakan pelarut
etanol dengan konsentrasi tertinggi memiliki nilai polifenol
tertinggi dan menurun seiring berkurangnya konsentrasi
pelarut etanol yang digunakan. Hal ini diduga etanol
merupakan pelarut yang dapat mengekstrak senyawa
polifenol secara lebih baik karena sifat kepolarannya.
Sebagai pelarut etanol juga mempunyai beberapa kelebihan
yakni relatif tidak bersifat racun, tidak eksplosif bila
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bercampur dengan udara, tidak korosif, absorbsinya baik,
panas yang diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit dan
mudah didapatkan (Lestari et al., 2015). Konstanta
dielektrikum etanol adalah 24,30 dan air sebesar 80,40,
dimana semakin tinggi konstanta dielektrikum maka
semakin polar sifat pelarut tersebut (Rafsanjani dan Putri,
2015). Pelarut etanol memiliki indeks polaritas 5,2 sehingga
dalam ekstraksi dapat meningkatkan permeabilitas dinding
sel simplisia sehingga proses ekstraksi menjadi lebih efisien
dalam menarik komponen polar hingga semi polar (Siedel,
2008). Menurut Septiana dan Asnani (2012), kadar total
fenol ekstrak air paling rendah dibandingkan lainnya karena
air merupakan pelarut yang paling polar sehingga
komponen yang bersifat polar lainnya seperti karbohidrat
ikut terkestrak dan menyebabkan total fenol per berat
sampel menjadi rendah.
Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Murbei

Persen penghambatan ekstrak daun murbei terhadap
DPPH sebesar 16,83% - 43,95%. Ekstrak daun murbei yang
menggunakan pelarut etanol dengan konsentrasi 100%
memiliki persen penghambatan terhadap DPPH yang paling
tinggi, sedangkan ekstrak dengan pelarut etanol 0%
memiliki aktivitas antioksidan terendah. Histogram aktivitas
antioksidan dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Aktivitas antioksidan serbuk ekstrak daun
murbei

Hal ini sesuai dengan kandungan polifenol yang
dihasilkan, bahwa senyawa polifenol memiliki aktivitas
antioksidan. Menurut (Suryanto et al., 2004), senyawa
fenolik pada tanaman seperti flavonoid, asam fenolat, dan
senyawa fenol lainnya yang memiliki aktivitas antioksidan
yang baik merupakan senyawa yang bersifat polar.
Alburquerque et al. (2013) menyatakan bahwa polifenol
sangat efektif sebagai antioksidan dengan mendonorkan
hidrogen. Dengan mendonorkan hidrogen maka aktivitas
antioksidan senyawa fenolik dapat dihasilkan pada reaksi
netralisasi radikal bebas yang mengawali proses oksidasi
atau pada penghentian reaksi radikal berantai yang terjadi
(Yuhernita dan Juniarti, 2011). Menurut Febrinda et al.
(2013), aktivitas antioksidan komponen polifenol ditandai
dengan aktivitas yang relatif tinggi sebagai donor hidrogen
atau elektron dan kemampuan dari turunan radikal polifenol
untuk menstabilkan dan memindahkan elektron yang tidak
berpasangan (fungsi pemutusan rantai), serta kemampuan
untuk mengkelat transisi logam.
Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Murbei

Berdasarkan hasil perhitungan kurva hubungan log
jumlah koloni Escherichia coli dengan konsentrasi ekstrak
daun murbei diperoleh persamaan y = -0,0875x + 8,5829.
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Kurva tersebut menunjukkan semakin besar konsentrasi
ekstrak menunjukkan semakin menurun log jumlah koloni
Escherichia coli. Nilai KHM yang diperoleh dari persamaan
tersebut yaitu sebesar 11,43 mg/ml yang berarti dengan
konsentrasi tersebut mampu menghambat lebih dari 90%
pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan nilai I1Cs, sebesar
3,44 mg/ml yang berarti dengan konsentrasi tersebut mampu
menghambat lebih dari 50% pertumbuhan bakteri
Escherichia coli. Kurva aktivitas antibakteri ekstrak daun
murbei terhadap Escherichia coli dapat dilihat pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Kurva aktivitas antibakteri ekstrak daun murbei
terhadap Escherichia coli

Senyawa aktif polifenol yang terdapat dalam ekstrak
daun murbei, diduga mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli. Mekanisme polifenol sebagai agen
antibakteri berperan sebagai toksin dalam protoplasma,
merusak dan menembus dinding sel serta mengendapkan
protein sel bakteri. Polifenol dapat menyebabkan kerusakan
pada sel bakteri, denaturasi protein, menginaktifkan enzim,
dan menyebabkan kebocoran sel (Rosidah et al., 2014).
Polifenol sebagai inhibitor enzim oleh senyawa yang
teroksidasi, melalui reaksi dengan grup sulfhidril atau
melalui interaksi non-spesifik dengan protein. Hambatan
pada enzim tersebut akan mengganggu fungsi enzim dan
substratnya. Apabila fungsi enzim dan substrat terganggu
lambat laun akan mengakibatkan kematian sel. Fenol
berikatan dengan protein melalui ikatan hidrogen sehingga
mengakibatan strutur protein menjadi rusak. Oleh karena
sebagian besar struktur dinding sel dan membran sitoplasma
bakteri mengandung protein dan lemak, sehingga fenol
diduga juga memiliki kemampuan untuk mendenaturasikan
protein dan membran sel bakteri. Ketidakstabilan dinding
sel dan membran sitoplasma bakteri menyebabkan fungsi
permeabilitas  selektif, fungsi  pengangkutan  aktif,
pengendalian susunan protein dari sel bakteri menjadi
terganggu (Fitrianti et al., 2011).

KESIMPULAN
Konsentrasi pelarut etanol yang sesuai untuk
mengekstrak daun murbei adalah etanol 100%. Nilai total
polifenolnya sebesar 183,88 mg GAE/ml dan aktivitas
antioksidan sebesar 43,95%. Nilai KHM penghambatan
terhadap Escherichia coli sebesar 11,43 mg/ml dan nilai
ICs sebesar 3,44 mg/ml.
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