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ABSTRAK

Permatasari, Chintya. 2021. Uji Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus serta Uji Toksisitas
Ekstrak Air Daun Kelor (Moringa oleifera L.) Hasil Sonikasi
Pembimbing I: Eny Yulianti, M.Si.; Pembimbing Il: Ahmad Hanapi,
M.Sc.; Konsultan: Rif’atul Mahmudah, M.Si.

Kata Kunci : Daun kelor, Sonikasi, Aktivitas antibakteri, Toksisitas.

Daun kelor (M. oleifera) merupakan salah satu bahan alam yang memiliki
senyawa aktif yang dapat berpotensi sebagai antibakteri. Pertumbuhan bakteri
patogen yang berlebihan dapat mengakibatkan penyakit berupa infeksi pada
tubuh. Bakteri E. coli dan S. aureus merupakan bakteri patogen apabila
pertumbuhan bakteri tersebut dalam tubuh berlebihan. Dampak negatif dari
pertumbuhan bakteri E. coli yang berlebihan yaitu infeksi saluran pencernaan
sedangkan bakteri S. aureus dapat menyebabkan infeksi kulit dan saluran
pernapasan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak daun
kelor terhadap bakteri E. coli dan S. aureus serta untuk mengetahui tingkat toksik
ekstrak daun kelor dari hasil uji antibakteri terbaik.

Ekstrak daun kelor didapat dengan ekstraksi sonikasi menggunakan pelarut
air dengan sampel yang berbeda yaitu sampel kering jemur dan kering angin.
Metode yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri yaitu metode difusi agar
pada masing-masing ekstrak menggunakan variasi konsentrasi ekstrak yang
berbeda yaitu 250, 500, 750, 1000, 1250 pg/ml. Selanjutnya dilakukan identifikasi
senyawa aktif dengan uji fitokimia serta uji toksisitas dengan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test) dari ekstrak daun kelor hasil uji antibakteri terbaik
terhadap larva udang Artemia salina Leach dengan variasi konsentrasi 25, 50,
100, 200, 400 ppm.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrrak sonikasi sampel kering jemur
menghasilkan rendemen tertinggi yaitu 40,48% sedangkan sampel kering angin
menghasilkan rendemen 30,36%. Selain itu, ekstrak sonikasi sampel kering jemur
juga menghasilkan aktivitas antibakteri tertinggi terhadap bakteri E. coli dan S.
aureus yaitu sebesar 5,75 mm dan 558 mm sedangkan sampel kering angin
menghasilkan aktivitas antibakteri sebesar 5,40 mm terhadap bakteri E. coli dan
terhadap bakteri S. aureus sebesar 4,85 mm. Hasil uji fitokimia menunjukkan
pada semua sampel ekstrak air daun kelor mengandung flavonoid, alkaloid,
saponin, dan triterpenoid. Pada hasil uji toksisitas dengan sampel terbaik uji
antibakteri yaitu sampel ekstrak sonikasi kering jemur menghasilkan nilai LCso
sebesar 183,115 ppm dimana nilai tersebut berpotensi sebagai antibakteri.
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ABSTRACT

Permatasari, Chintya. 2021. Antibacterial Activity Test Against Escherichia
coli and Staphylococcus aureus Bacteria and Toxicity Test of Moringa
oleifera Leaf Water Extract from Sonication Results
Supervisor I: Eny Yulianti, M.Si.; Supervisor Il: Ahmad Hanapi, M.Sc.;
Consultant: Rif’atul Mahmudah, M.Si.

Keywords : Moringa oleifera leaves, Sonication, Antibacterial Activity, Toxicity.

M. oleifera leaves are natural ingredients that have active compounds for
antibacterial potential. Excessive growth of pathogenic bacteria can cause disease
in the form of infection in the body. E. coli and S. aureus bacteria are pathogenic
when the bacteria grows in excess. The negative impact of the overgrowth of E.
coli bacteria is a digestive tract infection while S. aureus bacteria can cause skin
and respiratory infections. This study aims to determine the inhibition power of
M. oleifera leaf extract against E. coli and S. aureus bacteria and to determine the
toxic level of M. oleifera leaf extract from the best antibacterial test results.

M. oleifera leaf extract was obtained by sonication extraction using water
solvents with different samples, namely sun drying and wind drying samples. The
method used in the antibacterial activity test was the agar diffusion method for
each extract using different extract concentration of 250, 500, 750, 1000, 1250
pg/ml. Furthermore, the identification of active compounds was carried out using
phytochemical tests and toxicity tests using the BSLT (Brine Shrimp Lethality
Test) method from the best extract of the antibacterial test results against shrimp
larvae Artemia salina Leach with variation concentrations of 25, 50, 100, 200, 400
ppm.

The results showed that the sonication extraction of dried samples in the sun
produced the highest yield 40.48%, while the wind dry samples produced 30.36%
yields. In addition, the sonication extract of dried samples in the sun also
produced the highest antibacterial activity against E. coli and S. aureus by 5.75
mm and 5.58 mm, while wind dry samples produced antibacterial activity of 5.40
mm against E. coli bacteria and against S. aureus bacteria by 4.85 mm. The results
of the phytochemical test showed that all the water extract samples of Moringa
leaves contained flavonoids, alkaloids, saponins, and triterpenoids. In the results
of the toxicity test with the best extract of the antibacterial test is dried sonication
extract in the sun produced an LCsp value of 183.115 ppm where this value has
the potential as antibacterial.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan keadaan dimana mikroorganisme seperti bakteri, virus dan
jamur masuk ke dalam tubuh, berkembangbiak, dan menyebabkan penyakit
(Sugiharti, dkk., 2016). Bakteri patogen dalam tubuh yang beresiko menyebabkan
berbagai infeksi seperti infeksi saluran pencernaan, diare, dan infeksi kulit adalah
bakteri E. coli dan S. aureus (Sudarmi, dkk., 2017). Bakteri E. coli adalah bakteri
normal yang terdapat dalam usus sedangakan bakteri S. aureus merupakan bakteri
flora normal pada kulit dan selaput lendir manusia. Namun, apabila pertumbuhan
bakteri tersebut tidak normal atau berlebihan maka bakteri tersebut akan bersifat
patogen dan menimbulkan berbagi penyakit salah satunya infeksi (Dima, dkk.,
2016).

Bakteri E. coli dalam air mengindikasi kontaminan oleh feses yang
memungkinkan mengandung mikroorganisme patogen lain. Sedangkan dalam
saluran pencernaan menghasilkan enterotoksin yang menyebabkan diare (Fatiqin,
dkk., 2019). Bakteri S. aureus menjadi patogen apabila terjadi perubahan
kuantitas bakteri dan penurunan daya tahan tubuh. Infeksi memiliki cara
penularan yang berbeda-beda, seperti melalui makanan, air, dan udara. (Roni,
dkk., 2019). Bakteri E. coli dan S. aureus resisten terhadap beberapa antibiotik.
Namun, penggunaan antibiotik dalam jangka panjang dan dosis yang tidak tepat
dapat menyebabkan gangguan kinerja organ tubuh seperti jantung, ginjal, dan hati

(Munfaati, dkk., 2015). Oleh karena itu, perlu dikembangkan pengobatan



alternatif dengan bahan alam yang lebih efektif, efisien, dan aman dalam upaya
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus.

Manusia telah dikaruniai akal untuk berpikir dan mencari sesuatu yang belum
diketahui manfaat dan bahayanya, baik dalam makhluk hidup ataupun benda mati.
Allah SWT menciptakan segala sesuatu agar manusia dapat berpikir, seperti yang

dijelaskan dalam firman-Nya Surat Asy-Syu’ara’ (7),
- PTG . 1.°.J£i o & . o 3% [ o -~ o//z
a2 S 750 K Oe g Wil 28 (31 ) 1555 Al

Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(QS. Asy-Syu’ara’ : 7).

Ayat diatas menjelaskan bahwa semua yang ada di bumi diciptakan memiliki
tujuan. Sebagaimana Allah SWT menciptakan berbagai macam tanaman yang
memiliki banyak manfaat bagi manusia. Salah satu manfaat dari tanaman tersebut
yaitu memiliki khasiat sebagai obat berbagai penyakit. Berbagai tanaman yang
diciptakan di bumi memiliki khasiat yang berbeda-beda walaupun tumbuh ditanah
dan disiram dengan air yang sama, tergantung bagaimana manusia dapat
memanfaatkannya.

Salah satu bahan alam yang digunakan sebagai obat antibakteri yaitu tanaman
kelor (M. oleifera). Menurut Rizkayanti, dkk., (2017) daun kelor memiliki
manfaat sebagai antibakteri, antimikroba, dan antioksidan untuk mempercepat
penyembuhan berbagai penyakit. Dalam penelitian Pawaskar dan Sasangan (2017)
kandungan metabolit sekunder dalam daun kelor menunjukkan adanya tanin,

alkaloid, fenol dan flavonoid. Kandungan metabolit sekunder yang terdapat dalam



daun kelor memiliki aktivitas penghambatan pertumbuhan terhadap berbagai
patogen (llanko, dkk., 2019). Antibakteri adalah zat yang menekan pertumbuhan
atau reproduksi bahkan membunuh bakteri (Rollando, 2019). Ekstrak daun kelor
dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa, S. aureus dan B. subtilis
(Pandey, dkk., 2012). Daun kelor mempunyai aktivitas antibakteri dalam
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus (Dima, dkk., 2016).

Daun kelor memiliki zat fitokimia diantaranya tanin, steroid, triterpenoid,
flavonoid, saponin, alkaloid, dan gula pereduksi. Senyawa-senyawa tersebut
memiliki kemampuan sebagai obat, salah satunya antibakteri (Agustie dan
Samsumaharto, 2013). Hasil uji fitokimia terhadap ekstrak air, etanol, dan
kloroform daun kelor yang dilakukan oleh Vinoth, dkk., (2012) terbukti
mengandung senyawa antibakteri diantaranya flavonoid, saponin, tanin, terpenoid,
alkaloid, dan glikosida.

Pengeringan daun kelor dalam penelitian ini digunakan dua cara yaitu kering
jemur dan kering angin. Kualitas produk yang akan digunakan sangat dipengaruhi
proses pengeringan. Pengeringan dengan sinar matahari adalah proses
pengeringan yang ekonomis, mudah, dan membutuhkan waktu yang singkat
sedangkan pengeringan dengan angin selain proses pengeringan yang ekonomis
dan mudah juga menjaga senyawa bioaktif dalam simplisia (Widarta dan
Wiadnyani, 2019). Menurut Hasyim dan Hapzah (2019) preparasi daun kelor
dengan proses pengeringan dapat mempengaruhi kandungan gizinya, pengeringan
dengan menggunakan cahaya matahari dapat menurunkan kandungan mineral
daun kelor lebih tinggi dibanding pengeringan pada suhu ruang. Jumlah protein

yang mampu dipertahankan dengan pengeringan pada suhu ruang adalah sebesar



71,68%, sedangkan pengeringan dengan matahari mempertahankan protein
sebanyak 71,39%. Kandungan zat gizi pada ekstrak daun kelor lebih tinggi
dibandingkan daun kelor basah dan pada daun kelor akan mengalami peningkatan
kuantitas salah satunya vitamin C jika dikonsumsi setelah dikeringkan dan
dijadikan tepung (Rahayu dan Nurindahsari, 2019).

Metode ekstraksi simplisia daun kelor digunakan metode sonikasi. Menurut
Handayani, dkk., (2015) metode sonikasi merupakan metode yang menggunakan
gelombang ultrasonik dengan frekuensi lebih besar dari 16-20 kHz. Metode ini
memiliki kelebihan diantaranya lebih singkat dan meningkatkan jumlah rendemen
kasar. Metode sonikasi merupakan proses ekstraksi yang efisien dan efektif dan
memiliki kemampuan lebih cepat dalam proses ekstraksi dibandingkan dengan
metode maserasi dan soxhlet (Wahyuni dan Widjanarko, 2014). Pelarut yang
digunakan pada ekstraksi daun kelor digunakan pelarut air. Digunakan pelarut air
dalam ekstraksi daun kelor karena menurut Anwar, dkk., (2014) pemilihan pelarut
air sangat menguntungkan karena ekonomis, tidak berbahaya dan mudah
diperoleh, sehingga mudah diaplikasikan oleh masyarakat dan dapat diketahui
pemanfaatannya sebagai tanaman herbal.

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram. Metode
difusi cakram merupakan metode penentuan sensitivitas bakteri dengan suatu zat
tertentu yang memiliki kemungkinan menghambat aktivitas antibakteri dengan
menggunakan cakram kertas (Amalia, dkk., 2014). Menurut Prayoga (2013)
kelebihan metode ini yaitu tidak memerlukan peralatan khusus, mudah dilakukan,
dan relatif murah. Selanjutnya dilakukan pengukuran diameter zona hambat yang

berada di sekitar cakram kertas. Diameter zona hambat yang mengelilingi cakram



kertas adalah ukuran kekuatan hambatan agen mikroba terhadap bakteri uji
(Kandou dan Pandiangan, 2018). Berdasarkan penelitian yang dilakukan Adline
dan Devi (2014) uji aktivitas antibakteri ekstrak air daun kelor terhadap bakteri E.
coli dengan konsentrasi 20, 50, 75, dan 100 pg/ml menghasilkan zona hambat
berturut-turut 0,4 mm, 0,5 mm, 0,5 mm, dan 0,6 mm. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Vinoth, dkk., (2012) aktivitas antibakteri ekstrak air daun kelor
menggunakan metode maserasi menghasilkan zona hambat pada bakteri E. coli
sebesar 0 mm dan bakteri S. aureus sebesar 8 mm. Diameter zona hambat
terhadap bakteri sangat dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak sehingga semakin
besar zona hambat yang dihasilkan ekstrak maka kemampuan antibakterinya
semakin besar (Kurniawati, 2015).

Uji toksisitas dilakukan dengan menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test) menggunakan larva Artemia salina untuk diketahui tingkat
toksisitas ekstrak air daun kelor dari hasil uji antibakteri terbaik. Uji toksisitas
berhubungan dengan nilai LCso yang menunjukkan konsentrasi zat toksik yang
mengakibatkan kematian organisme sampai 50% (Agqiila, dkk., 2017). Menurut
Setyowati dan Cahyanto (2016) metode BSLT digunakan untuk mengetahui
aktivitas toksik dari ekstrak atau senyawa bahan alam menggunakan larva udang
Artemia salina sebagai hewan uji. Keuntungan dari metode BSLT yaitu mudah
dilakukan, tidak membutuhkan spesialisasi tertentu, relatif murah, dan mempunyai
hasil dengan tingkat kepercayaan tinggi sekitar 95% untuk mengamati aktivitas
toksik dari suatu senyawa di dalam ekstrak bahan alam. Hasil yang diharapkan
dalam uji toksisitas ekstrak air daun kelor ini yaitu LCso >30 - 200 ppm karena

menurut Petrina, dkk., (2017) pada range LCso>30 - 200 ppm ekstrak berpotensi



sebagai antibakteri. Dalam penelitian yang dilakukan Anwar, dkk., (2014) uji
toksisitas ekstrak daun kelor menggunakan pelarut aquades pada suhu kamar
menghasilkan LCso sebesar 265,977 ppm.

Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian tentang daun kelor sebagai zat
antibakteri perlu dilakukan karena sangat bermanfaat bagi kesehatan. Sehingga
peneliti ingin melakukan penelitian dengan metode ekstraksi sonikasi untuk
membandingkan dengan metode ekstraksi maserasi dan diamati kerja terbaik
dalam menghambat bakteri. Oleh karena itu, peneliti ingin melakukan penelitian
uji aktivitas antibakteri dari ekstrak air daun kelor menggunakan metode sonikasi
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus serta dilanjutkan uji toksisitas ekstrak daun
kelor dari hasil uji antibakteri terbaik untuk diketahui tingkat toksik ekstrak daun

kelor.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas rumusan masalah penelitian ini yaitu:
1. Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak air daun kelor terhadap bakteri E. coli
dan S. aureus dengan variasi preparasi sampel?
2. Bagaimana uji toksisitas ekstrak air daun kelor metode BSLT dari hasil uji

antibakteri terbaik?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang diatas tujuan penelitian ini yaitu:
1. Menentukan aktivitas antibakteri ekstrak air daun kelor terhadap bakteri E. coli

dan S. aureus dengan variasi preparasi sampel.



2. Menentukan tingkat toksik ekstrak air daun kelor dari hasil uji antibakteri

terbaik.

1.4 Batasan Penelitian
Batasan masalah dari penelitian ini yaitu:

1. Daun kelor (M. oleifera) yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari area
Kediri.

2. Variasi preparasi sampel digunakan pengeringan dengan angin dan dengan
sinar matahari yang masing-masing di ekstrak dengan metode sonikasi dan
maserasi.

3. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi daun kelor (M. oleifera) yaitu air.

4. Uji antibakteri dalam penelitian ini dilakukan dengan metode difusi cakram.

5. Uji toksisitas dalam penelitian ini dilakukan dengan metode BSLT (Brine

Shrimp Lethality Test) menggunakan larva Artemia salina Leach.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini yaitu:

1. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dalam menentukan
aktivitas antibakteri ekstrak air daun kelor hasil sonikasi terhadap bakteri E.
coli dan S. aureus dengan variasi preparasi sampel.

2. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dalam menentukan

tingkat toksik ekstrak air daun kelor dari hasil uji antibakteri terbaik.



BAB I1

KAJIAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Kelor (M. oleifera)
2.1.1 Deskripsi Tanaman Kelor (M. oleifera)

M. oleifera adalah salah satu pohon paling berguna di dunia, karena hampir
setiap bagian dari pohon dapat digunakan untuk makanan, obat-obatan dan
keperluan industri (Chukwuebuka, 2015). Tidak hanya tanaman kelor, semua
tanaman di dunia ini diciptakan karena memiliki alasan, seperti yang dijelaskan

dalam firman-Nya Surat Ar-Ra’d : 4,
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Artinya : “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan
kebun-kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon kurma yang bercabang dan
yang tidak bercabang, disirami dengan air yang sama, Kami melebihkan
sebagian tanaman-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah)
bagi kaum yang berfikir” (QS. Ar-Ra’d : 4).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa semua yang ada di bumi diciptakan memiliki
tujuan. Sebagaimana Allah SWT menciptakan berbagai macam tanaman yang

memiliki rasa yang berbeda-beda, baik manis, asam, maupun pahit. Namun dari

rasa tidak mempengaruhi khasiat yang dihasilkan dari tanaman tersebut. Seperti



tanaman yang terasa manis dapat merugikan bagi kesehatan manusia, tetapi ada
juga tanaman yang terasa asam dan pahit namun sangat bermanfaat bagi kesehatan
manusia. Salah satu manfaat dari tanaman tersebut yaitu digunakan sebagai obat
dari berbagai penyakit. Berbagai tanaman yang diciptakan di bumi memiliki
kelebihan yang berbeda, tergantung bagaimana manusia bisa memikirkan dan
memanfaatkannya dalam berbagai aspek.

M. oleifera termasuk dalam genus Moringa yang merupakan satu-satunya
genus dalam keluarga Moringaceae. Tanaman ini tumbuh paling baik di mana
suhu rata-rata harian maksimum dalam kisaran 25 sampai 35°C, meskipun dapat
bertahan hidup pada suhu musim panas hingga 48°C untuk periode waktu terbatas
dan dapat mentolerir embun beku di musim dingin (Chukwuebuka, 2015).
Tumbuh sampai ketinggian £1000 mdpl di dataran rendah maupun dataran tinggi
yang biasa digunakan sebagai tapal batas (Krisnadi, 2015). M. oleifera (umumnya
dikenal sebagai pohon lobak kuda, pohon stik drum, pohon kehidupan) adalah
pohon tahan kekeringan yang tumbuh cepat yang memiliki penanaman luas di
daerah tropis dan subtropis secara global. Hal ini sangat umum di daerah barat
laut India, dari mana ia diyakini berasal, meskipun telah dinaturalisasi di seluruh
dunia. Sebagian besar pohon dapat dimakan dan dikonsumsi sebagai sayuran

bergizi (llanko dkk., 2019).

2.1.2 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Kelor (M. oleifera)

M. oleifera dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Maizuwo, dkk., 2017) :
Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida
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Ordo : Brassicales
Family : Moringaceae
Genus : Moringa
Species : Moringa oleifera

M. oleifera adalah tanaman dengan tinggi maksimum 7 - 12 m dengan
diameter sekitar 20 - 40 cm. Tangkai daun panjang dengan 8-10 pasang pinnae,
masing-masing memiliki dua pasang selebaran elips dan satu selebaran hadir di
puncak yang panjangnya 1 - 2 cm (Amjad dkk., 2015). Tanaman kelor memiliki
batang yang tegak dengan warna putih kotor, permukaan kasar, dan memiliki
kecenderungan tumbuh lurus dan memanjang dengan arah cabang miring atau
tegak. Buah nya memiliki panjang sekitar 20 - 60 cm dengan biji berbentuk bulat

berwarna coklat kehitaman (Hidayat dan Napitupulu, 2015)

2.1.3 Kandungan Senyawa Daun Kelor (M. oleifera)

Setiap bagian dari tanaman kelor merupakan gudang nutrisi penting dan
antinutrien. Salah satu bagian tanaman kelor yang dimanfaatkan yaitu daun kelor.
Daun kelor kaya akan mineral seperti kalsium, kalium, magnesium, besi dan
tembaga. Vitamin seperti beta-karoten, vitamin A, vitamin B seperti asam folat,
piridoksin, asam nikotinat, serta vitamin C, D dan E. Kelor memiliki banyak
mineral yang penting untuk pertumbuhan dan perkembangan manusia
(Gopalakrishnan dkk., 2016). Menurut Rahayu dan Nurindahsari (2019)
kandungan zat gizi dalam daun kelor memiliki peran penting untuk tumbuh
kembang anak diantaranya protein, kalsium, dan vitamin A. Kandungan zat gizi
pada ekstrak daun kelor lebih tinggi dibandingkan daun kelor basah. Kandungan

gizi pada daun kelor akan mengalami peningkatan kuantitas salah satunya vitamin
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C jika dikonsumsi setelah dikeringkan dan dijadikan tepung (Rahayu dan

Nurindahsari, 2019).

Tabel 2.1 Penapisan Kualitatif Fitokimia Ekstrak Air Daun Kelor
No Fitokimia Ekstrak Air
Terpenoid -
Steroid dan Fitosterol -
Tanin
Alkaloid
Glikosida
Saponin
Fenol
Flavonoid
Gula reduksi
Sumber : Pawaskar dan Sasangan (2017)

=

OCOoO~NO O WwWwdN
+ + 4+ + + + +

Selain itu, daun kelor kaya akan senyawa bioaktif seperti minyak esensial,
saponin, dan tanin, yang hadir di berbagai bagian tanaman (Kholif dkk., 2018).
Menurut Abdallah (2016) daun kelor memiliki banyak metabolit sekunder
fitokimia yang memiliki sifat farmakologis yang baik seperti alkaloid, flavonoid,
dan saponin. Dalam penelitian Pawaskar dan Sasangan (2017) daun kelor
menunjukkan adanya tanin, alkaloid, glikosida, fenol dan flavonoid. Kehadiran
gula pereduksi dicatat dalam ekstrak metanol dan air dan keberadaan saponin

hanya dicatat dalam ekstrak air tanaman.

2.1.4 Manfaat Daun Kelor (M. oleifera)

M. oleifera Lam. adalah sumber protein dengan profil asam lemak dan asam
amino yang sangat baik. Selain itu, M. oleifera kaya akan senyawa bioaktif seperti
minyak esensial, saponin, dan tanin, yang hadir di berbagai bagian tanaman.

Senyawa ini sering memiliki beberapa sifat antimikroba (Kholif, dkk., 2018).
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Bagian tanaman M. oleifera seperti daun, bunga, kulit kayu, akar dan biji
mengandung berbagai molekul aktif biologis. Molekul yang aktif secara biologis
ini dapat mengobati berbagai penyakit seperti kandung kemih histeria, kudis luka,

masalah prostat, dan penyakit terkait kulit lainnya.

Gambar 2.1 Daun Kelor (Chukwuebuka, 2015)

Fitokimia yang ada pada tanaman M. oleifera menunjukkan berbagai
aktivitas seperti antimikroba, antiinflamasi, antidislipidemia (Rajendran, dkk.,
2019). Daun, buah, biji, bunga, kulit kayu dan getah juga dimasukkan ke dalam
beberapa sistem pengobatan tradisional dan beberapa studi antimikroba telah
melaporkan aktivitas penghambatan pertumbuhan untuk berbagai bagian daun
kelor terhadap berbagai patogen (llanko, dkk., 2019). Berbagai bagian tanaman
kelor digunakan sebagai antibakteri, antijamur, antitumor, antipiretik, antiepilepsi,
antiinflamasi, diuretik, antihipertensi, antioksidan, antidiabetik, menurunkan
kolesterol serta stimulan jantung dan peredaran darah. Daun kelor memiliki
manfaat sebagai antibakteri, antimikroba, antioksidan untuk mempercepat
penyembuhan berbagai penyakit seperti radang, flu dan pilek, cacingan, tiroid,

bronchitis, dan kanker (Rizkayanti, dkk., 2017).

2.2 Pengeringan Simplisia
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Pengeringan merupakan proses pemisahan air atau pengeluaran air dalam
jumlah yang relatif kecil dari bahan menggunakan energi panas. Pembuatan
simplisia yang melewati tahap pengeringan bertujuan untuk mendapatkan
simplisia yang tidak mudah rusak dan basi sehingga dapat disimpan dalam jangka
waktu yang lama. Mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik dapat
mencegah kerusakan atau penurunan mutu simplisia karena air yang tersisa dalam
simplisia pada kadar tertentu dapat menjadi media pertumbuhan jasad renik dan
kapang. Enzim tertentu dalam sel masih dapat bekerja menguraikan senyawa aktif
setelah sel mati dan selama bahan simplisia masih mengandung air dengan kadar
tertentu (Utomo, dkk., 2009).

Pengeringan simplisia tanaman dapat dilakukan dengan dua cara yaitu
pengeringan buatan dan pengeringan alamiah. Pengeringan buatan dilakukan
menggunakan lemari pengering atau oven sedangkan pengeringan alamiah
dikelompokkan menjadi pengeringan dengan sinar matahari langsung dan sinar
matahari tidak langsung, dengan menutup menggukan kain hitam diatas bahan
yang akan dikeringkan (Utomo, dkk., 2009). Menurut Manoi (2015) terdapat
beberapa cara pengeringan yang dilakukan untuk menghasilkan simplisia
tanaman, seperti pengeringan dengan matahari, oven, atau diangin-anginkan.
Kandungan bahan aktif yang terdapat dalam tanaman sangat dipengaruhi proses
pengeringan. Setiap jenis tanaman memiliki respon yang berbeda, beberapa
tanaman peka terhadap suhu yang terlalu tinggi dan penyinaran matahari secara
langsung. Pengeringan yang tepat akan menghasilkan mutu simplisia yang tahan

lama serta tidak terjadi perubahan bahan aktif yang dikandungnya. Pada penelitian
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ini digunakan pengeringan dengan matahari (jemur) dan pengeringan dengan

angin.

2.3 Ekstraksi Daun Kelor (M. oleifera)

Ekstraksi adalah proses penarikan atau pemisahan komponen aktif yang ada
dalam tanaman menggunakan pelarut yang sesuai dengan kelarutan komponen
aktifnya. Metode ekstraksi dipilih berdasarkan sifat bahan dan senyawa yang akan
diambil (Satuhu dan Yulianti, 2012). Faktor—faktor yang mempengaruhi laju
ekstraksi yaitu tipe persiapan sampel, jumlah sampel, waktu ekstraksi, jenis
pelarut, dan suhu. Selama proses ekstraksi, bahan aktif akan terlarut oleh zat
penyari yang sesuai sifat kepolarannya (Amelinda, dkk., 2018). Dalam penelitian
ini digunakan ekstraksi sonikasi serta ekstraksi maserasi sebagai pembanding
untuk mengekstrak daun kelor dengan tujuan mengambil komponen kimia yang

ada dalam daun kelor dan uji aktivitas antibakteri.

2.3.1 Ekstraksi Sonikasi

Sonikasi adalah alat yang menggunakan energi suara untuk proses
pengadukan partikel pada suatu sampel. Sonikasi menggunakan energi suara
untuk menggerakkan partikel dalam suatu sampel, seperti ekstraksi beberapa
senyawa dari tanaman, mikroalga dan rumput laut. Selain itu, sonikasi digunakan
untuk mempercepat proses pelarutan materi dengan prinsip pemecahan reaksi
intermolekuler, sehingga terbentuk suatu partikel yang berukuran nano. Sonikasi
merupakan pemberian perlakuan ultrasonik suatu bahan pada kondisi tertentu,
sehingga menyebabkan bahan tersebut mengalami reaksi kimia. Prosesnya dengan

menggunakan gelombang ultrasonik pada rentang frekuensi 20 KHz-10 MHz atau

disebut dengan istilah ultrasonikasi. Metode sonikasi mampu meningkatkan hasil
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komponen yang diekstraksi, meningkatkan laju ekstraksi, mencapai pengurangan
waktu ekstraksi. Sonikasi melibatkan getaran mekanis yang merupakan
gelombang suara dengan frekuensi tinggi. (Salehan, dkk., 2016).

Ekstraksi sonikasi memiliki kelebihan dibandingkan dengan ekstraksi
konvensional atau maserasi karena membutuhkan waktu yang singkat, laju
perpindahan masa lebih cepat dan meningkatkan penetrasi dari cairan menuju
dinding sel (Januarti, dkk., 2017). Menurut hasil penelitian Sondari, dkk., (2018),
rendemen dengan metode sonikasi lebih tinggi daripada ekstraksi sokletasi, hal ini
disebabkan efek gelombang ultrasonik melepaskan energi kalor sehingga terjadi
pemanasan yang mengakibatkan suhu meningkat dan gerakan mekanik antarmuka
zat padat dan zat cair, sehingga mempercepat laju perpindahan massa-nya.
Kondisi proses seperti waktu sonikasi dan jenis pelarut yang tepat serta besarnya
intensitas dan frekuensi ultrasonik, akan menghasilkan ekstrak dengan rendemen

tinggi dan senyawa yang lebih selektif.

2.3.2 Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan proses ekstraksi simplisia yang dilakukan dengan
menggunakan pelarut. Maserasi bertujuan untuk mendapatkan zat - zat yang
terkandung di dalam bahan (Dewi, dkk., 2016). Prinsip dari metode maserasi yaitu
pelarut akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif sehingga zat aktif pada sampel dapat terekstrak dengan cara
merendam bubuk simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu pada temperatur
ruang (Tantrayana dan Zubaidah, 2015).

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan.

Metode maserasi banyak digunakan untuk skala kecil maupun skala industri.
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Metode ini dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat
termolabil. Maserasi dilakukan dengan memasukkan bubuk tanaman dan pelarut
yang sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar (Amelinda,
dkk., 2018). Proses ekstraksi dengan teknik maserasi dilakukan dengan
pengocokan atau pengadukan pada suhu ruang. Maserasi mudah dan tidak perlu
pemanasan sehingga kecil kemungkinan bahan alam menjadi rusak atau terurai.
Pemilihan pelarut berdasarkan kelarutan dan polaritasnya memudahkan
pemisahan bahan alam dalam sampel. Pengerjaan metode maserasi yang lama dan
dalam keadaan diam selama maserasi memungkinkan banyak senyawa yang akan

terekstrak (Susanty dan Bachmid, 2016).

2.4 Antibakteri

Bakteri merupakan sel prokariotik yang khas, tipe sel uniseluler dan tidak
terdapat membaran inti. Bentuk dasar bakteri digolongkan menjadi beberapa
yaitu, bola, spiral, dan batang, umumnya memiliki diameter sekitar 0,5 — 1,0 um
dan panjang 1,5 — 2,5 um. Berdasarkan struktur dinding selnya, bakteri dibedakan
menjadi dua jenis yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Untuk
mencegah tumbuh dan berkembangnya bakteri maka dibutuhkan senyawa atau
substansi antibakteri untuk menghambat suatu bakteri patogen dapat tumbuh dan
berkembang. Antibakteri adalah substansi yang dihasilkan suatu organisme, yang
memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh

mikroorganisme lain (Bota, dkk., 2015).

2.4.1 Mekanisme Kerja Senyawa Antibakteri
Mekanisme kerja antibakteri dibedakan menjadi dua yaitu, bakterisida yang

memiliki sifat membunuh bakteri dan bakteriostatika yang memiliki sifat
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menghambat bakteri. Mekanisme Kkerja antibakteri adalah sebagai berikut

(Rollando, 2019) :

1. Merusak sel, struktur dari sel dirusak dengan cara menghambat proses
pembentukan atau setelah proses pembentukan dinding sel.

2. Mengubah permeabilitas sel, apabila membran sitoplasma mengalami
kerusakan maka akan menghambat pertumbuhan suatu sel karena fungsi dari
membran sitoplasma adalah untuk mempertahankan bagian-bagian tertentu sel
dan membentuk integritas komponen selular serta mengatur aktivitas difusi
bahan penting.

3. Menghambat kerja enzim, apabila kerja enzim dihambat makan menyebabkan
aktivitas sel tidak berjalan normal seperti aktivitas sintesis akan terganggu.

4. Menghambat sintesis protein dan asam nukleat, apabila kerja DNA dan RNA
terhambat dapat mengakibatkan kerusakan pada sel karena DNA dan RNA
memiliki peran penting dalam pembentukan sel bakteri.

5. Mengubah molekul protein dan asam nukleat, sel hidup tergantung pada
molekul protein dan asam nukleat yang terpelihara dalam keadaan alamiahnya.
Antibakteri mengubah dengan mendenaturasi protein dan asam nukleat
sehingga sel mengalami kerusakan secara permanen.

Struktur sel bakteri adalah target utama dalam mekanisme kerja antibakteri.
Mekanisme kerja antibakteri singkatnya akan menyerang membran sitoplasma,
sehingga kehilangan kestabilan pada proton, elektron dan koagulasi pada
komponen penyusun sel. Ketidakstabilan dinding sel dan membran sitoplasma
mengakibatkan pengendalian susunan sel, fungsi permeabilitas selektif, dan fungsi

pengangkutan aktif bakteri menjadi terganggu. Gangguan sitoplasma bakteri
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mengakibatkan lolosnya makromolekul dan ion suatu sel sehingga sel bakteri

menjadi kehilangan bentuk dan terjadi lisis (Sasongko, dkk., 2014).

2.4.2 Uji Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri ditentukan cara kerja bakteri baik bakterisida atau
bakteriostatik, dan juga ditentukan oleh konsentrasi minimum untuk inhibisi
(KMI) serta potensi pada KMI. Pada percobaan in vitro dengan lempeng agar
dapat dilihat atau luas diameter hambatan pertumbuhan bakteri di sekeliling
antibiotik. Apabila antibiotik pada kadar yang rendah menghasilkan diameter
hambatan yang luas di sekeliling antibiotik, maka antibiotik tersebut berpotensi
tinggi dalam menghambat bakteri uji yang digunakan (Anastasia, 2010).

Uji antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi. Metode ini
merupakan metode yang digunakan untuk menguji daya antibakteri berdasarkan
berdifusinya zat antibakteri pada media padat dengan dilakukan pengamatan pada
daerah pertumbuhan bakteri (Rollando, 2019). Metode Cakram (Disc) / Kirby
Bauer merupakan penentuan sensivitas bakteri dengan suatu zat tertentu yang
memiliki kemungkinan menghambat aktivitas antibakteri dengan menggunakan
cakram kertas (Amalia, dkk., 2014). Metode difusi agar yaitu metode difusi
dengan cakram kertas pada beberapa konsentrasi ekstrak yang digunakan (Kandou
dan Pandiangan, 2018). Pada cara ini kertas cakram digunakan untuk menampung
zat antimikroba yang diletakkan pada lempeng agar yang telah diinokulasi bakteri
uji kemudian diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu sesuai kondisi optimum
bakteri uji. Hasil pengamatan berupa ada atau tidaknya zona hambat bakteri uji
disekeliling kertas cakram. Kelebihan metode ini vyaitu tidak memerlukan

peralatan khusus, mudah dilakukan, dan relatif murah (Prayoga, 2013).
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Kontrol positif yang digunakan yaitu antibiotik Doxycycline. Menurut
Krisnaningsih, dkk., (2005) Mekanisme Doxycycline resisten terhadap bakteri E.
coli dengan berkurangnya akumulasi antimikrobial dalam sel karena bakteri
menurunkan permeabilitas sel dan menghambat sintesis protein dengan cara
berikatan pada bagian 16s subunit ribosomal 30s sehingga mencegah aminoasil-
tRNA terikat pada situs aktif. Doxycycline adalah semi sintetik bakteriostatik dan
antibiotik yang memiliki spektrum luas terhadap bakteri aerob maupun anaerob
Gram negatif dan Gram positif, dan beberapa protozoa. Aktivitas antimikroba in-
vitro dari Doxycycline lebih efektif daripada tetrasiklin lain untuk pengobatan
penyakit pernapasan, saluran kemih dan saluran pencernaan (Soliman, dkk.,
2015). Sedangkan kontrol negatif digunakan DMSO (Dimetil Sulfoksida) karena
tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Menurut Amalia, dkk., (2014)
kontrol negatif DMSO dengan berbagai konsentrasi terbukti tidak memiliki
aktivitas antibakteri, sehingga dapat dipastikan aktivitas antibakteri yang
dihasilkan murni dari ekstrak tanpa pengaruh dari pelarutnya.

Zona hambat adalah tempat pertumbuhan bakteri yang terhambat
menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri di daerah tersebut. Zona hambat
terbentuk karena ekstrak bahan alam yang mengandung senyawa metabolit
sekunder yang memiliki sifat antibakteri (Septiana dan Sopyan, 2016). Daya
hambat ekstrak ditunjukkan dengan ada atau tidaknya zona bening di sekitar
cakram Kkertas. Zona bening tersebut merupakan daerah difusi ekstrak yang
mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Kekuatan zat antibakteri dari ekstrak yang

digunakan dilihat dari besar diameter zona hambat yang terbentuk. Penggolongan
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kekuatan antibakteri dilihat berdasarkan diameter yang diperoleh pada zona

hambat di daerah sekitar kertas cakram (Oroh, dkk., 2015).

Tabel 2.2 Kategori Zona Hambat

Diameter Zona Hambat (mm) Kategori
<5 Lemah
5-10 Sedang
10-20 Kuat
>20 Sangat Kuat

Sumber : Oroh, dkk., (2015)

2.5 Bakteri E. coli

Bakteri E. coli merupakan salah satu jenis bakteri yang sering dibicarakan. E.
coli merupakan jenis spesies utama bakteri gram negatif yang banyak ditemukan
di dalam usus halus manusia sebagai flora normal. Namun, apabila kesehatan
menurun bakteri ini akan bersifat patogen terutama akibat toksin yang dihasilkan
(Bota, dkk., 2015). E. coli di alam terbuka hidup di dalam tanah. Apabila terjadi
pencemaran, umumnya pencemar organik yang ditandai dengan nilai BOD tinggi,
sehingga tanah menjadi media pertumbuhan yang baik untuk bakteri E. coli dan
mengakibatkan meningkatnya konsentrasi bakteri E. coli dalam tanah
(Sutiknowati, 2016).

Saat hujan turun atau salju mencair, semakin banyak bakteri E. coli yang
terbawa oleh air tanah masuk ke sungai menyebabkan konsentrasi E. coli akan

terdeteksi tinggi di air tanah dan sungai sehingga mengindikasikan terjadinya
pencemaran tanah. Bakteri ini dapat dibunuh dengan sinar Ultraviolet (UV),

antiobiotik, atau suhu tinggi >1000°C. Pada suhu tinggi dapat merusak protein
dalam sel sehingga bakteri tersebut tidak dapat hidup kembali. (Sutiknowati,

2016).
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2.5.1 Klasifikasi dan Morfologi E. coli
Bakteri E. coli pertama kali ditemukan oleh Theodor Escherich pada tahun
1885 dan diberi nama E. coli sesuai dengan nama penemunya. Bakteri E. coli

dapat diklasifikasikan (Sutiknowati, 2016) :

Kingdom : Eubacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Species : Escherichia coli

Gambar 2.2 Bakteri E. coli (Bota, dkk., 2015)

Bakteri E. coli merupakan bakteri berbentuk batang yang memiliki diamater
sekitar 0.5 um dan panjang sekitar 2 um. Memiliki volume sel bakteri berkisar 0,6
sampai 0,7 m®. Bakteri ini dapat hidup pada rentang suhu 20 - 40°C dan tergolong
bakteri gram negatif (Sutiknowati, 2016). Bakteri E. coli merupakan kuman tidak
berkapsul dan dapat bergerak aktif. E. coli secara normal ditemukan dalam alat
pencernaan manusia. Suhu optimum untuk pertumbuhan bakteri E. coli yaitu

37°C. (Hermina, dkk., 2018).
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E. coli membutuhkan nutrisi tidak jauh berbeda dengan nutrisi yang
dibutuhkan manusia, yaitu protein, gula, dan lemak. Bakteri ini tidak dapat
mengkonsumsi karbohidrat rantai panjang dan juga tidak dapat melakukan
fotosintesis. Bakteri E. coli merupakan bakteri heterotrof yang tergantung pada
molekul-molekul organik sederhana seperti protein, gula, dan asam organik.
Namun, bakteri E. coli memiliki kelebihan dapat mencerna garam anorganik
(amonium sulfat) dan asam organik (asetat) sebagai sumber nutrisi karbon dan
nitrogen. Sehingga E. coli dapat bertahan hidup di tanah karena adanya molekul-
molekul tersebut yang mungkin dihasilkan oleh mikroorganisme lain dalam tanah

(Sutiknowati, 2016).

2.5.2 Patogenitas E. coli

Jenis bakteri ini pada umumnya tidak membahayakan namun beberapa jenis
diantaranya bersifat patogen dan menyebabkan diare. Pencegahan infeksi
dilakukan dengan memasak makanan menggunakan cara yang benar dan baik,
menjaga kebersihan dan sanitasi, serta mencegah air dari kontaminasi tinja
(Hermina, dkk., 2018). Jika bakteri E. coli menjalar ke sistem atau organ tubuh
yang lain akan menyebabkan infeksi. Contohnya, ketika bakteri E. coli masuk ke
dalam saluran kencing akan mengakibatkan infeksi pada saluran kencing atau
kemih. Bakteri E. coli dengan jenis yang berbahaya adalah tipe O157:H7, karena
bakteri E. coli jenis ini dapat bertahan hidup pada suhu yang sangat rendah dan
asam (Sutiknowati, 2016).

Bakteri E. coli adalah bakteri normal yang dapat ditemukan dalam usus,
selain di usus besar bakteri ini terdapat di alam (Dima, dkk., 2016). E. coli adalah

bakteri penyebab diare pada bayi, terutama di negara berkembang. Mekanisme
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infeksi bakteri adalah dengan cara melekatkan dirinya pada sel mukosa usus kecil
dan membentuk filamentous actin pedestal sehingga menyebabkan diare cair yang
dapat sembuh dengan sendirinya atau juga dapat berlanjut menjadi kronis
(Suhartini, 2017). Selain itu, bakteri E. coli dapat mengakibatkan penyakit seperti
meningitis serta infeksi saluran kemih pada bayi yang baru lahir (Bota, dkk.,
2015). Bakteri E. coli dapat menyebabkan berbagai penyakit tergantung tempat

infeksinya, contohnya infeksi saluran kemih (ISK) dan diare.

2.6 Bakteri S. aureus

Bakteri S. aureus merupakan jenis bakteri yang tidak berspora, tidak
bergerak, termasuk bakteri gram positif dan tersusun dalam sebuah kelompok.
Pembentukan kelompok ini disebabkan oleh pembelahan sel-sel anaknya yang
cenderung tetap berada di dekat sel induknya. Bakteri S. aureus merupakan
bakteri penyebab penyakit maupun sebagai infeksi yang berkembang di
lingkungan rumah sakit (nosokomial). Koloni S. aureus tidak bergejala dan hidup
secara komensal pada hidung manusia. Bakteri ini dapat menyebabkan penyakit
karena kemampuannya melakukan pembelahan, dan menyebar luas ke dalam
jaringan serta mampu memproduksi bahan ekstra seluler seperti eksotoksin,
katalase, lekosidin, koagulase, toksin eksfoliatif, enterotoksin, dan Toksin

Sindroma Syok Toksik (Toxic Shock Syndrome Toxin) (Juliantina, dkk., 2009).
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Gambar 2.3 Bakteri S. aureus (Bota, dkk., 2015)

S. aureus merupakan bakteri yang bersifat anaerob fakultatif (Amalia, dkk.,
2018). Bakteri ini terlihat seperti buah anggur yang mempunyai gugus-gugus. S.
aureus merupakan flora normal pada saluran pencernaan, saluran pernafasan, dan
kulit pada manusia (Suhartini, 2017). Umumnya S. aureus dapat tumbuh pada
medium-medium yang biasa dipakai di laboratorium bakteriologi, misalnya media
agar darah dan Nutrient Agar plate. Selain asam amino atau protein, bakteri S.
aureus juga memerlukan vitamin diantaranya biotin, asam nikotinat dan, threonin

(Woelansari, dkk., 2016).

2.6.1 Klasifikasi dan Morfologi S. aureus

Bakteri S. aureus dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Amalia, dkk.,

2018):

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Staphylococcaceae

Genus . Staphylococcus
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Spesies : Staphylococcus aureus

Bakteri S. aureus tidak bergerak dan tidak dapat membentuk spora. Akibat
pengaruh antibiotik seperti penisilin, S. aureus dapat dilisiskan. Bakteri S. aureus
merupakan bakteri berbentuk bola dengan garis tengah sekitar 1 pum dan tersusun
seperti kelompok-kelompok tak beraturan (Woelansari, dkk., 2016). Bakteri S.
aureus berbentuk meluas, bulat atau lonjong, dan memiliki koloni berwarna
kuning keemasan nampak seperti hemolisis ketika tumbuh diatas agar darah
(Amalia, dkk., 2018). Suhu optimal untuk membiakkan bakteri ini sekitar 28°C -
38°C. Apabila bakteri S. aureus diisolasi dari seorang penderita, suhu optimal
adalah 37°C, sedangkan pH optimal pertumbuhan bakteri S. aureus adalah 7,4

(Woelansari, dkk., 2016).

2.6.2 Patogenitas S. aureus

Bakteri S. aureus merupakan bakteri flora normal pada kulit dan selaput
lendir manusia. Bakteri ini dapat menjadi penyebab infeksi pada manusia maupun
pada hewan. Bakteri S. aureus dapat mengakibatkan infeksi kulit atau luka pada
organ tubuh apabila bakteri ini dalam keadaan tidak normal dan mengalahkan
mekanisme pertahanan tubuh. Saat bakteri ini masuk ke dalam peredaran darah
akan menyebar ke organ lain dan meyebabkan infeksi (Bota, dkk., 2015). S.
aureus merupakan bakteri penyebab terjadinya infeksi yang bersifat piogenik.
Bakteri ini masuk ke dalam kulit melalui muara kelenjar keringat, folikel-folikel
rambut, dan luka kecil (Suhartini, 2017).

Patogenitas bakteri S. aureus berasal dari gabungan berbagai macam

metabolit yang dihasilkan bakteri tersebut. Semua jaringan atau organ tubuh dapat
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terinfeksi bakteri ini, ditandai dengan pembentukan abses, peradangan setempat,
dan nekrosis. Bakteri ini merupakan patogen utama pada manusia karena dapat
mengakibatkan infeksi kulit dan keracunan makanan (Rollando, 2019). Beberapa
tipe infeksi yang disebabkan oleh bakteri S. aureus yaitu infeksi kulit ringan
seperti jerawat dan bisul, keracunan, sampai dengan infeksi berat seperti

pneumonia, meningitis, mastitis, danosteomielitis (Bota, dkk., 2015).

2.7 Toksisitas
2.7.1 Larva Udang Artemia salina Leach

Artemia salina Leach merupakan organisme yang sesuai untuk mengetahui
bioaktivitas senyawa melalui uji toksisitas. Udang laut adalah spesies perairan
sejenis dengan udang primitif. Udang laut ini ditemukan di Lymington, England
pada tahun 1755. Artemia dapat ditemukan di pedalaman danau air asin di seluruh

dunia. Artemia salina dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Surya, 2018):

Kerajaan : Animalia

Divisi . Arthropoda

Kelas : Branchiopoda
Bangsa . Anostraca

Suku . Artemiidae

Marga . Artemia L.

Jenis : Artemia salina Leach

Artemia yang banyak dikembangkan yaitu dari spesies Artemia salina
Leach. Bentuk telur Artemia salina bulat penuh dalam keadaan basah dan bulat
berlekuk dalam keadaan kering. Memiliki warna coklat yang dilindungi oleh

cangkang yang kuat dan tebal. Cangkang berfungsi untuk melindungi embrio
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terhadap pengaruh sinar ultraviolet, benturan Kkeras, kekeringan, dan
mempermudah pengapungan. Pembiakan Artemia salina dilakukan dengan dua
cara yaitu berkembangbiak tanpa perkawinan dan proses perkawinan antara
Artemia salina betina dan jantan. Telur dari Artemia salina apabila terpapar sinar
matahari atau berada pada suhu sekitar 26 - 28°C akan menetas setelah 24 - 48
jam tergantung pada kondisi lingkungan, selain itu telurnya juga dapat
mengadsorbsi air. Artemia salina yang baru menetas disebut dengan naupli (larva)
memiliki ukuran sekitar 0,25 mm (0,01 inci) (Surya, 2018).

Artemia salina diperdagangkan dalam bentuk telur istirahat biasa disebut
dengan kista yang memiliki bentuk bulatan kecil berdiameter sekitar 300 mikron
dengan warna kelabu kecoklatan. Artemia salina mengalami masa pubertas
selama 8 - 14 hari dan dapat hidup selama 4 - 5 minggu tergantung pada
konsentrasi garam, apabila konsentrasi garam terlalu tinggi maka waktu hidup
Artemia salina akan berkurang. Media pertumbuhan yang baik untuk Artemia

salina yaitu air laut (Surya, 2018).

Gambar 2.4 Larva Udang Artemia salina Leach (Surya, 2018)

Makanan yang dapat diberikan dalam pemeliharaan Artemia salina yaitu

tepung kedelai, katul, tepung beras, tepung terigu, padi, dan ragi karena Artemia
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salina hanya dapat menelan makanan dengan ukuran kurang dari 50 mikron.
Apabila makanan lebih besar dari 50 mikron maka makanan tersebut tidak dapat
tertelan karena Artemia salina memakan makanan dengan menelannya bulat—bulat
(Surya, 2018). Artemia salina pada fase naupli atau tahap larva sering
dimanfaatkan sebagai hewan uji toksisitas terhadap ekstrak berbagai tanaman, hal
ini dikarenakan Artemia salina pada tahap naupli sangat mirip dengan sel kanker
manusia. DNA-dependent RNA polymerase yang dimiliki Artemia salina mirip

dengan DNA-dependent RNA polymerase pada mamalia (Aqiila, dkk., 2017).

2.7.2 Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu metode yang
menggunakan larva udang Artemia salina sebagai hewan uji. Metode tersebut
merupakan metode yang banyak digunakan untuk uji toksisitas (Surya, 2018).
Metode BSLT juga digunakan untuk mengetahui aktivitas toksik dari ekstrak atau
senyawa bahan alam. Keuntungan dari metode BSLT yaitu mudah dilakukan,
tidak membutuhkan spesialisasi tertentu, relatif murah, dan mempunyai hasil
dengan tingkat kepercayaan tinggi sekitar 95% untuk mengamati aktivitas toksik
dari suatu senyawa di dalam ekstrak bahan alam (Setyowati dan Cahyanto, 2016).

Aktivitas toksik dapat diketahui dari jumlah kematian larva Artemia salina
akibat pengaruh senyawa bahan alam atau ekstrak pada konsentrasi yang
diberikan. Parameter yang diamati yaitu mortalitas larva Artemia salina dan nilai
LCso atau Lethal Concentration 50. LCso merupakan nilai yang menunjukkan
konsentrasi zat toksik yang mengakibatkan kematian organisme sampai 50%.
Nilai LCso >1000 mg/L adalah tidak toksik, nilai LCso < 1000 mg/L adalah toksik

dan nilai LCso < 30 mg/L adalah sangat toksik (Agiila, dkk., 2017). Menurut
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Meyer dalam Petrina, dkk., (2017) dapat diketahui potensi ekstrak atau fraksi

berdasarkan nilai LCsg yang dihasilkan.

Tabel 2.3 Potensi Ekstrak atau Fraksi Berdasarkan Nilai LCso

Nilai LCso (ppm) Potensi
0-30 antikanker dan antioksidan
>30 — 200 Antibakteri
>200 — 1000 Pestisida

Sumber : Petrina, dkk., (2017)

2.7.3 Mekanisme Uji Toksisitas

Uji aktivitas toksik adalah salah satu prasyarat suatu bahan alam atau
tanaman dapat dikembangkan menjadi obat (Setyowati dan Cahyanto, 2016).
Mekanisme kematian larva diperkirakan berhubungan dengan fungsi senyawa
metabolit sekunder dalam bahan alam yang dapat menghambat daya makan larva.
Senyawa-senyawa tersebut akan bertindak sebagai stomach poisoning atau racun
perut apabila masuk ke dalam tubuh larva menyebabkan alat pencernaannya
terganggu. Racun perut akan menyerang organ utama bagian ventrikulus pada
pencernaan serangga. Senyawa metabolit sekunder pada bahan alam dapat
menghambat saluran pencernaan serangga, bersifat toksik, dapat penyerap makan
dan menurunkan aktivitas enzim pencernaan pada serangga. Selain itu, senyawa
metabolit sekunder juga menghambat reseptor perasa di daerah mulut larva. Hal
ini mengakibatkan larva tidak mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak mampu
mengenali makanannya dan menyebabkan larva dapat mati kelaparan (Fadli, dkk.,

2019).

2.8 ldentifikasi Senyawa Aktif Daun Kelor dengan Uji Fitokimia

2.8.1 Flavonoid
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Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
tanaman hijau, kecuali alga. Flavonoid termasuk senyawa fenolik alam yang
potensial dan mempunyai bioaktifitas sebagai obat. Senyawa flavonoid terdapat
dalam semua bagian tumbuhan serta sering terkonsentrasi dalam suatu jaringan
tertentu, seperti daun, bunga dan buah. Manfaat flavonoid antara lain untuk
melindungi struktur sel, meningkatkan efektivitas vitamin C, anti inflamasi,
mencegah keropos tulang dan sebagai antibiotik (Bontjura, dkk., 2015).

Flavonoid adalah kelas senyawa yang disajikan secara luas di alam.
Flavonoid terdapat dalam semua tumbuhan hijau sehingga dapat ditemukan pada
setiap ekstrak tumbuhan. Senyawa flavonoid merupakan senyawa polifenol yang
mempunyai 15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6, artinya
kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzena tersubstitusi)
disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon (Arifin dan Ibrahim, 2018).
Menurut Nugrahani, dkk., (2016) uji flavonoid dilakukan menggunakan metode
Wilstater dengan menambahkan HCI pekat dan logam Mg untuk masing-masing

sampel dan hasil positif uji flavonoid akan menghasilkan warna orange/ jingga.

Gambar 2.5 Struktur Dasar Flavonoid (Suriyawati, 2018)

Flavonoid memiliki potensi sebagai antibakteri yang kuat dengan

menunjukkan perlindungan terhadap patogen tanaman dan sebagai hasilnya,
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flavonoid juga dapat menunjukkan efektivitas dalam memerangi patogen pada
manusia. Kuersetin merupakan kelas flavonoid kelompok flavonol yang memiliki
aktivitas antibakteri dan mampu meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri
sehingga dapat mengubah struktur dan fungsi membran, menyebabkan denaturasi
protein membran sehingga membran sel akan rusak dan lisis. Selain itu, kuersetin
memiliki molekul yang dapat menarik air atau hidrofilik dan molekul yang dapat
melarutkan lemak atau lipofilik sehingga dapat menurunkan tegangan permukaan
sel yang akhirnya menyebabkan kehancuran bakteri (Herslambang, dkk., 2015).

Struktur kuersetin ditunjukkan pada Gambar 2.6
OH

HO O
OH

OH

OH O

Gambar 2.6 Struktur kuersetin

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri dibagi menjadi tiga yaitu
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membrane sel, dan
menghambat metabolism energi (Bontjura, dkk., 2015). Dugaan mekanisme

flavonoid sebagai antibakteri ditunjukkan Gambar 2.6
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Gambar 2.7 Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri (Biharee, dkk., 2020)

2.8.2 Alkaloid

Senyawa alkaloid merupakan senyawa organik terbanyak yang ditemukan di
alam, senyawa ini biasanya ditemukan pada daun-daunan (Putra, dkk., 2016).
Alkaloid mengandung paling sedikit satu atom N yang bersifat basa dan pada
umumnya merupakan bagian dari cincin heterosiklik. Uji alkaloid dilakukan
menggunakan reagen Dragendorff dengan hasil positif terbentuk endapan jingga
dan menggunakan reagen Meyer dengan hasil positif terbentuk endapan putih

kekuningan (Nugrahani, dkk., 2016).
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Gambar 2.8 Struktur Alkaloid (Suriyawati, 2018)

Fungsi senyawa alkaloid bagi tumbuhan adalah sebagai zat racun untuk
melawan serangga atau hewan pemakan tanaman dan sebagai faktor pengaruh
pertumbuhan. Kegunaan lain dari senyawa ini di bidang farmakologi sebagai
stimulan sistem saraf, obat batuk, obat tetes mata, sedative, obat malaria, kanker,
dan antibakteri (Putra, dkk., 2016). Selain itu, alkaloid memiliki potensi sebagai
antibakteri dimana alkaloid juga dapat menghambat aktivitas protease fungsional
bakteri (Yan, dkk., 2021). Dugaan mekanisme alkaloid sebagai antibakteri

ditunjukkan Gambar 2.9.
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Gambar 2.9 Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri (Yan, dkk., 2021)

2.8.3 Saponin
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Saponin merupakan senyawa sekunder yang banyak ditemukan pada
tanaman di bagian akar, kulit, daun, biji, dan buah yang berfungsi sebagai sistem
pertahanan. Keberadaan saponin dapat dicirikan dengan pembentukan busa yang
stabil pada larutan cair (Hidayah, 2016). Senyawa saponin merupakan senyawa
glikosida kompleks yaitu terdiri dari senyawa hasil kondensasi suatu gula dengan
suatu senyawa hidroksil organik yang apabila dihidrolisis akan menghasilkan gula
(glikon) dan non-gula (aglikon). Struktur saponin tersebut menyebabkan saponin
bersifat seperti sabun atau deterjen sehingga saponin disebut sebagai surfaktan
alami. Nama saponin diambil dari sifat utama yaitu “sapo” dalam bahasa latin
berarti sabun (Bintoro, dkk., 2017).

Saponin merupakan metabolit sekunder yang mengandung gugus gula
terutama glukosa, galaktosa, xylosa, rhamnosa atau methilpentosa yang berikatan
dengan suatu aglikon hidrofobik berupa triterpenoid, steroid alkaloid. Sehingga
saponin bersifat polar dan dapat larut dalam pelarut air. Saponin juga bersifat non
polar karena memiliki gugus hidrofob yaitu aglikon. Oleh sebab itulah dapat
terbentuk busa karena saponin terdispersi diantara senyawa polar dan non polar

(Marliana dan Saleh, 2011).

(@) (b)
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Gambar 2.10 (a) Struktur Saponin Tipe Triterpenoid dan (b) Struktur Saponin

Tipe Steroid (Suriyawati, 2018)

2.8.4 Tanin

Tanin merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
tanaman. Tanin adalah senyawa yang mempunyai berat molekul 500-3000 dan
mengandung sejumlah besar gugus hidroksi fenolik yang memungkinkan
membentuk ikatan silang yang efektif dengan protein dan molekul lain seperti
polisakarida, asam amino, asam lemak dan asam nukleat (Hidayah, 2016). Tanin
terdapat pada tanaman senyawa polifenol dengan karakteristik dapat membentuk
senyawa kompleks dengan makromolekul lainnya.

Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin mudah terhidrolisis dan
tanin terkondensasi. Tanin mudah terhidrolisis merupakan polimer gallic atau
ellagic acid yang berikatan ester dengan sebuah molekul gula, sedangkan tanin
terkondensasi merupakan polimer senyawa flavonoid dengan ikatan karbon-
karbon berupa cathecin dan gallocathecin (Jayanegara dan Sofyan, 2008).
Menurut Nugrahani, dkk., (2016) uji tanin dilakukan dengan ditambah larutan

FeCls1%. Hasil positif uji tanin ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau

OH
O
l OH

kehitaman.

HO I
OH

Gambar 2.11 Struktur Senyawa Tanin (Suriyawati, 2018)
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2.8.5 Triterpenoid

Triterpenoid merupakan senyawa yang memiliki kerangka karbon berasal
dari enam satuan isopropena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon
asiklik, yaitu skualena. Senyawa tersebut merupakan senyawa tanpa warna
berbentuk kristal. Senyawa triterpenoid pada tumbuhan berfungsi sebagai
pertahanan terhadap serangga pengganggu dan faktor pengaruh pertumbuhan

(Putra, dkk., 2016).

Gambar 2.12 Struktur Senyawa Triterpenoid (Robinson, 1995)

Uji triterpenoid dilakukan menggunakan reagen Lieberman-Burchard yang
terdiri dari anhidrida asetat dan H2SO4 pekat. Hasil positif uji triterpenoid terdapat
cincin berwarna kecoklatan (Nugrahani, dkk., 2016). Senyawa aktif triterpenoid
memiliki kemampuan sebagai antibakteri yang bertujuan baik untuk gangguan
membran sel bakteri, modulasi pompa aliran bakteri, penekanan perkembangan
biofilm bakteri atau penghambatan beberapa faktor virulensi yang meliputi enzim
dan racun (Mahizan, dkk., 2019). Dugaan mekanisme triterpenoid sebagai

antibakteri ditunjukkan Gambar 2.12
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Gambar 2.13 Mekanisme triterpenoid sebagai antibakteri (Mahizan, dkk., 2019)

2.8.6 Steroid

Steroid  merupakan  senyawa turunan dari  hidrokarbon 1,2
siklopentenoperhidrofenantrena. Steroid di alam terdapat pada hewan dan
tumbuhan. Senyawa steroid pada hewan berhubungan erat dengan beberapa
hormon dan keaktifan biologis lainnya, sedangkan pada tumbuhan steroid banyak
terdapat baik pada tumbuhan tingkat tinggi maupun tumbuhan tingkat rendah.
Steroid pada tumbuh-tumbuhan secara umum terdapat dalam bentuk sterol

(Suryelita, dkk., 2017).



38

Senyawa ini memiliki beberapa kegunaan bagi tumbuhan yaitu sebagai
pengatur pertumbuhan (seskuitertenoid abisin dan giberelin), karotenoid sebagai
pewarna dan memiliki peran dalam membentu proses fotosintesis. Kegunaannya
dalam bidang farmasi digunakan sebagai bahan baku pembuatan obat. Senyawa
fitosterol yang biasa terdapat pada tumbuhan tinggi yaitu sitosterol, stigmasterol
dan kampesterol. Fitosterol merupakan senyawa steroida yang berasal dari
tumbuhan (Putra, dkk., 2016). Uji steroid dilakukan menggunakan reagen
Lieberman-Burchard yang terdiri dari anhidrida asetat dan H.SO4 pekat. Hasil

positif uji steroid terdapat warna hijau kebiruan (Nugrahani, dkk., 2016)."

Gambar 2.14 Struktur Senyawa Steroid (Fessenden dan Fessenden, 1986)
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada tanggal 3 Agustus — 12 September 2020 di
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas

Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Autoklaf, Laminar Air Flow,
serangkaian alat sonikasi, cawan petri, tabung reaksi, jarum ose, erlenmeyer,
vortex, inkubator, neraca analitik, pinset, bunsen, kaca arloji, spatula, gelas ukur,
gelas beaker, rak tabung reaksi, mikropipet, blue tip, mistar serangkaian alat
rotary evaporator, magnetic stirrer, shaker, kertas Whattman No.l, Kkertas
cakram, korek api, vial, labu ukur, pipet ukur, pipet tetes, serangkaian alat aerasi,

tissue, dan kamera.

3.3 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu serbuk daun kelor, media
Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth (NB), inokulum murni E. coli dan S.
aureus, kertas cakram, aquades, spirtus, kapas, obat Doxycycline, alkohol 70%,
reagen Dragendorff, reagen Meyer, serbuk Mg, reagen Liebermann-Burchad, HCI
pekat, kloroform, DMSO, air laut, ragi, aluminium foil, plastik wrap, dan kertas

label.
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3.4 Tahapan Penelitian
1. Preparasi sampel
2. Analisis kadar air
3. Pembuatan ekstrak
a. Ekstraksi sonikasi
b. Ekstraksi maserasi
4. ldentifikasi golongan senyawa aktif dalam daun kelor
5. Analisis aktivitas antibakteri
a. Sterilisasi alat
b. Pembuatan larutan kontrol
c. Pembuatan media
d. Peremajaan bakteri
e. Pembuatan suspensi bakteri uji (inokulum)
f. Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor
6. Analisis toksisitas ekstrak terbaik dari uji antibakteri
a. Penetasan telur larva udang Artemia salina Leach
b. Uji toksisitas

7. Analisis data

3.5 Prosedur Kerja Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Daun kelor dikumpulkan dan dibersihkan dari kotoran yang menempel pada
daun, kemudian dicuci dibawah air mengalir. Setelah bersih, daun kelor ditiriskan
dan dikeringkan dengan dua cara yaitu diangin-anginkan selama 14 hari dan

dikeringkan dengan dijemur dibawah sinar matahari selama 3 hari sambil dibolak
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balik setiap hari. Sampel yang telah kering dihaluskan dengan blender hingga
berubah menjadi tepung. Hasilnya diayak menggunakan ayakan 90 mesh hingga

halus dan homogen (Dima, dkk., 2016).

3.5.2 Analisis Kadar Air

Cawan dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 105°C selama 1 jam,
kemudian dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit dan ditimbang. Daun
kelor yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 1 gr dan dimasukkan dalam
cawan yang telah diketahui berat konstannya, selanjutnya dikeringkan di dalam
oven pada suhu 100-105°C selama 1 jam, kemudian didinginkan dalam desikator
selama 15 menit dan ditimbang. Perlakuan ini diulangi sampai tercapai berat
konstan (Anwar, dkk., 2014).

(b—¢)

4 Kadar Air = (b—a) x 100%
keterangan: a = berat cawan kosong
b = berat sampel + cawan sebelum dikeringkan
c = berat sampel + cawan setelah dikeringkan

3.5.3 Pembuatan Ekstrak Daun Kelor
3.5.3.1 Ekstraksi Sonikasi

Ekstraksi sonikasi dilakukan dengan menimbang serbuk daun kelor
sebanyak 25 gram dan ditambah dengan air sebanyak 250 mL, kemudian
dimasukkan kedalam alat sonikasi dengan frekuensi 42 kHz selama 20 menit.
Kemudian filtrat sampel disaring menggunakan kertas Whatman. Filtrat yang
dihasilkan kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacum hingga

dihasilkan ekstrak pekat (Handayani, dkk., 2015).
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Berat akhir sampel
% Rendemen = x 10004
Berat awal sampel

3.5.3.2 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi maserasi dilakukan dengan menimbang 25 gram tepung daun
kelor dan dilarutkan menggunakan air sebanyak 250 mL selama 24 jam serta
dishaker dengan kecepatan 120 rpm. Kemudian filtrat sampel disaring
menggunakan kertas Whatman. Filtrat yang dihasilkan kemudian dipekatkan
menggunakan rotary evaporator vacum hingga dihasilkan ekstrak pekat (Vinoth,

dkk., 2012).

Berat akhir sampel
% Rendemen = x 100%
Berat awal sampel

3.5.4 ldentifikasi Golongan Senyawa Aktif dalam Daun Kelor

Identifikasi golongan senywa aktif adalah analisis kualitatif yang digunakan
untuk mengetahui jenis senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu
bahan alam. Identifikasi kandungan senyawa aktif antara lain flavonoid, alkaloid,

triterpenoid dan steroid, tanin, serta saponin.

3.5.4.1 Uji Flavonoid

Ekstrak daun kelor dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian dilarutkan
dalam 1-2 mL metanol panas 50 %. Selanjutnya ditambah serbuk Mg dan 4-5
tetes HCI pekat. Warna merah atau jingga yang terbentuk, menunjukkan adanya

flavonoid (Anwar, dkk., 2014).

3.5.4.2 Uji Alkaloid
Ekstrak daun kelor dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambah

0,5 mL HCI 2 % dan larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung I ditambahkan 0,5
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mL reagen Dragendorff, tabung Il ditambahkan 0,5 mL reagen Meyer. Jika tabung
| terbentuk endapan jingga dan pada tabung Il terbentuk endapan kekuning-

kuningan, menunjukkan adanya alkaloid (Anwar, dkk., 2014).

3.5.4.3 Uji Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak daun kelor dimasukkan ke dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam
0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Campuran
ini selanjutnya ditambah dengan 1-2 mL H>SO4 pekat melalui dinding tabung
tersebut. Apabila hasil yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya senyawa triterpenoid, sedangkan
apabila terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid (Anwar,

dkk., 2014).

3.5.4.4 Uji Tanin

Ekstrak daun kelor dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan dengan larutan FeCls 1 % sebanyak 1-2 tetes, apabila berubah warna
menjadi hitam, maka menunjukkan sampel tersebut mengandung tanin (Anwar,

dkk., 2014),

3.5.4.5 Uji Saponin

Ekstrak daun kelor dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah air
(1:1) sambil dikocok selama 1 menit, jika menimbulkan busa ditambahkan HCI
1IN sebanyak 2-3 tetes, busa yang terbentuk dapat bertahan selama 10 menit
dengan ketinggian 1-3 cm, maka ekstrak positif mengandung saponin (Anwar,

dkk., 2014).
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3.5.5 Analisis Aktivitas Antibakteri
3.5.5.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian disterilkan terlebih dahulu
dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Sedangkan jarum ose dan
pinset disterilkan dengan cara dibakar diatas api secara langsung dengan spirtus

(Dima, dkk., 2016).

3.5.5.2 Pembuatan Larutan Kontrol
Larutan kontrol negatif digunakan DMSO 100% sedangkan larutan kontrol
positif dibuat dari obat Doxycycline. Konsentrasi kontrol positif digunakan 250

pg/ml (Dima, dkk., 2016).

3.5.5.3 Pembuatan Media

Nutrient Agar (NA) seberat 8,4 gram dilarutkan dalam 300 ml aquades di
dalam erlenmeyer dan ditutup dengan aluminium foil. Kemudian dihomogenkan
dengan stirer diatas penangas air sampai mendidih. Media kemudian dituangkan
ke dalam tabung reaksi steril dan ditutup dengan kapas dan aluminium foil.
Selanjutnya media NA dalam tabung reaksi disterilkan dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 15 menit, kemudian tabung reaksi diletakkan dalam posisi miring
dan dibiarkan sampai media memadat. Media agar miring digunakan untuk
inokulasi bakteri (Dima, dkk., 2016).

Pembuatan media NB dilakukan dengan melarutkan NB sebanyak 1,3 gram
dalam 100 ml aquades di dalam erlenmeyer kemudian ditutup menggunakan
aluminium foil. Selanjutnya dihomogenkan dengan stirer diatas penangas air
sampai mendidih. Media kemudian dituangkan ke dalam botol uc (kaca) steril dan

ditutup dengan kapas dan plastik wrap yang dilakukan secara aseptik. Selanjutnya
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media NB dalam botol uc (kaca) disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C

selama 15 menit (Dima, dkk., 2016).

3.5.5.4 Peremajaan Bakteri

Bakteri E. coli dan S. aureus dari inokulum murni diremajakan pada media
agar miring dengan cara mensterilkan jarum ose diatas nyala api kemudian
diambil bakteri sebanyak 1 ose, selanjutnya digoreskan secara aseptik pada media
NA miring dan ditutup kembali dengan kapas dan plastik wrap, selanjutnya

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Dima, dkk., 2016).

3.5.5.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji (Inokulum)

Bakteri uji pada media agar miring yang telah diremajakan masing-masing
diambil sebanyak 1 ose dengan jarum ose steril lalu dibiakkan ke dalam 8 mL
media NB steril. Kemudian diinkubasi selama 18 jam dan diukur OD sebesar 0,5
menggunakan Spektrofotometri UV-vis pada panjang gelombang 600 nm

(Doughari, dkk., 2007).

3.5.5.6 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kelor

Inokulum bakteri (biakan aktif) diambil sebanyak 100 pl ke dalam cawan
petri steril, selanjutnya dituangkan media NA steril ke dalam cawan petri yang
berisi biakan aktif bakteri dan digerakkan membentuk angka 8, kemudian
ditunggu hingga media memadat. Kertas cakram direndam ke dalam larutan
kontrol negatif DMSO, kontrol positif Doxycycline dan ekstrak daun kelor (M.
oleifera) pada konsentrasi 250, 500, 750, 1000, dan 1250 ppm selama 60 menit
agar ekstrak bisa meresap ke dalam kertas cakram. Kemudian kertas cakram yang

telah direndam ekstrak dan kontrol kemudian diambil dan ditempatkan secara
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aseptik pada permukaan media yang telah memadat dengan jarak yang sesuai dan
tidak saling berdekatan sekitar 3cm dan jarak tepi media 2 cm. Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk nantinya diukur daya hambat
ekstrak daun kelor terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Perlakuan uji antibakteri
dilakukan sebanyak 3 kali ulangan pada masing- masing konsentrasi sampel
(Vinoth, dkk., 2012).

Pengamatan dilakukan dengan melihat daerah bening yang merupakan
petunjuk kepekaan bakteri terhadap antibiotik atau ekstrak daun kelor yang
digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan lebar diameter zona hambat.
Diameter zona hambat diukur menggunakan mistar dalam satuan millimeter

(mm). Rumus diameter zona hambat yaitu (Dima, dkk., 2016) :

Zona hambat = diameter keseluruhan - diameter kertas cakram

3.5.6 Analisis Toksisitas Ekstrak Terbaik dari Uji Antibakteri
3.5.6.1 Penetasan Telur Larva Udang Artemia salina Leach

Sebanyak 250 mL air laut dimasukkan ke dalam bejana penetasan,
kemudian dimasukkan telur Artemia salina sebanyak ujung spatula dan ragi.
Larutan ragi dibuat dengan melarutkan 3 mg ragi dalam 5 ml aquades kemudian
divortex. Selanjutnya diaerasi dengan cara memberikan aerator ke dalam bejana
penetasan dan lampu dinyalakan selama 48 jam untuk menetaskan telur. Larva
yang sehat dan siap dijadikan hewan uji setelah berumur 48 jam. Larva udang
Artemia salina Leach yang akan diuji diambil dengan menggunakan pipet tetes

(Anwar, dkk., 2014).
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3.5.6.2 Uji Toksisitas

Ekstrak pekat daun kelor terbaik uji antibakteri ditimbang sebanyak 50 mg
dan dilarutkan dengan menggunakan air laut sebanyak 50 ml (membuat larutan
stok 1000 ppm). Larutan yang diperoleh selanjutnya dipipet masing-masing
sebanyak 250, 500, 1000, 2000, dan 4000 pL, kemudian dimasukkan ke dalam
botol vial 10 ml. Selanjutnya ditambah air laut secukupnya, 1 tetes larutan ragi,
dan 0,1 ml DMSO lalu divortex. Kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang
Artemia salina dan ditambah air laut sampai tanda batas 10 ml. Untuk kontrol
digunakan 3 macam kontrol yaitu kontrol tanpa ekstrak, kontrol DMSO, dan
kontrol pelarut. Untuk kontrol tanpa ekstrak di dalam vial berisi aquades sebanyak
0,25 ml, | tetes ragi, DMSO 0,1 ml, air laut dan larva udang. Kontrol DMSO
berisi DMSO 0,1 ml, 1 tetes ragi, air laut dan larva udang. Sedangkan kontrol
pelarut berisi berisi 0,25 ml pelarut, 1 tetes ragi, air laut dan larva udang (Anwar,
dkk., 2014).

Pengamatan dilakukan selama 24 jam terhadap kematian larva udang.
Kriteria standar untuk menilai kematian larva udang yaitu jika larva udang tidak
menunjukkan pergerakan selama 10 detik observasi. Selanjutnya dihitung
%mortalitas dari Artemia salina pada masing-masing konsentrasi dan ulangan

dalam vial, menggunakan rumus sebagai berikut (Anwar, dkk., 2014):

Y ralita Modus kematian larva « 1009
mortalitas =
’ Jumlah larva 1 vial (10) ’

% Mortalitas
Mortalitas = BT ® Jumlah seluruh larva dalam 1 konsentrasi (50)
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3.5.7 Analisis Data
3.5.7.1 Analisis Data Uji Aktivitas Antibakteri

Data aktivitas antibakteri dianalisis ragam melalui uji ANOVA dua arah
(Two Way ANOVA) untuk menguji adanya pengaruh antar perlakuan variasi
konsentrasi ekstrak daun kelor dan variasi preparasi sampel terhadap zona hambat
yang dihasilkan. Apabila terdapat adanya pengaruh maka dilanjutkan dengan uji
BNT dengan tingkat signifikansi 5% untuk mengetahui perlakuan yang

berpengaruh atau berbeda nyata dengan perlakuan lain.

3.5.7.2 Analisis Data Uji Toksisitas Ekstrak Terbaik Uji Antibakteri

Data yang diperoleh berupa nilai hasil uji toksisitas dari kematian larva
udang dengan pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun kelor kemudian dihitung
%mortalitas dan mortalitasnya. Selanjutnya dianalisis menggunakan analisa data
probit dengan program MINITAB untuk mengetahui nilai LCso yang dihasilkan

dari ekstrak dengan variasi konsentrasi.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel daun kelor (M. oleifera) dalam penelitian ini diperoleh dari daerah
Kediri. Proses preparasi sampel meliputi pencucian, pengeringan, dan
penghalusan. Proses pencucian bertujuan untuk menghilangkan kotoran yang
melekat pada sampel. Kemudian proses pengeringan dilakukan untuk mengurangi
kadar air dan mencegah tumbuhnya jamur dalam sampel sehingga dapat disimpan
dalam jangka waktu yang lama sehingga komposisi kimia dalam sampel tidak
mengalami perubahan. Menurut Hardiyanthi (2015) pengeringan dilakukan untuk
mengurangi kadar air dan menghentikan proses enzimatis yang terjadi pada
sampel, selain itu sampel akan lebih awet dan memudahkan pelarut dalam
menarik komponen senyawa aktif dalam sampel saat proses ekstraksi.
Pengeringan sampel dilakukan dengan menggunakan dua cara yaitu kering angin
dan kering jemur. Menurut Widarta dan Wiadnyani (2019) pengeringan dengan
sinar matahari merupakan proses pengeringan yang ekonomis, mudah, dan
membutuhkan waktu yang singkat sedangkan pengeringan dengan angin
merupakan pengeringan yang ekonomis, mudah, dan menjaga senyawa bioaktif
dalam simplisia.

Proses pengeringan sampel untuk cara kering jemur dilakukan selama 3 hari
sedangkan untuk cara kering angin dilakukan selama 14 hari. Hasil preparasi
sampel menghasilkan serbuk kering untuk sampel kering angin sebesar 600 g dan

sampel kering jemur sebesar 745 g. Menurut Winangsih, dkk., (2013) suhu
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pengeringan yang digunakan akan mempengaruhi lama pengeringan. Semakin
tinggi suhu maka akan semakin cepat proses transpirasi yaitu keluarnya air dari
tubuh tanaman dalam bentuk uap air sehingga mempengaruhi jumlah air yang ada
di dalam bahan, semakin tinggi suhu maka semakin singkat waktu yang
dibutuhkan dan kadar air yang dihasilkan semakin rendah. Penghalusan sampel
untuk memperbesar luas permukaan sampel sehingga kontak pelarut dan sampel
dalam proses ekstraksi semakin besar. Menurut Anwar, dkk., (2014) semakin
besar kontak antara sampel dan pelarut akan memungkinkan dinding sel yang
rusak juga semakin besar, sehingga mempermudah pengambilan senyawa aktif

dalam daun kelor oleh pelarut.

4.2 Penentuan Kadar Air

Penetapan kadar air pada sampel kering daun kelor (M. oleifera) bertujuan
untuk mengetahui besarnya kandungan air di dalamnya yang berkaitan dengan
kemurnian dan kontaminasi yang kemungkinan dapat terjadi (Azizah dan Slamah,
2013). Metode yang digunakan dalam penentuan kadar air yaitu metode
thermogravimetri dimana prinsip dari metode ini adalah menguapkan air yang
terkandung sampel dengan jalan pemanasan pada suhu 100-105°C kemudian
menimbang sampel sampai didapat berat konstan (Asmediana, 2017).

Berdasarkan hasil pengukuran kadar air pada sampel daun kelor (M. oleifera)

didapat kadar air sebagai berikut:

Tabel 4.1 Kadar Air Daun Kelor
Daun kelor Kadar Air

Daun kelor kering angin 9,79%
Daun kelor kering jemur 8,22%
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Simplisia standar merupakan simplisia yang memenuhi syarat mutu yang
telah ditentukan Depkes diantaranya memenuhi kadar air standar yang ditetapkan.
Menurut Samosir, dkk., (2018) perbedaan kadar air yang diperoleh diduga karena
perbedaan suhu saat pengeringan, semakin tinggi suhu yang digunakan maka
semakin cepat perpindahan panas ke dalam sampel dan semakin cepat
penghilangan air dari sampel, serta udara yang bergerak dan mempunyai gerakan
yang tinggi selain dapat mengambil uap air juga dapat menghilangkan uap air dari
permukaan sampel tersebut. Berdasarkan data kadar air sampel yang didapat tidak
sesuai dengan teori karena pada sampel kering jemur memiliki kadar air lebih
kecil dari sampel kering angin. Pada sampel kering jemur memiliki berat kering
lebih besar daripada sampel kering angin, seharusnya kadar air sampel kering
jemur lebih besar dibandingkan dengan kadar air sampel kering angin. Menurut
Luliana, dkk., (2016) semakin besar berat kering simplisia maka kadar air yang
dihasilkan juga semakin tinggi.

Farmakope Herbal Indonesia dan Keputusan Menteri Kesehatan RI
No0.661/Menkes/SK/VI11/1994 tentang Persyaratan Obat Tradisional, standar
maksimum kadar air simplisia yaitu 10% (Manalu dan Adinegoro, 2018).
Sehingga dapat diartikan hasil kadar air pada sampel kering jemur dan kering
angin pada daun kelor (M. oleifera) tidak melebihi batas maksimum kadar air
yang disyaratkan untuk ekstraksi serta sampel tersebut memenuhi standar

penyimpanan yang aman terhadap pertumbuhan jamur maupun mikroba.

4.3 Ekstraksi Daun Kelor (M. oleifera)
Ekstraksi daun kelor (M. oleifera) dilakukan dengan 2 cara yaitu dengan

menggunakan metode sonikasi dan metode maserasi dengan pelarut air pada
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setiap masing-masing sampel. Ekstraksi sonikasi dilakukan dengan menggunakan
alat sonikasi untuk proses ekstraksi sampel. Prinsip kerja sonikasi yaitu dengan
memanfaatkan gelombang ultrasonik dimana generator listrik ultrasonik akan
membuat sinyal listrik kemudian diubah menjadi getaran fisik yang memiliki efek
sangat kuat terhadap larutan. Gelombang ultrasonik digunakan untuk membuat
gelembung kavitasi pada material larutan. Ketika gelembung pecah dekat dengan
dinding sel maka akan terbentuk gelombang kejut dan pancaran cairan yang akan
membuat dinding sel pecah. Pecahnya dinding sel akan membuat komponen di
dalam sel keluar menjadi partikel yang lebih kecil. Menurut Jos, dkk., (2011)
energi dalam ultrasonik merupakan intensitas gelombang ultrasonik yang
merambat dan membawa energi. Jika energi gelombang ultrasonik tersebut
melalui medium cair, maka akan melepaskan energi kalor sehingga terjadi
pemanasan yang mengakibatkan suhu medium cair meningkat dan kemudian
menimbulkan efek kavitasi, yaitu pembentukan, pertumbuhan dan pecahnya
gelembung didalam sebuah cairan. Ketika gelembung kavitasi pecah dekat dengan
dinding sel maka akan terbentuk gelombang kejut yang menyebabkan dinding sel
pecah. Pecahnya dinding sel akan membuat komponen dalam sel keluar.

Metode sonikasi dipilih karena meningkatkan hasil komponen yang
diekstraksi, membutuhkan waktu yang singkat, laju perpindahan massa lebih cepat
dan meningkatkan penetrasi dari cairan menuju dinding sel. Proses sonikasi
dilakukan dengan menggunakan frekuensi 42 kHz selama 20 menit. Dalam
Andrianto (2017) frekuensi 42 kHz digunakan karena dapat menghancurkan sel
daun sehingga dapat mempercepat proses perpindahan massa senyawa aktif dari

dalam sel ke pelarut. Selain itu pada frekuensi 42 kHz termasuk ke dalam
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intensitas yang rendah sehingga tidak merusak bahan atau sampel. Proses
ekstraksi ini bertujuan untuk memaksimalkan kontak antara pelarut dan sampel
dimana pelarut akan menembus dinding sel dan mengesktrak komponen aktif
yang terdapat dalam daun kelor (M. oleifera) secara maksimal. Ekstraksi maserasi
dilakukan dengan merendam sampel pada suhu ruang dengan pengadukan atau
shaker. Prinsip metode maserasi yaitu pelarut akan menembus dinding sel dan
masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif sehingga zat aktif pada
sampel dapat terekstrak. Hasil rendemen yang didapat dari ekstraksi daun kelor

yaitu:

Tabel 4.2 Hasil Rendemen Ekatrak Daun Kelor

Ekstrak Daun kelor Rendemen
Sonikasi kelor kering angin 30,36%
Sonikasi kelor kering jemur 40,48%
Maserasi kelor kering angin 14,76%
Maserasi kelor kering jemur 17,84%

Nilai rendemen pada ekstrak sonikasi lebih tinggi disebabkan pada metode
sonikasi terjadi kavitasi disebabkan adanya gelombang ultrasonik untuk memecah
dinding sel sampel. Kavitasi merupakan proses pembentukan gelembung-
gelembung mikro karena meningkatnya tekanan saat proses ekstraksi sebagai
akibat dari adanya gelombang ultrasonik. Gelembung-gelembung ini tidak stabil
sehingga mudah pecah ketika gelembung mencapai volume maksimal dalam
menyerap energi. Ketika gelembung kavitasi pecah dekat dengan dinding sel
maka akan terbentuk gelombang kejut yang menyebabkan dinding sel pecah dan
membantu kontak antara pelarut dan sampel dalam proses ekstraksi sehingga hasil

ekstraksi lebih maksimal (Sani, dkk., 2014). Menurut Kumala (2007) semakin
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kecil kadar air maka semakin mudah pelarut mengekstrak komponen senyawa
aktif sehingga rendemen yang dihasilkan lebih banyak, pada sampel kering jemur
rendemen yang dihasilkan lebih banyak dari sampel kering angin, hal ini
dimungkinkan karena kadar air sampel kering jemur lebih rendah dibanding
sampel kering angin.

Ekstraksi menggunakan sonikasi semakin lama waktu ekstraksi yang
digunakan maka kontak sampel dengan pelarut akan semakin besar sehingga
hasilnya juga akan bertambah hingga titik jenuh larutan. Menurut Adiwibowo,
dkk., (2020) semakin lama waktu kontak antara simplisia dengan solven maka
semakin banyak transfer massa yang terjadi dan transfer massa akan terhenti saat
konsentrasi pada simplisia sama dengan konsentrasi pada solven. Waktu ekstraksi
yang terlalu lama dan melebihi batas optimum akan merusak senyawa yang
diekstrak dari sampel (Andriani, dkk., 2019). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Rachmawati dan Suriawati (2019) hasil rendemen ekstrak air daun
kelor didapatkan sebesar 10,31%. Selain itu, menurut penelitian Dzieciol (2020)
melakukan ekstraksi daun kelor dengan berbagai metode ekstraksi menggunakan
pelarut etanol 96% menghasilkan ekstraksi sonikasi yang paling efektif
dibandingkan ekstraksi maserasi dan ekstraksi soxhlet dengan hasil rendemen

yang paling tinggi yaitu 198 mg/g.

4.4 ldentifikasi Golongan Senyawa Aktif Daun Kelor (M. oleifera)

Identifikasi golongan senyawa aktif yang terkandung dalam daun kelor (M.
oleifera) dilakukan dengan uji fitokimia. Uji fitokimia merupakan uji kualitatif
yang digunakan sebagai dugaan awal untuk mengidentifikasi golongan senyawa

yang terkandung dalam daun kelor (M. oleifera) yang memberi aktivitas sebagai
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antibakteri. Golongan senyawa aktif yang diuji yaitu flavonoid, alkaloid,
triterpenoid, steroid. tanin, dan saponin. Berdasarkan hasil pengamatan diperoleh

hasil uji fitokimia ekstrak daun kelor (M. oleifera) pada Tabel 4.3

Tabel 4.3 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Air Daun Kelor (M. oleifera)

Ekstrak Air Daun Kelor (M. oleifera)

Golongan __ __ . :
] Sonikasi Sonikasi Maserasi Maserasi

Senyawa Aktif _ _ _ ) ) _

Kering Angin  Kering Jemur Kering Angin  Kering Jemur

Flavonoid + ++ + +

Alkaloid

a. Dragendorff + + + +

b. Meyer ++ ++ + +

Triterpenoid ++ ++ + ++

Steroid - - - -

Tanin - - - -

Saponin + ++ ++ ++

Keterangan : Tanda ++ = Terkandung senyawa lebih/warna pekat
Tanda + = Terkandung senyawa/warna sedikit pudar

Tanda - = Tidak terkandung senyawa/tidak terbentuk warna

Berdasarkan Tabel 4.3 didapat bahwa dalam daun kelor (M. oleifera) ekstrak
maserasi sampel kering angin maupun kering jemur diduga terdapat golongan
senyawa flavonoid, alkaloid, triterpenoid, dan saponin dengan kandungan
senyawa lebih yaitu golongan saponin pada sampel kering angin dan golongan
triterpenoid dan saponin pada sampel kering jemur. Sedangkan pada daun kelor
(M. oleifera) ekstrak sonikasi sampel kering angin maupun kering jemur diduga
terdapat golongan senyawa flavonoid, alkaloid, triterpenoid, dan saponin dimana
kandungan senyawa aktif tersebut lebih banyak dibandingkan dengan senyawa

aktif daun kelor (M. oleifera) hasil ekstrak maserasi. Hal ini diduga karena pada
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ekstraksi sonikasi menggunakan gelombang ultrasonik yang mengakibatkan
kavitasi yang berfungsi untuk membantu membuka membran sel sehingga
memudahkan dalam mengekstrak senyawa dan senyawa aktif yang dihasilkan
akan lebih banyak (Sani, dkk., 2014).

Hasil negatif senyawa metabolit sekunder pada ekstrak diduga karena
perbedaan kepolaran antara senyawa metabolit sekunder dengan pelarut sehingga
saat ekstraksi senyawa tersebut tidak ikut terekstrak oleh pelarut. Selain itu, pada
ekstraksi sonikasi jika waktu ekstraksi yang melampaui batas waktu optimum,
maka senyawa yang terkandung dalam ekstrak akan hilang karena terjadi
penguapan, atau sebaliknya jika waktu ekstraksi tidak optimum atau terlalu
singkat menyebabkan tidak semua senyawa metabolit sekunder terekstrak dari
sampel. Menurut Halimah, dkk., (2019) perendaman dalam ekstraksi maserasi
dapat menyebabkan terjadinya peristiwa plasmolisis dan pemecahan dinding sel,
sehingga senyawa steroid dan triterpenoid yang terdapat pada dinding sel akan
ikut pecah. Penelitian yang dilakukan oleh Pawaskar dan Sasangan (2017) dimana
pada ekstrak air daun kelor menunjukkan adanya golongan senyawa alkaloid,
saponin, dan flavonoid. Selain itu pada penelitian yang dilakukan Anwar, dkk.,
(2014) hasil uji fitokimia menggunakan ekstrak akuades panas (70°C)
menunjukkan adanya golongan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, dan
triterpenoid. Golongan senyawa aktif yang diperoleh dalam penelitian ini dapat

dijelaskan sebagai berikut:

4.4.1 Flavonoid
Uji golongan senyawa flavonoid dilakukan untuk mengetahui keberadaan

senyawa flavonoid dalam ekstrak daun kelor (M. oleifera). Uji flavonoid
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dilakukan dengan mengambil sedikit ekstrak daun kelor (M. oleifera) dan
ditambah dengan metanol 50% panas kemudian ditambahkan serbuk Mg serta
HCI pekat. Penambahan HCI pekat bertujuan untuk menghidrolisis flavonoid
menjadi aglikonnya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan
tergantikan oleh H* dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Reduksi dengan
Mg dan HCI pekat dapat menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah
atau jingga (lkalinus, dkk., 2015).

Berdasarkan uji senyawa flavonoid ekstrak daun kelor (M. oleifera)
menunjukkan hasil positif mengandung flavonoid yaitu ekstrak maserasi dan
ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan sampel kering angin dan kering
jemur yang ditandai dengan terbentuknya warna merah atau jingga. Dugaan reaksi

flavonoid dengan logam Mg dan CI ditunjukkan pada Gambar 4.1

+ O\
: \
+ MgCl, «— 2
G o _ +  MgCl,

OH

OH

Gambar 4.1 Reaksi Dugaan Flavonoid dengan Logam Mg dan CI (Ergina, dkk.,

2014)

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang mudah larut dalam pelarut

polar seperti air, etanol, metanol, dan aseton. Flavonoid bersifat polar karena



S7

mengandung sejumlah gula sehingga akan larut dalam pelarut polar (Rachmawati
dan Suriawati, 2019). Senyawa fenol dengan gugus hidroksil semakin banyak
memiliki tingkat kelarutan dalam air semakin besar atau bersifat polar, sehingga

dapat terekstrak dalam pelarut-pelarut polar (Ergina, dkk., 2014).

4.4.2 Alkaloid

Uji golongan senyawa alkaloid ekstrak daun kelor (M. oleifera) dilakukan
dengan menambahkan HCI terlebih dahulu karena alkaloid bersifat basa sehingga
diekstrak dengan pelarut yang mengandung asam (Marliana, dkk., 2005). Tujuan
ditambahkan HCI untuk meningkatkan kelarutan alkaloid karena senyawa alkaloid
akan bereaksi dengan asam klorida sehingga akan membentuk garam yang mudah
larut dalam air (Harborne, 1987). Uji golongan senyawa alkaloid dilakukan
menggunakan reagen Dragendorff dan reagen Meyer, dimana terdapat endapan
yang menunjukkan hasil positif ekstrak mengandung senyawa alkaloid. Hasil
positif dari pereaksi Dragendorff yang bereaksi dengan alkaloid akan membentuk
endapan berwarna jingga sedangkan pereaksi Meyer akan membentuk endapan
berwarna putih kekuningan. Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder
yang memiliki sifat semi polar. Pada umumnya, alkaloid larut dalam pelarut
organik namun ada beberapa yang larut dalam air seperti pseudoalkaloid dan
protoalkaloid. Selain itu, alkaloid yang larut dalam air yaitu garam alkaloid dan
alkaloid quartener (Puspitasari, 2018). Dugaan reaksi uji Dragendorff ditunjukkan

pada Gambar 4.2
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Bi(NOj3); + 3KI ———» Bil; + 3KNO;j
coklat

Bil; + KI —> K[Bil,]
Kalium tetraiodobismutat

X X
+ K[Bily] — + [Bily]
a P
N N oranye
K+

Kalium-Alkaloid
endapan

Gambar 4.2 Reaksi Dugaan Uji Dragendorff (Bintari dan Elyani, 2017)

Uji Dragendorff dilakukan dengan membuat reagen Dragendorff yang
terbuat dari bismut nitrat bereaksi dengan kalium iodida membentuk endapan
bismut (I11) iodida yang selanjutnya terlarut dalam iodida berlebih membentuk
kalium tetraiodobismutat. Reaksi antara alkaloid dan reagen Dragendorff akan
terjadi pergantian ligan dimana nitrogen yang mempunyai pasangan elektron
bebas pada alkaloid membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion K* dari
kalium tetraiodobismutat menghasilkan kompleks kalium-alkaloid yang
mengendap (Haryati, dkk., 2015). Hasil yang diperoleh dari penelitian ini ekstrak
yang menunjukkan hasil positif mengandung alkaloid yaitu ekstrak maserasi dan
ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan sampel kering angin dan kering
jemur yang ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna jingga.

Uji Meyer dilakukan dengan membuat reagen Meyer yang terbuat dari
larutan merkurium (1) klorida ditambah dengan kalium iodida yang akan bereaksi
membentuk endapan merah merkurium (Il) iodida, apabila kalium iodide
ditambahkan berlebih maka terbentuk kalium tetraiodomerkurat (11). Pada uji
alkaloid dengan pereaksi Meyer, nitrogen pada alkaloid diperkirakan akan

bereaksi dengan ion logam K™ dari kalium tetraiodomerkurat (1) dan membentuk
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kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Marliana, dkk., 2005). Hasil yang
diperoleh dari penelitian ini ekstrak yang menunjukkan hasil positif mengandung
alkaloid yaitu ekstrak maserasi dan ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera)
dengan sampel kering angin dan kering jemur yang ditandai dengan terbentuknya
endapan berwarna putih kekuningan. Dugaan reaksi uji Meyer ditunjukkan pada

Gambar 4.3

HgCl, +  2KI —— 3  Hgl, + 2KCI

Hgl, + 2KI ——®  K,[Hgl]

Kalium tetraiodomerkurat(II)

X X
+ K,[Hgl,] —» + K[HglyJ
N/ N/

K+
Kalium-Alkaloid
endapan

Gambar 4.3 Reaksi Dugaan Uji Meyer (Bintara dan Elyani, 2017)

4.4.3 Triterpenoid dan Steroid

Identifikasi senyawa triterpenoid dan steroid ekstrak daun kelor (M.
oleifera) dilakukan dengan melarutkan ekstrak dalam kloroform dan ditambahkan
reagen Liebermann-Burchad yang terdiri dari asetat anhidrat dan H>SOs pekat.
Sampel dinyatakan positif apabila setelah ditambah larutan asetat anhidrat dan
H.SOs pekat terbentuk cincin kecoklatan menunjukkan adanya senyawa
triterpenoid sedangkan adanya perubahan warna menjadi hijau kebiruan
menunjukkan adanya senyawa steroid (Nugrahani, dkk., 2016). Hal ini disebabkan
adanya kemampuan senyawa triterpenoid dan steroid membentuk warna oleh

H2SO4 pada pelarut asetat anhidrat (Ergina, dkk., 2014).
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Berdasarkan uji senyawa triterpenoid ekstrak daun kelor (M. oleifera)
menunjukkan hasil positif mengandung triterpenoid yaitu ekstrak maserasi dan
ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan sampel kering angin dan kering
jemur yang ditandai dengan terbentuknya cincin kecoklatan setelah ditambah
dengan H,SOs pekat pada perbatasan dua larutan. Perubahan warna terjadi
disebabkan adanya reaksi oksidasi golongan senyawa triterpenoid Yyang
menghasilkan gugus kromofor melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi.
Hal ini disebabkan adanya reaksi kondensasi atau pelepasan H.O dan
penggabungan dengan karobokation.

Hasil yang diperoleh dari uji senyawa steroid ekstrak daun kelor (M.
oleifera) menunjukkan hasil negatif atau tidak mengandung senyawa steroid baik
ekstrak maserasi maupun ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan sampel
kering angin dan kering jemur karena pada semua ekstrak daun kelor (M. oleifera)
tidak terbentuk warna hijau kebiruan. Hal ini dikarenakan senyawa triterpenoid
memiliki struktur siklik yang berupa alkohol dan memiliki gugus OH yang dapat
terikat dengan gugus gula sehingga dapat tertarik oleh pelarut yang bersifat semi
polar maupun pelarut polar. Sedangkan steroid tergolong dalam senyawa
triterpenoid yang merupakan salah satu jenis lemak sehingga dapat larut dalam
pelarut non polar atau semi polar (Astarina, dkk., 2013). Persamaan reaksi

triterpenoid dengan reagen Liebermann-Burchad ditunjukkan pada Gambar 4.4
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Gambar 4.4 Reaksi Dugaan Triterpenoid dengan Reagen Liebermann-Burchad

(Nugrahani, dkk., 2016)

Reagen Liebermann-Burchad merupakan larutan yang terdiri dari asetat
anhidrat dan H>SOs pekat. Reaksi ini diawali dengan proses asetilasi gugus
hidroksil menggunakan asam asetat anhidrida. Gugus asetil yang merupakan
gugus pergi yang baik akan lepas, sehingga terbentuk ikatan rangkap. Kemudian
terjadi pelepasan gugus hidrogen beserta elektronnya, mengakibatkan ikatan
rangkap berpindah. Senyawa akan mengalami resonansi yang bertindak sebagai
elektrofil atau karbokation. Serangan karbokation menyebabkan adisi elektrofilik,
diikuti pelepasan hidrogen. Kemudian gugus hidrogen beserta elektronnya
dilepas, akibatnya senyawa mengalami perpanjangan konjugasi yang

menghasilkan munculnya cincin kecoklatan (Nugrahani, dkk., 2016).
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4.4.4 Tanin

Identifikasi senyawa tanin ekstrak daun kelor (M. oleifera) dilakukan
dengan menambah reagen FeClz 1%. Penambahan reagen FeClz 1% digunakan
untuk menentukan adanya gugus fenol dalam ekstrak karena tanin merupakan
senyawa polifenol. Hasil positif adanya gugus fenol ditunjukkan dengan warna
hijau kehitaman atau biru tua. Adanya warna hijau kehitaman atau biru tua pada
ekstrak setelah ditambahkan FeCls karena terbentuknya kompleks antara tanin
dengan ion Fe*'. Terbentuknya senyawa kompleks antara tanin dan FeCls
disebabkan adanya ion Fe3* sebagai atom pusat dan tanin memiliki atom O yang
mempunyai pasangan elektron bebas yang bisa mengkoordinasikan ke atom pusat
sebagai ligannya (Ergina, dkk., 2014).

Hasil yang diperoleh dari uji senyawa tanin ekstrak daun kelor (M. oleifera)
menunjukkan hasil negatif atau tidak mengandung senyawa tanin baik ekstrak
maserasi maupun ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan sampel kering
angin dan kering jemur karena pada semua ekstrak daun kelor (M. oleifera) tidak
terbentuk warna.hijau kehitaman atau biru tua pada ekstrak setelah ditambahkan
FeClz 1%. Menurut Septiana dan Asnani (2012) senyawa tanin bersifat semi polar
sehingga kurang terekstrak oleh pelarut non polar maupun pelarut polar seperti

air.

4.4.5 Saponin

Identifikasi senyawa saponin dilakukan dengan uji busa dimana ekstrak
daun kelor (M. oleifera) ditambahkan dengan akuades dan dilakukan pengocokan,
jika menimbulkan busa ditambahkan HCI 1N sebanyak 2-3 tetes. Apabila terdapat

senyawa saponin ditunjukkan dengan adanya busa yang bertahan selama 10 menit.
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Saponin mengandung gugus hidrofilik dan hidrofobik sebagai gugus polar dan
gugus non polar sehingga bersifat aktif permukaan dan membentuk misel saat
dikocok dengan air. Pada struktur misel gugus non polar menghadap ke dalam
sedangkan gugus polar menghadap ke luar dan keadaan ini yang tampak seperti

busa (Haryati, dkk., 2015). Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.5

H,0H
co ﬂ» o o
OH 4 OH
T 2, OH

OH

Gambar 4.5 Reaksi Dugaan Uji Saponin (Nugrahani, dkk., 2016)

Uji saponin apabila terdapat busa maka penambahan HCI 1 N bertujuan
untuk menambah kepolaran sehingga gugus hidrofil akan berikatan lebih stabil
dan buih yang terbentuk menjadi stabil (Simaremare, 2014). Hasil yang diperoleh
dari penelitian ini ekstrak yang menunjukkan hasil positif mengandung saponin
yaitu ekstrak maserasi dan ekstrak sonikasi daun kelor (M. oleifera) dengan
sampel kering angin dan kering jemur yang ditandai dengan terbentuknya busa.
Saponin merupakan senyawa yang memiliki gugus hidrofilik berupa rantai
samping polar sehingga larut dalam pelarut air dan saponin memiliki gugus
hidrofobik berupa aglikon (sapogenin) yang bersifat non polar (Rachmawati dan
Suriawati, 2019).

Ekstrak daun kelor (M. oleifera) mampu menghambat pertumbuhan bakteri
E. coli dan S.a ureus disebabkan memiliki kandungan senyawa aktif. Hal ini

dibuktikan dengan uji fitokimia senyawa aktif dalam ekstrak daun kelor (M.
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oleifera) didapat hasil yang menunjukkan bahwa ekstrak daun kelor (M. oleifera)
mengandung senyawa aktif diantaranya flavonoid, alkaloid, triterpenoid, dan
saponin. Menurut penelitian yang dilakukan Amabye dan Tadesse (2016)
kandungan senyawa aktif daun kelor berperan aktif melawan virus dan mikroba
yang dibuktikan dengan hasil uji fitokimia ekstrak air daun kelor mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, serta tanin yang berpotensi sebagai
antibakteri dengan menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus, S. epidermisis, P.

vulgaris, B. subtilis, dan S. mutans.

4.5 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cakram.
Prinsip dari metode ini yaitu terdifusinya zat antibakteri pada media padat dengan
dilakukan pengamatan pada daerah pertumbuhan bakteri. Metode ini dapat
menentukan sensivitas bakteri dengan suatu zat tertentu yang memiliki
kemungkinan menghambat aktivitas antibakteri dengan menggunakan cakram
kertas yang ditandai dengan terbentuknya zona bening. Semakin besar zona
bening yang dihasilkan makan semakin efektif zat tersebut berperan sebagai
antibakteri.

Uji aktivitas antibakteri digunakan kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol
positif digunakan untuk membandingkan hasil aktivitas antibakteri ekstrak daun
kelor (M. oleifera) dengan antibiotik sintetik atau obat yang sudah tersedia.
Kontrol positif yang digunakan yaitu Doxycycline untuk bakteri E. coli dan S.
aureus. Doxycycline adalah semi sintetik bakteriostatik dan antibiotik yang
memiliki spektrum luas terhadap bakteri aerob maupun anaerob gram negatif dan

gram positif, dan beberapa protozoa (Krisnaningsih, dkk., 2005).
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Kontrol negatif yang digunakan yaitu DMSO. Pada konsentrasi ekstrak
digunakan pelarut DMSO karena dapat melarutkan senyawa polar maupun
nonpolar serta tidak mempengaruhi hasil pengamatan aktivitas antibakteri.
Menurut Amalia, dkk., (2014) kontrol negatif DMSO dengan berbagai konsentrasi
terbukti tidak memiliki aktivitas antibakteri, sehingga dapat dipastikan aktivitas
antibakteri yang dihasilkan murni dari ekstrak tanpa pengaruh dari pelarutnya.
Zona hambat hasil dari kertas cakram yang terdapat ekstrak selanjutnya
dibandingkan dengan zona hambat hasil dari kertas cakram yang terdapat kontrol
positif dan negatif.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan variasi konsentrasi ekstrak
250, 500, 750, 1000, dan 1250 pg/mL untuk mengetahui pengaruh pemberian
konsentrasi ekstrak yang berbeda terhadap pertumbuhan bakteri. Menurut
Wilapangga dan Syaputra (2018) ketentuan kekuatan daya antibakteri pada daerah
hambat >20 mm termasuk sangat kuat, daerah hambat 10 — 20 mm termasuk
kategori kuat, daerah hambat 5 — 10 mm kategori sedang, dan daerah hambat <5
mm termasuk kategori lemah. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak maserasi dan
sonikasi sampel kering angin dan kering jemur terhadap bakteri E. coli

ditunjukkan pada Tabel 4.4

Tabel 4.4 Zona Hambat Ekstrak Air Daun Kelor terhadap Bakteri E.coli

Konsentrasi Rata-rata Zona Hambat Ekstrak Air Daun Kelor (mm)
Ekstrak Sonikasi Sonikasi Maserasi Maserasi
(ng/ml) Kering Angin  Kering Jemur Kering Angin  Kering Jemur

250 1,58 1,65 1,83 1,55
500 2,87 2,67 2,79 2,68
750 3,77 3,50 3,27 3,47

1000 4,50 4,73 3,77 3,90
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1250 5,40 5,75 4,57 4,67
Kontrol positif
_ 10,86
Doxycycline
Kontrol negatif 0

DMSO

Berdasarkan Tabel 4.4 didapat bahwa ekstrak daun kelor (M. oleifera)
menggunakan ekstraksi sonikasi memiliki hasil zona hambat yang lebih besar
dibandingkan dengan ekstraksi maserasi terhadap bakteri E. coli. Hal ini
menunjukkan bahwa pada ekstraksi sonikasi diperoleh senyawa aktif yang lebih
memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Hasil zona hambat yang diperoleh pada

ekstrak daun kelor (M. oleifera) menggunakan ekstraksi sonikasi terhadap bakteri

E. coli terdapat pada Gambar 4.6

Gambar 4.6 (a) Zona Hambat Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Angin terhadap E.
coli (b) Zona Hambat Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur
terhadap E. coli dan (c) Kontrol

Berdasarkan Gambar 4.6 pada bagian (a) didapat ekstrak daun kelor (M.
oleifera) dengan sonikasi sampel kering angin mengalami peningkatan zona
hambat dari konsentrasi 250 pg/ml sampai 1250 pg/ml yaitu sebesar 1,58 mm
hingga 5,40 mm. Begitu pula untuk ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan

sonikasi sampel kering jemur pada bagian (b) juga mengalami peningkatan zona
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hambat dari konsentrasi terkecil 250 pg/ml sebesar 1,65 mm sampai konsentrasi
terbesar 1250 pg/ml yaitu sebesar 5,75 mm. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor (M. oleifera) menggunakan ekstraksi
sonikasi dengan sampel kering angin maupun kering jemur terhadap bakteri E.
coli pada konsentrasi tertinggi termasuk dalam golongan sedang (5 - 10 mm).
Zona hambat yang dihasilkan dari ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan

maserasi terhadap bakteri E. coli terdapat pada Gambar 4.7

Gambar 4.7 (a) Zona Hambat Ekstrak Maserasi Sampel Kering Angin terhadap
E. coli (b) Zona Hambat Ekstrak Maserasi Sampel Kering Jemur
terhadap E. coli dan (c) Kontrol

Berdasarkan Gambar 4.7 pada bagian (a) didapat ekstrak daun kelor (M. oleifera)
dengan maserasi sampel kering angin mengalami peningkatan zona hambat dari
konsentrasi 250 pg/ml sampai 1250 pg/ml yaitu sebesar 1,83 mm hingga 4,57
mm. Begitu pula untuk ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan maserasi sampel
kering jemur pada bagian (b) juga mengalami peningkatan zona hambat dari
konsentrasi 250 pg/ml sampai 1250 pg/ml yaitu sebesar 1,55 mm hingga 4,67
mm. Sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor

(M. oleifera) menggunakan ekstraksi maserasi dengan sampel kering angin
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maupun Kkering jemur terhadap bakteri E. coli termasuk golongan lemah karena
memiliki zona hambat <5 mm.
Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak sonikasi dan maserasi sampel kering

angin dan kering jemur terhadap bakteri S. aureus ditunjukkan pada Tabel 4.5

Tabel 4.5 Zona Hambat Ekstrak Air Daun Kelor terhadap Bakteri S. aureus

Konsentrasi Rata-rata Zona Hambat Ekstrak Air Daun Kelor (mm)

ekstrak Sonikasi Sonikasi Maserasi Maserasi

(ng/ml) Kering Angin  Kering Jemur  Kering Angin  Kering Jemur

250 1,93 2,00 1,47 2,10
500 3,07 3,08 2,61 2,87
750 3,55 3,65 3,40 3,13
1000 3,98 4,60 3,93 3,55
1250 4,85 5,58 4,30 4,17

Kontrol positif

Doxycycline 10,73

Kontrol negatif 0

DMSO

Berdasarkan Tabel 4.5 didapat bahwa ekstrak daun kelor (M. oleifera)
menggunakan ekstraksi sonikasi memiliki hasil zona hambat yang lebih besar
dibandingkan dengan ekstraksi maserasi terhadap bakteri S. aureus. Zona hambat
yang diperoleh pada ekstrak daun kelor (M. oleifera) menggunakan ekstraksi

sonikasi terhadap bakteri S.aureus terdapat pada Gambar 4.8.



Gambar 4.8 (a) Zona Hambat Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Angin terhadap S.
aureus (b) Zona Hambat Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur
terhadap S. aureus dan (c) Kontrol

Berdasarkan Gambar 4.8 pada bagian (a) didapat ekstrak daun kelor (M. oleifera)
dengan sonikasi sampel kering angin mengalami peningkatan zona hambat dari
konsentrasi terkecil 250 pg/ml sebesar 1,93 mm sampai konsentrasi terbesar 1250
pg/ml yaitu sebesar 4,85 mm. Begitu pula untuk ekstrak daun kelor (M. oleifera)
dengan sonikasi sampel kering jemur pada bagian (b) juga mengalami
peningkatan zona hambat dari konsentrasi 250 pg/ml sampai konsentrasi terbesar
1250 pg/ml yaitu sebesar 2,00 mm hingga 5,58 mm. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor (M. oleifera) menggunakan
ekstraksi sonikasi dengan sampel kering angin terhadap bakteri E. coli termasuk
dalam golongan lemah karena memiliki zona hambat <5 mm sedangkan ekstrak
daun kelor (M. oleifera) menggunakan ekstraksi sonikasi dengan sampel kering
jemur pada konsentrasi tertinggi termasuk dalam golongan sedang (5 - 10 mm).
Zona hambat yang dihasilkan dari ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan
maserasi terhadap bakteri S.aureus terdapat pada Gambar 4.9. Berdasarkan
Gambar 4.9 pada bagian (a) didapat ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan

maserasi sampel kering angin mengalami peningkatan zona hambat dari
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konsentrasi 250 pg/ml sampai 1250 pg/ml yaitu sebesar 1,47 mm hingga 4,30
mm. Begitu pula untuk ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan maserasi sampel
kering jemur pada bagian (b) juga mengalami peningkatan zona hambat dari
konsentrasi terkecil 250 pg/ml sebesar 2,10 mm sampai konsentrasi terbesar 1250
pg/ml yaitu sebesar 4,17 mm. Sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas
antibakteri ekstrak daun kelor (M. oleifera) menggunakan ekstraksi maserasi

dengan sampel kering angin maupun kering jemur terhadap bakteri S. aureus

termasuk golongan lemah karena memiliki zona hambat <5 mm.

Gambar 4.9 (a) Zona Hambat Ekstrak Maserasi Sampel Kering Angin terhadap S.
aureus (b) Zona Hambat Ekstrak Maserasi Sampel Kering Jemur
terhadap S. aureus dan (c) Kontrol
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Adline dan Devi (2014) uji aktivitas
antibakteri ekstrak air daun kelor terhadap bakteri E. coli dengan konsentrasi 20,
50, 75, dan 100 pg/ml menghasilkan zona hambat berturut-turut 0,4 mm, 0,5 mm,
0,5 mm, dan 0,6 mm. Pada penelitian yang dilakukan Peixoto, dkk., (2011)
menguji aktivitas antibakteri ekstrak air dan etanol daun kelor terhadap bakteri S.
aureus menggunakan konsentrasi disk 100, 200, 300, dan 400 pL, pada ekstrak

etanol menghasilkan zona hambat berturut sebesar 17,3 mm, 18,5 mm, 21,3 mm,

dan 22,3 mm. Sedangkan pada ekstrak air menghasilkan zona hambat berturut
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sebesar 15,2 mm, 18,6 mm, 20,2 mm, dan 22,0 mm. Selain itu Amabye dan
Tadesse (2016) juga melakukan uji aktivitas antibakteri ekstrak air dan etanol
daun kelor terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Hasil zona hambat terhadap
bakteri E. coli pada ekstrak air menghasilkan zona hambat sebesar 0 mm dan pada
ekstrak etanol 8 mm. Sedangkan bakteri S. aureus pada ekstrak air menghasilkan
zona hambat sebesar 5 mm dan pada ekstrak etanol sebesar 0 mm. Diameter zona
hambat terhadap bakteri sangat dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak sehingga
semakin besar zona hambat yang dihasilkan ekstrak maka kemampuan
antibakterinya semakin besar (Kurniawati, 2015).

Kontrol positif yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri yaitu
Doxycycline untuk bakteri E. coli dan S. aureus. Berdasarkan hasil pengujian
rata-rata zona hambat untuk kontrol positif pada bakteri E. coli yaitu sebesar
10,86 mm sedangkan bakteri S. aureus sebesar 10,73 mm sehingga disimpulkan
bahwa kontrol positif pada kedua bakteri termasuk dalam kategori kuat. Apabila
dibandingkan dengan zona hambat ekstrak daun kelor (M. oleifera) dengan
maserasi maupun sonikasi, diketahui bahwa hasil zona hambat ekstrak daun kelor
(M. oleifera) lebih kecil dibandingkan zona hambat kontrol positif. Menurut
Krinaningsih, dkk., (2005) Doxycycline mengikat ribosom pada sel bakteri
sehingga mengganggu sintesis protein dan meyebabkan sintesis protein terhenti.

Uji aktivitas antibakteri juga digunakan kontrol negatif yaitu DMSO 100%
untuk ekstrak maserasi maupun sonikasi sampel kering angin dan kering jemur.
Menurut Mukhriani, dkk., (2015) DMSO atau Dimetil Sulfoksida merupakan
salah satu pelarut sampel yang melarutkan hampir semua senyawa baik polar

maupun non polar, larut dalam pelarut organik maupun air, selain itu DMSO tidak
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memberikan daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri sehingga tidak
mengganggu hasil pengamatan. Berdasarkan hasil uji antibakteri didapat kontrol
negatif DMSO tidak memberikan zona hambat terhadap bakteri E. coli dan S.
aureus sehingga zona hambat yang terbentuk pada uji antibakteri ekstrak daun
kelor (M. oleifera) merupakan murni dari aktivitas senyawa aktif yang terdapat
dalam ekstrak daun kelor (M. oleifera).

Kekuatan senyawa antibakteri ekstrak daun kelor (M. oleifera) berdasarkan
zona hambat yang dihasilkan pada metode sonikasi lebih besar terbentuk zona
hambat dibanding metode maserasi. Hal ini diduga pada ekstrak sonikasi lebih
banyak mengandung senyawa aktif yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
Menurut Sani, dkk., (2014) pada metode ekstraksi sonikasi menggunakan
gelombang ultrasonik yang mengakibatkan kavitasi untuk membantu membuka
membran sel sehingga memudahkan dalam mengekstrak senyawa. Ditambahkan
oleh Vilkhu, dkk., (2007) ekstraksi sonikasi dapat meningkatkan rendemen
komponen fenolik, antosianin, komponen aromatik, dan senyawa fungsional lain.
Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor (M.
oleifera) diketahui bahwa ekstrak daun kelor dapat menghambat pertumbuhan
bakteri E. coli dan S. aureus.

Secara umum adanya kerja senyawa metabolit sekunder sebagai antibkateri
yang dapat menyebabkan terjadinya perubahan yang mengarah pada kerusakan
hingga terhambatnya sel bakteri (Heni dan Zaharah, 2015). Menurut Septiani dan
Wijayanti (2017) senyawa antibakteri secara umum bekerja dengan cara merusak
dinding sel, mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein, dan

menghambat kerja enzim. Masing-masing senyawa metabolit sekunder memiliki
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peran yang berbeda sebagai senyawa antibakteri yaitu flavonoid dengan
mendenaturasi protein dan merusak membran sel bakteri, alkaloid dengan
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan, triterpenoid dengan cara
merusak porin, dan saponin dengan cara merusak dinding sel bakteri (Heni dan
Zaharah, 2015).

Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang bersifat polar, sehingga lebih
mudah menembus lapisan peptidoglikan yang bersifat polar seperti yang ada pada
bakteri E. coli. Dalam penelitian Makita, dkk., (2016) M. oleifera ternyata
mengandung flavonoid paling banyak dibandingkan M. ovalifolia yang hanya
mengandung tiga dari total flavonoid. Salah satu golongan flavonol yaitu kuersetin
terbukti dapat berperan sebagai antibakteri. Dalam penelitian Sudarwati dan
Sumarni (2016) ekstrak daun kelor mengandung senyawa flavonoid khususnya
kuersetin yang terbukti dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S.
aureus.

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa fenol, dimana senyawa
fenol mempunyai sifat efektif dalam menghambat pertumbuhan virus, bakteri, dan
jamur (Saputra dan Anggraini, 2016). Mekanisme kerja flavonoid sebagai
antibakteri dibagi menjadi tiga yaitu menghambat sintesis asam nukleat,
menghambat fungsi membrane sel, dan menghambat metabolism energi. Bagan
mekanisme flavonoid sebagai antibakteri digambarkan pada Gambar 2.7.
Flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri,
mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA
bakteri. Selain itu flavonoid menghambat fungsi membran sel dimana flavonoid

akan membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut
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sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya
senyawa intraseluler. Flavonoid juga dapat menghambat metabolisme energi
dengan cara menghambat penggunaan oksigen oleh bakteri. Flavonoid
menghambat pada sitikrom C reduktase sehingga pembentukan metabolisme
terhambat (Bontjura, dkk., 2015).

Alkaloid mengandung nitrogen sebagai bagian dari sistem sikliknya serta
mengandung substituen yang bervariasi seperti gugus amina, amida, fenol, dan
metoksi (Simaremare, 2014). Mekanisme kerja senyawa alkaloid sebagai
antibakteri digambarkan pada Gambar 2.9 yaitu diduga dengan mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Haryati, dkk., 2015).
Alkaloid menghambat sintesis dinding sel yang dapat menyebabkan lisis pada sel
sehingga sel akan mengalami kematian (Amalia, dkk., 2014).

Saponin memiliki bagian polar dan non polar dimana glikosil yang berfungsi
sebagai gugus polar dan gugus steroid sebagai gugus nonpolar (Putri, dkk., 2013).
Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu dengan mengahambat fungsi
membran sel mikroba. Saponin membentuk senyawa kompleks dengan membran
sel melalui ikatan hidrogen sehingga menghancurkan sifat permeabilitas dinding
sel dan menyebabkan pelepasan isi sel dan mengakibatkan kematian sel (Haryati,
dkk., 2015). Senyawa saponin berdifusi melalui membran luar dan dinding sel
yang rentan, kemudiaan akan mengikat membran sitoplasma dan mengganggu
serta mengurangi kestabilan sitoplasma. Sehingga sitoplasma mengalami

kebocoran dan menyebabkan kematian sel (Pangestuti, dkk., 2017).
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Triterpenoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki potensi sebagai
antibakteri. Mekanisme triterpenoid sebagai antibakteri digambarkan pada
Gambar 2.13. Mekanisme antibakteri dari senyawa triterpenoid yaitu bereaksi
dengan protein transmembran pada membran luar dinding sel bakteri, kemudian
membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga menyebabkan rusaknya porin.
Porin merupakan pintu keluar masuknya senyawa apabila rusak akan mengurangi
permeabilitas dinding sel bakteri yang menyebkan sel bakteri kekurangan nutrisi
sehingga pertumbuhannya terhambat atau mati (Amalia, dkk., 2014). Menurut
Saputra dan Anggraini (2016) triterpenoid merusak fraksi lipid membran
sitoplasma sehingga mengganggu proses terbentuknya membran atau dinding sel.
Akibatnya membran atau dinding sel terbentuk tidak sempurna atau bahkan tidak
dapat terbentuk.

Hal tersebut dapat dimanfaatkan untuk membantu mengatasi penyakit yang
disebabkan oleh bakteri E. coli dan S. aureus. Sebagaimana disebutkan dalam

hadits shahih riwayat Imam Bukhari, bahwa Rasulullah SAW bersabda :
NN B R N TEPE RN TR EA L
dlas A O350 Y e O W

Artinya : “Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan
penawarnya.” (HR Bukhari).

Hadist tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan berbagai
penyakit pada manusia pasti ada obat untuk menyembuhkan. Namun hal ini dapat
ditemukan oleh orang yang berfikir, memahami, dan mau meneliti untuk mecari

solusi dalam mengatasi penyakit tersebut. Akan tetapi ada faktor lain yang paling
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menentukan kesembuhan selain dengan obat yaitu kehendak Allah SWT,

sebagaimana firman-Nya dalam Surat Asy-Syu’ara (80) :

-

ool 225 Ao \“/
U“M}@AMJ/" Jaj

~

Artinya : “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku.” (QS. Asy-
Syu’ara : 80)

Ayat tersebut bermakna jika manusia sakit, tidak ada seorang pun yang dapat
menyembuhkan selain kuasa Allah SWT. Ayat tersebut juga menegaskan bahwa
hanya Allah SWT yang dapat menyembuhkan berbagai macam penyakit. Obat
atau berbagai alternatif lain yang digunakan dan dilakukan oleh manusia untuk
menyembuhkan penyakit merupakan bentuk upaya atau ikhtiar yang dilakukan

untuk mempermudah manusia dalam mendapat kesembuhan.

4.5.1 Analisis Data

Analisis data uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan analisis
ragam dua arah atau Two Way Anova dengan taraf kepercayaan 5% . Ini dilakukan
untuk mengetahui pengaruh variasi konsentrasi dan jenis ekstrak daun kelor (M.
oleifera). Analisis terdiri dari dua variabel bebas yaitu konsentrasi dan jenis
ekstrak serta variabel terikat yaitu zona hambat bakteri. Hasil dari analisis dua
arah atau Two Way Anova pengaruh variasi konsentrasi dan jenis ekstrak daun
kelor (M. oleifera) menunjukkan hasil yang signifikan.

Hasil uji F variasi konsentrasi pada bakteri E. coli didapat nilai Fhitung > Ftabel
(217,286 > 2,87) dengan probabilitas (sig.) sebesar 0,000 lebih kecil dari nilai

alpha (0,05), sedangkan variasi jenis ekstrak pada bakteri E. coli didapat nilai
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Fhitung > Fraver (7,578 > 3,09) dengan probabilitas (sig.) sebesar 0,001 lebih kecil
dari nilai alpha (0,05). Kemudian hasil uji F variasi konsentrasi pada bakteri S.
aureus didapat nilai Fniung > Fraver (82,137 > 2,87) dengan probabilitas (sig.)
sebesar 0,000 lebih kecil dari nilai alpha (0,05), sedangkan variasi jenis ekstrak
pada bakteri S. aureus didapat nilai Fniung > Fraper (7,919 > 3,09) dengan
probabilitas (sig.) sebesar 0,001 lebih kecil dari nilai alpha (0,05).

Berdasarkan hasil uji F, uji untuk perlakuan variasi konsentrasi dan jenis
ekstrak terhadap bakteri E. coli dan S. aureus didapat nilai Fhitung > Ftanel dan angka
signifikan (sig.) < P.value (alpha). Disimpulkan terdapat minimal satu pengaruh
variasi konsentrasi dan jenis ekstrak daun kelor (M. oleifera) dalam uji aktivitas
antibakteri pada bakteri E. coli dan S. aureus. Pada data hasil terdapat perbedaan
rata-rata yang belum diketahui secara pasti dimana letak perbedaan tersebut,
sehingga perlu diketahui dengan menggunakan uji lanjut BNT (Beda Nyata
Terkecil). Hasil uji BNT variasi konsentrasi terhadap zona hambat bakteri E. coli

dan S. aureus ditunjukkan pada Tabel 4.6

Tabel 4.6 Hasil Uji BNT Variasi Konsentrasi terhadap Zona Hambat

) Notasi
Konsentrasi (pg/ml) i
E. coli S. aureus
250 A A
500 B B
750 C C
1000 D D
1250 E E

Berdasarkan Tabel 4.6 terdapat notasi huruf, dimana notasi huruf yang
berbeda menunjukkan adanya beda nyata antara rata-rata zona hambat terhadap

perlakuan variasi konsentrasi. Variasi konsentrasi ekstrak daun kelor (M. oleifera)
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menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan terhadap rata-rata zona hambat
bakteri E. coli dan S. aureus. Pada semua variasi konsentrasi memberikan
pengaruh beda nyata antara satu dengan yang lain. Sehingga disimpulkan bahwa
pemberian variasi konsentrasi ekstrak daun kelor (M. oleifera) menghasilkan zona
hambat yang berbeda pada pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus. Sedangkan
hasil uji BNT variasi jenis ekstrak terhadap zona hambat bakteri E. coli dan S.

aureus ditunjukkan pada Tabel 4.7

Tabel 4.7 Hasil Uji BNT Variasi Jenis Ekstrak Terhadap Zona Hambat

o Notasi
Variasi Jenis Ekstrak i
E. coli S. aureus
Sonikasi Kering Angin B AB
Sonikasi Kering Jemur B B
Maserasi Kering Angin A A
Maserasi Kering Jemur A A

Berdasarkan Tabel 4.7 terdapat notasi huruf dimana notasi huruf yang
berbeda menunjukkan adanya beda nyata antara rata-rata zona hambat terhadap
perlakuan variasi jenis ekstrak, sedangkan notasi huruf yang sama menunjukkan
tidak adanya beda nyata antara rata-rata zona hambat terhadap perlakuan variasi
jenis ekstrak. Disimpulkan bahwa rata-rata zona hambat bakteri E. coli terhadap
perlakuan ekstrak maserasi sampel kering angin dan kering jemur keduanya
berbeda nyata dengan ekstrak sonikasi sampel kering angin dan kering jemur.
Sedangakan rata-rata zona hambat bakteri S. aureus terhadap perlakuan ekstrak
maserasi sampel kering angin dan kering jemur tidak berbeda nyata dengan
perlakuan ekstrak sonikasi sampel kering angin namun berbeda nyata dengan

perlakuan ekstrak sonikasi sampel kering jemur.
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4.6 Uji Toksisitas Ekstrak Terbaik Uji Antibakteri

4.6.1 Penetasan Telur Larva Udang Artemia salina

Proses penetasan larva udang Artemia salina melalui 3 tahapan yaitu tahap
hidrasi, tahap pecah cangkang, dan tahap payung. Tahap hidrasi merupakan
terjadinya penyerapan air oleh telur dalam bentuk kering yang kemudian menjadi
bulat dan aktif bermetabolisme, kemudian tahap pecahnya cangkang dan tahap
payung dimana pengeluaran sesaat sebelum naupli (larva) keluar dari cangkang

(Azah, 2018).

4.6.2 Uji Toksisitas

Uji toksisitas dilakukan dengan menggunakan ekstrak terbaik dari hasil uji
antibakteri yaitu ekstrak sampel kering jemur daun kelor (M. oleifera) dengan
metode sonikasi. Kontrol yang digunakan yaitu kontrol pelarut yang berisi pelarut
air, kontrol DMSO vyang berisi cairan DMSO, dan kontrol tanpa ekstrak yang
merupakan perlakuan dengan konsentrasi 0 ppm.

Uji toksisitas untuk memastikan ekstrak larut dalam air laut yang berperan
sebagai media uji yaitu dengan menambahkan DMSO. Pada uji toksisitas DMSO
berperan sebagai surfaktan yang memiliki ujung hidrofilik dan hidrofobik
sehingga membantu kelarutan senyawa uji di dalam air laut agar terdistribusi
secara merata (Aisyah, dkk., 2018). Pada uji toksisitas ini digunakan variasi
konsentrasi ekstrak yaitu 25, 50, 100, 200, dan 400 ppm. Tingkat toksisitas suatu
senyawa dihitung menggunakan LCso. Tabel 4.8 menunjukkah hasil perhitungan
nilai LCso pada ekstrak daun kelor (M. oleifera) sampel kering jemur metode

sonikasi.
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Tabel 4.8 Nilai LCso Uji Toksisitas Ekstrak Air Daun Kelor (M. oleifera)
Ekstrak Nilai LCso

Sonikasi sampel kering jemur 183,115 ppm

Berdasarkan Tabel 4.8 dihasilkan nilai LCsp ekstrak daun kelor (M. oleifera)
sampel kering jemur menggunakan ekstraksi sonikasi sebesar 183,115 ppm. Hal
ini menunjukkan ekstrak daun kelor (M. oleifera) sampel kering jemur metode
sonikasi tersebut berpotensi sebagai antibakteri atau antimikroba karena berada
pada range 30 — 200 ppm. Ditambahkan oleh Dhone, dkk., (2018) senyawa
dengan nilai LCso 30 — 200 ppm berpotensi sebagai antibakteri. Pada penelitian
yang dilakukan Anwar, dkk., (2014) uji toksisitas ekstrak air daun kelor dengan
konsentrasi yang sama menggunakan ekstraksi maserasi menghasilkan nilai LCso
sebesar 265,977 ppm. Perbedaan nilai LCso kemungkinan disebabkan perbedaan
keadaan geografis sampel daun kelor dan juga metode ekstraksi yang digunakan.

Hasil uji toksisitas ekstrak daun kelor (M. oleifera) sampel kering jemur
menggunakan ekstraksi sonikasi menunjukkan pada konsentrasi 183,115 ppm
dapat membunuh 50% hewan uji. Sebagaimana telah dijelaskan Allah SWT dalam
Surat Al-Qamar (49) :
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Artinya : “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.”
(QS. Al-Qamar : 49).

Sebagaimana yang telah dijelaskan ayat diatas, kata gadar berarti mengukur atau

memberi kadar. Maksud dari ayat diatas yaitu Allah SWT menciptakan segala
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sesuatu dengan memberi kadar, batas, dan ukuran tertentu pada kemampuan
maksimalnya. Begitu juga pemanfaatan ekstrak daun kelor (M. oleifera) pada
penelitian ini yang selanjutnya dapat dimanfaatkan dalam bidang pengobatan
seperti antibakteri dengan kadar tertentu dapat membunuh hewan uji dengan
jumlah tertentu.

Nilai toksisitas suatu ekstrak ditandai dengan kematian larva udang Artemia
salina. Hal Ini menunjukkan bahwa adanya golongan senyawa metabolit sekunder
dalam ekstrak yang masuk ke dalam tubuh larva udang melalui sistem
pencernaan. Berdasarkan hasil uji fitokimia ekstrak daun kelor dengan ekstraksi
sonikasi sampel kering jemur mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder
diantaranya flavonoid, alkaloid, triterpenoid, dan saponin. Mekanisme kerja dari
senyawa-senyawa tersebut dengan bertindak sebagai racun perut. Senyawa ini
masuk ke dalam tubuh larva udang dan mengganggu sistem pencernaannya
dimana akan menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva. Hal ini
mengakibatkan larva gagal mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak mampu
mengenali makanannya dan akibatnya larva mati kelaparan (Vitalia, dkk., 2016).

Kandungan senyawa flavonoid dalam suatu sampel mengandung glikosida
yang berperan dalam aktivitas sitotoksik. Senyawa flavonoid diduga menyumbang
keaktifan dalam menghambat pertumbuhan larva Artemia salina dengan cara
merusak struktur dinding sel menghambat fungsi membrane sel, menghambat
kerja enzim, dan menghambat sintesis proteindan asam nukleat (Andrianto, 2017).
Ditambahkan oleh Vitalia, dkk., (2016) senyawa saponin mengandung glikosida
dalam tanaman yang sifatnya menyerupai sabun dan dapat larut dalam air yang

dapat menurunkan aktivitas enzim pencernaan dan penyerapan makanan.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Hasil uji aktivitas antibakteri daun kelor (M. oleifera) didapat pada bakteri
E. coli ekstrak yang menghambat pertumbuhan bakteri paling tinggi yaitu
ekstrak sonikasi sampel kering jemur dengan zona hambat sebesar 5,75
mm. Begitu juga pada bakteri S. aureus ekstrak yang menghambat
pertumbuhan bakteri paling tinggi yaitu ekstrak sonikasi sampel kering
jemur dengan zona hambat sebesar 5,40 mm.

2. Uji toksisitas ekstrak terbaik daun kelor (M. oleifera) dari uji antibakteri
yaitu menggunakan ekstrak sonikasi sampel kering jemur dan didapat nilai
LCso sebesar 183,115 ppm yang menunjukkan ekstrak berpotensi sebagai

antibakteri.

5.2 Saran
1. Diperlukan pemekatan ekstrak yang digunakan sampai kering tanpa
adanya pelarut yang menempel pada sampel.
2. Diperlukan pemisahan senyawa aktif yang lebih spesifik menggunakan
bantuan instrumen seperti GC-MS dan FTIR agar dapat mengetahui

srtuktur senyawa aktif dengan pasti dalam daun kelor.
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Lampiran 2. Diagram Alir Penelitian

L2.1 Preparasi Sampel

Daun Kelor

- Dikumpulkan dan dibersihkan

- Dicuci dibawah air mengalir

- Ditiriskan dan dikeringkan dengan diangin-anginkan selama 14 hari,
dan dijemur dibawah sinar matahari selama 3-4 hari

- Daun kering dihaluskan menggunakan ayakan mesh 90 hingga halus

Hasil

L2.2 Analisis

Kadar Air

Daun Kelor

jam

- Dimasukkan cawan petri ke dalam oven dengan suhu 105°C selama 24

- Dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit kemudian ditimbang
- Ditimbang daun kelor yang telah dihaluskan sebanyak 1 g

- Dimasukkan dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya

- Dikeringkan di dalam oven pada suhu 100-105°C selama 1 jam

- Didinginkan dalam desikator dan ditimbang

- Perlakuan ini diulangi sampai tercapai berat konstan

Hasil

L2.3 Pembuatan Ekstrak Tepung Daun Kelor
L.2.3.1 Sonikasi

Serbuk Daun Kelor

Ditimbang sebanyak 25 gram

Diekstrak menggunakan air sebanyak 250 mL

Dimasukkan kedalam alat ultrasonikasi dengan frekuensi 42 kHz
selama 20 menit

Disaring ekstrak menggunkan kertas Whattman No.1
Dipekatkan filtrat menggunakan rotary evaporator

Hasil
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L.2.3.2Maserasi

Serbuk Daun Kelor

Ditimbang sebanyak 25 gram

Diekstrak menggunakan air sebanyak 250 mL selama 24 jam
dengan shaker

Disaring ekstrak menggunkan kertas Whattman No.1

Dipekatkan filtrat menggunakan rotary evapotator

Hasil

L2.4 Analisis Aktivitas Antibakteri
L.2.4.1 Sterilisasi Alat

Alat Gelas

Dicuci hingga bersih
Dimasukkan ke dalam autoklaf
Disterilkan pada suhu 121°C selama 15-20 menit

Hasil

L.2.4.2 Pembuatan Larutan Kontrol

Doxycycline

Digerus 1 tablet Doxycycline (Kontrol positif)
Dibuat kontrol posistif dengan konsentrasi 250ug/mi
Kontrol negatif digunakan DMSO 100%

Hasil

L.2.4.3 Pembuatan Media

NA (Nutrient Agar)

Dilarutkan 8,4 gram dalam 300 mL aquades di dalam erlenmeyer

dan ditutup dengan aluminium foil

96

Dihomogenkan dengan stirer diatas penangas air sampai mendidih

Dituangkan media ke dalam tabung reaksi steril dan ditutup dengan

kapas dan aluminium foil

Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
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- Tabung reaksi diletakkan dalam posisi miring dan dibiarkan sampai

media memadat

Hasil

NB (Nutrient Broth)

- Dilarutkan 1,3 gram dalam 100 mL aquades di dalam erlenmeyer
dan ditutup dengan aluminium foil

- Dihomogenkan dengan stirer diatas penangas air sampai mendidih

- Dituangkan media ke dalam botol uc (kaca) steril dan ditutup
dengan kapas dan plastik wrap yang dilakukan secara aseptik

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

Hasil

L.2.4.4 Peremajaan Bakteri

Inokulum murni Escherichia coli dan Staphylococcus

Disterilkan jarum ose diatas nyala api

Diambil bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dari
inokulum murni dengan sebanyak 1 ose

Digoreskan secara aseptik pada media NA miring dan ditutup
kembali dengan kapas dan plastik wrap

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Hasil

L.2.4.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji (Inokulum)

Bakteri uji
- Disterilkan jarum ose diatas nyala api

- Diambil bakteri uji sebanyak 1 ose
- Dibiakkan ke dalam 8 mL media NB (Nutrient Broth) steril
- Diinkubasi selama 18 jam dan diukur OD sebesar 0,5 menggunakan

Spektrofotometri UV-vis pada panjang gelombang 600 nm

Hasil
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L.2.4.6 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kelor

Ekstrak Daun Kelor

Diambil Inokulum bakteri (biakan aktif) sebanyak 100 ul ke dalam
cawan petri steril

Dituangkan media NA (Nutrient Agar) steril ke dalam cawan petri
yang berisi biakan aktif bakteri dan digerakkan membentuk angka
8

Ditunggu hingga media memadat

Direndam kertas cakram ke dalam kontrol negatif dan positif serta
ekstrak pada konsentrasi 250, 500, 750, 1000, dan 1250 pg/ml
selama 60 menit

Kertas cakram yang telah direndam ekstrak dan kontrol kemudian
diambil dan ditempatkan secara aseptik pada permukaan media
yang telah memadat dengan jarak yang sesuai dan tidak saling
berdekatan sekitar 3cm dan jarak tepi media 2 cm

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Hasil

L.2.4.7 Pengamatan dan Pengukuran

Zona Hambat

Pengamatan dilakukan setelah 1x24 jam masa inkubasi dalam suhu
37°C.

Diukur diameter zona hambat dalam satuan milimeter (mm)
menggunakan mistar. Rumus perhitungan aktivitas antibakteri :

diameter keseluruhan - diameter kertas cakram

Hasil
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L2.5 Analisis Toksisitas Ekstrak Terbaik dari Uji Antibakteri
L.2.5.1 Penetasan Telur Larva Udang Artemia salina Leach

Air Laut

Sebanyak 250 mL dimasukkan ke dalam bejana penetasan
Dimasukkan telur Artemia salina Leach sebanyak ujung spatula dan
ragi

Diaerasi dengan cara memberikan aerator ke dalam bejana penetasan
dan lampu dinyalakan selama 48 jam

Diambil larva udang Artemia salina Leach yang akan diuji dengan
menggunakan pipet tetes

Hasil

L.2.5.2 Uji Toksisitas Ekstrak Daun Kelor

Ekstrak Daun Kelor

Ditimbang sebanyak 50 mg

Dilarutkan dengan menggunakan air laut sebanyak 10 mL

Dipipet masing-masing sebanyak 250 uL, 500 uL, 1000 uL, 2000 uL
dan 4000 pL

Dimasukkan ke dalam botol vial 10 mL

Ditambah air laut secukupnya, satu tetes larutan ragi, dan 0,1 ml
DMSO

Divortex hingga homogeny

Dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia salina Leach
Ditambahkan air laut sampai tanda batas

Dilakukan pengamatan selama 24 jam terhadap kematian larva
udang dan dihitung survival rate dari Artemia salina Leach dengan

rumus

o calita Modus kematian larva « 100%
mortalitas =
’ Jumlah larva 1 vial (10) ’

Hasil




100

L2.6 lIdentifikasi Golongan Senyawa Aktif dalam Daun Kelor
L.2.6.1 Uji Flavonoid

Ekstrak daun kelor
- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dilarutkan dalam 1-2 mL

metanol panas 50 %
- Ditambah serbuk Mg dan 4-5 tetes HCI pekat
- Warna merah atau jingga yang terbentuk, menunjukkan adanya

flavonoid

Hasil

L.2.6.2 Uji Alkaloid

Ekstrak daun kelor
- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambah 0,5 mL HCI 2 % dan larutan dibagi dalam dua tabung

- Ditambahkan tabung | dengan 0,5 mL reagen Dragendorff dan
tabung Il ditambahkan 0,5 mL reagen Meyer

- Jika tabung | terbentuk endapan jingga dan pada tabung Il terbentuk
endapan kekuning-kuningan, menunjukkan adanya alkaloid

Hasil

L.2.6.3 Uji Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak daun kelor
- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL
asam asetat anhidrat

- Ditambah dengan 1-2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung

- Apabila terdapat cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua
pelarut menunjukkan adanya senyawa triterpenoid, sedangkan

apabila terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid

Hasil
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L.2.6.4 Uji Tanin

Ekstrak daun kelor
- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan dengan larutan FeCls 1 % sebanyak 1-2 tetes

- Apabila berubah warna menjadi hitam, maka menunjukkan sampel

tersebut mengandung tanin

Hasil

L.2.6.5 Uji Saponin

Ekstrak daun kelor
- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambah air (1:1) sambil dikocok selama 1 menit
- Jika menimbulkan busa ditambahkan HCI 1N sebanyak 2-3 tetes
- Busa yang terbentuk jika bertahan selama 10 menit dengan

ketinggian 1-3 cm, maka ekstrak positif mengandung saponin

Hasil




Lampiran 3. Perhitungan

L3.1 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Uji Antibakteri

a. Konsentrasi 250 pug/ml
Massa sampel =250 pg/ml x 3 mi
=750 ug
=0,75mg
Jadi, untuk membuat larutan uji 250 pg/ml diperlukan ekstrak sebanyak
0,75 mg dan dilarutkan dalam pelarutnya sampai volume 3 ml hingga

diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 250 pg/ml.

b. Konsentrasi 500 pg/mi
Massa sampel =500 pg/ml x 3 mi
= 1500 g
=15mg
Jadi, untuk membuat larutan uji 500 pg/ml diperlukan ekstrak sebanyak 1,5
mg dan dilarutkan dalam pelarutnya sampai volume 3 ml hingga diperoleh

ekstrak dengan konsentrasi 500 pg/ml.

c. Konsentrasi 750 pug/ml
Massa sampel =750 pg/ml x 3 mi
= 2250 ug
= 2,25 mg
Jadi, untuk membuat larutan uji 750 pg/ml diperlukan ekstrak sebanyak
2,25 mg dan dilarutkan dalam pelarutnya sampai volume 3 ml hingga

diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 750 pg/ml.
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L3.2
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Konsentrasi 1000 pg/ml
Massa sampel = 1000 pg/ml x 3 ml
= 3000 pg
=3mg
Jadi, untuk membuat larutan uji 1000 pg/ml diperlukan ekstrak sebanyak 3
mg dan dilarutkan dalam pelarutnya sampai volume 3 ml hingga diperoleh

ekstrak dengan konsentrasi 1000 pg/ml.

Konsentrasi 125 pg/mi
Massa sampel = 1250 pg/ml x 3 ml
= 3750 pg
= 3,75 mg
Jadi, untuk membuat larutan uji 1250 pg/ml diperlukan ekstrak sebanyak
3,75 mg dan dilarutkan dalam pelarutnya sampai volume 3 ml hingga

diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 1250 pg/ml.

Pembuatan Larutan Stok 1000 ppm untuk Uji Toksisitas

VVolume labu ukur =50 mL
ppm = pHg/mL
M larutan stok =1000 ppm = 1000 pg/mL
Massa ekstrak =1000 pg/mL x 50 mL
= 50000 ug

=50 mg
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Jadi untuk pembuat larutan stok 1000 ppm, dibutuhkan ekstrak sebanyak 50
mg, kemudian ditambahkan oleh pelarutnya hingga tanda batas dan dikocok

hingga homogen.

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Uji Toksisitas

Konsentrasi 25 ppm
M1 X V1 =M1 x V1
1000 ppm x V1 =25 ppm x 10 ml
Vi =0,25ml
Jadi, untuk membuat konsentrasi ekstrak 25 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 0,25 ml.

. Konsentrasi 50 ppm

M1 X V1 =M1 x V1
1000 ppm x V1 =50 ppm x 10 ml
Vi =05ml
Jadi, untuk membuat konsentrasi ekstrak 50 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 0,5 ml.

Konsentrasi 100 ppm
M1 X V1 =M1 x V1
1000 ppm x V1 =100 ppm x 10 ml
Vi =1ml
Jadi, untuk membuat konsentrasi ekstrak 100 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 1 ml.
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d. Konsentrasi 200 ppm
M1 X V1 =Mi1x V1
1000 ppm x V1 =200 ppm x 10 ml
Vi =2ml
Jadi, untuk membuat konsentrasi ekstrak 200 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 2 ml.

e. Konsentrasi 400 ppm
M1 X V1 =M1 x V1
1000 ppm x V1 =400 ppm x 10 ml
Vi =4ml
Jadi, untuk membuat konsentrasi ekstrak 400 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 4 ml.



Lampiran 4. Data dan Perhitungan Hasil Penelitian

L.4.1 Preparasi Sampel
L.4.1.1 Tabel Hasil Preparasi Sampel

Sampel Berat Awal Berat Akhir
(k9) )]
Daun kelor kering angin 1 600
Daun kelor kering jemur 1 745

L.4.2 Kadar Air Daun Kelor
L.4.2.1 Perhitungan Kadar Air Daun Kelor Sampel Kering Angin

Pengulangan Berat Cawan Berat Cawan+  Berat Cawan + Sampel

Kosong (9) Sampel (9) dikeringkan (g)
1 73,4301 74,4606 74,3731
2 73,4603 74,3659
3 73,4604 74,3758
4 73,4605 74,3651
5 73,4606 74,3636
6 73,4606 74,3616
7 73,4606 74,3627
Kadar air = ®=c) x 100%
(b-a)

74,4606—74,3627

Kadar air = x 100%
T4,4606—-73, 4606

Kadar air = 9,79 %

Keterangan:

a = berat cawan kosong
b = berat sampel + cawan sebelum dikeringkan
C = berat sampel + cawan setelah dikeringkan

L.4.2.2 Perhitungan Kadar Air Daun Kelor Sampel Kering Jemur

Berat Cawan Berat Cawan+ Berat Cawan + Sampel

Pengulangan  Kosong (g) Sampel (g) dikeringkan (g)
1 65,0347 66,0555 65,9872
2 65,0547 65,9822
3 65,0549 65,9908
4 65,0555 65,9749
5 65,0555 65,9759
6 65,0555 65,9736
7 65,0555 65,9733
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Kadar air = =<
a aralr—{b

?] X 100%

—a

. 66,0555-65,9733
Kadar air = - x 100%

6,0555—65,0555

Kadar air = 8,22 %

Keterangan:
a = berat cawan kosong

b = berat sampel + cawan sebelum dikeringkan
¢ = berat sampel + cawan setelah dikeringkan
L.4.3 Perhitungan Rendemen Ekstrak Daun Kelor

L.4.3.1 Perhitungan Rendemen Hasil Sonikasi
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Sampel Berat Awal Berat Akhir o
Sampel (gr) Sampel (gr) Rendemen (%)
Dau_n kelor kering 25 3,69 14.76
angin
Daun kelor kering
jemur 25 4,46 17,84
a. Daun kelor kering angin
berat akhir sampel
% Rendemen = x 100%
berat awal sampel
7,59 gr
= — x 100%
25 gr
= 30,36%
b. Daun kelor kering jemur
berat akhir sampel
% Rendemen = x 100%
berat awal sampel
10,12 gr
=— x 100%
23 gr
=40,48%
L.4.3.2Perhitungan Rendemen Hasil Maserasi
Berat Awal Berat Akhir Rendemen
Sampel
Sampel (gr) Sampel (gr) (%)
Daun kelor kering angin 25 7,59 30,36%
Daun kelor kering jemur o5 10,12 40.48%




Daun kelor kering angin

berat akhir sampel

% Rendemen = x 100%

berat awal sampel
3,69 gr
= X 100%

23 gr

=14,76%

Daun kelor kering jemur

berat akhir sampel

% Rendemen = X 100%
berat awal sampel

4,46 gr
= x 100%

25 gr

=17,84%
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Lampiran 5. Data Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

L.5.1 Baktei Eschericia coli
L.5.1.1 Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Angin

Zona Hambat (mm)

Konsentrasi

(ug/ml) Ul Rata- U2 Rata-
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.8 1.8 1.5 1.7 1.6 1.3 1.5 1.47
500 2.7 2.9 2.8 2.8 2.6 3.8 2.4 2.93
750 3.8 3.2 3.8 3.6 3.7 4.3 3.8 3.93
1000 4.8 5 4.7 4.83 4 4.6 3.9 4.17
1250 5.2 5.8 5.1 5.37 53 5.7 53 5.43
Kontrol (+) 10.7 11.3
Kontrol (-) 0 0
L.5.1.2 Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur
Konsentrasi Zona Hambat (mm)
Ul Rata- U2 Rata-
(ng/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.4 1.5 1.9 1.6 1.4 1.7 2 1.7
500 2.7 2.7 2.9 2.77 2.3 2.5 2.9 2.57
750 35 3.4 3.8 3.57 3.7 3.4 3.2 3.43
1000 4.9 4.8 4.8 4.83 4.8 4.7 4.4 4.6
1250 5.6 5.7 5.9 5.73 5.9 5.6 5.8 5.77
Kontrol (+) 11.2 10
Kontrol (-) 0 0
L.5.1.3 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Angin
Zona Hambat (mm)
Konsentrasi Ul Rata- U2 Rata-
(mng/ml) 1 2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.6 1.8 1.4 1.6 1.9 1.5 2.8 2.17
500 2 2.65 3.2 2.67 2.8 2.9 3.2 2.97
750 3.2 3.2 3.7 3.37 2.9 3.3 3.3 3.17
1000 3.9 4.1 4.2 4.07 3 3.8 3.6 3.47
1250 4.8 4.9 4.8 4.83 4 4.9 4 4.3
Kontrol (+) 11.6 10.5
Kontrol (-) 0 0
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L.5.1.4 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Jemur

Zona Hambat (mm)

Konsentrasi Ul Rata- U2 Rata-
(Hg/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.4 1.3 1.9 1.53 1.6 1.3 1.8 1.57
500 2.8 2.7 2.3 2.6 2.8 2.7 2.8 2.77
750 3.8 3.3 3.3 3.47 3 3.8 3.6 3.47
1000 4.1 3.9 4 4 3.8 3.9 3.7 3.8
1250 5.55 4.7 5 5.08 4.2 4.3 4.3 4.27
Kontrol (+) 10.7 10.9
Kontrol (-) 0 0

L.5.2 Baktei Staphylococcus aureus
L.5.2.1Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Angin

Zona Hambat (mm)

Konsentras| Ul Rata- U2 Rata-
(ng/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.3 2 1.3 1.53 1.9 2.5 2.6 2.33
500 4.67 2.6 2.6 3.29 2.3 3.2 3.1 2.87
750 3.2 35 3.8 35 3.4 3.8 3.6 3.6
1000 3.9 4.1 4.1 4.03 4 3.9 3.9 3.93
1250 4.9 5.1 5.2 5.06 4.8 4.3 4.9 4.67
Kontrol (+) 10.8 11.3
Kontrol (-) 0 0

L.5.2.2 Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur

Zona Hambat (mm)

Konsentras| U1 Rata- U2 Rata-
(ng/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 17 12 12 137 23 26 3 2.63
500 34 33 22 297 28 32 36 3.2
750 38 37 33 3.6 38 34 39 3.7
1000 47 49 48 4.8 41 43 48 4.4
1250 5.8 5 5.2 5.3 57 59 59 583
Kontrol (+) 10.2 11

Kontrol (-) 0 0




L.5.2.3 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Angin
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Zona Hambat (mm)

Konsentrasi Ul Rata- U2 Rata-
(ng/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.2 1.2 1.3 1.23 1.9 1.2 2 1.7
500 24 2.4 2.8 2.53 2.7 2.6 2.8 2.7
750 3.4 3.2 3.7 3.43 3.8 3.8 2.5 3.37
1000 3.9 4.4 4 4.1 4.4 3.9 3 3.77
1250 4.7 4.6 4 4.43 4.5 4 4 4.17
Kontrol (+) 11.1 10.5
Kontrol (-) 0 0
L.5.2.4 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Jemur
Konsentrasi Zona Hambat (mm)
Ul Rata- U2 Rata-
(ng/ml)
2 3 rata 1 2 3 rata
250 1.2 1.7 2 1.67 2.2 2.7 2.8 2.57
500 2.8 2.6 3 2.8 3 2.8 3 2.93
750 3.2 2.9 3.2 3.1 3.2 2.9 3.4 3.17
1000 3.9 3.3 3.4 3.53 3.8 3.2 3.7 3.57
1250 4.4 4.5 4.3 4.4 4 3.9 3.9 3.93
Kontrol (+) 11 10
Kontrol (-) 0 0




Lampiran 6. Hasil Analisis dengan Two Way Anova dan Uji BNT Anova

L.6.1 Hasil Analisis Anova Bakteri E.coli

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Zona Hambat

Type 11l Sum
Source )
of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 59.377¢8 19 3.125 48.746 .000
Intercept 475.962 1 475.962| 7424.146 .000
Konsentrasi 55.721 4 13.930| 217.286 .000
Ekstrak 1.458 3 486 7.578 .001
Konsentrasi * Ekstrak 2.199 12 .183 2.858 .018
Error 1.282 20 .064
Total 536.622 40
Corrected Total 60.660 39
a. R Squared =.979 (Adjusted R Squared = .959)
Homogeneous Subsets
Zona Hambat
) Subset
Konsentrasi
N 1 2 3 4 5
Tukey HSD?? 250 pg/ml 8| 1.6675
500 pg/ml 8 2.7600
750 pg/ml 8 3.5012
1000 pg/ml 8 4.2213
1250 pg/ml 8 5.0975
Sig. 1.000( 1.000| 1.000] 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .064.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000.

b. Alpha = .05.
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Homogeneous Subsets

Zona Hambat

Subset
Ekstrak
1 2

Tukey HSD?**  MKJ 10 3.2560

MKA 10 3.2620

SKA 10 3.6230

SKJ 10 3.6570

Sig. 1.000 .990

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .064.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

b. Alpha = .05.

L.6.2 Hasil Analisis Anova Bakteri S.aureus

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Zona Hambat
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Type 111 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 42.1512 19 2.218 19.443 .000
Intercept 460.430 1 460.430| 4035.232 .000
Konsentrasi 37.488 4 9.372 82.137 .000
Ekstrak 2.711 3 .904 7.919 .001
Konsentrasi * Ekstrak 1.952 12 163 1.426 233
Error 2.282 20 114
Total 504.863 40
Corrected Total 44.433 39
a. R Squared =.949 (Adjusted R Squared = .900)
Homogeneous Subsets
Zona_Hambat
] Subset
Konsentrasi
N 1 2 3 4
Tukey HSD? 250 pg/ml 8| 1.8788
500 pg/ml 8 2.9113
750 pg/ml 8 3.4338
1000 pg/ml 8 4.0163




1250 pg/ml
Sig.

8

1.000{ 1.000

1.000

1.000
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4.7238
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .114.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000.

b. Alpha = .05.

Homogeneous Subsets
Zona Hambat

Subset
Ekstrak
N 1 2

Tukey HSD** MKA 10 3.1430

MKJ 10 3.1670

SKA 10 3.4810 3.4810

SKJ 10 3.7800

Sig. 147 229

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .114.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

b. Alpha = .05.



Lampiran 7. Data Hasil Uji Toksisitas

L.7.1 Hasil Uji Toksisitas Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur

Konsentrasi Jumlah larva mati i
(ppm) U1 U2 U3 U4 U5 Modus  Mortalitas
25 2 2 3 3 3 3 15
50 4 3 3 4 4 4 20
100 3 3 5 5 5 5 25
200 3 5 6 6 4 6 30
400 5 6 7 6 6 6 30
0 0 0 0 0 0 0 0
0* 0 0 0 0 0 0 0
0** 0 0 0 0 0 0 0
Keterangan : 0 = Kontol tanpa ekstrak
0* = Kontrol DMSO
0** = Kontrol pelarut

L.7.2 Hasil Analisis nilai LCso dengan Analisis Probit

Probability Plot for Mortalitas
Normal - 95% Cl
Probit Data - ML Estimates

99
Table of Statistics

Mean 183115
95 StDev 557064
90 Median 183.115
IQR 751468
80
70
60
50
40
30
20

Percent

10
5

1
4000 -3000 -2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000
Konsentrasi
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Lampiran 8. Dokumentasi

L.8.1 Preparasi Sampel

Daun kelor sampel Daun kelor sampel Tepung daun kelor
kering jemur sebelum kering jemur sesudah  sampel kering jemur
dikeringkan dikerinakan

Daun kelor sampel Daun kelor sampel Tepung daun kelor
kering angin sebelum kering angin sesudah  sampel kering angin
dikeringkan dikerinakan

L.8.2 Analisis Kadar Air

e
Pengovenan cawan Desikator cawan Penimbangan cawan
+ sampel + sampel + sampel
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L.8.3 Ekstraksi Sonikasi dan Maserasi
L.8.3.1 Ekstraksi Sonikasi

Sampel ditimbang Proses ekstraksi Proses penyaringan

dan ditambah sonikasi ekstrak
pelarut \

Filtrat ekstrak Proses Rotary Penimbangan
sonikasi daun kelor evaporator ekstrak pekat

L.8.3.2 Ekstraksi Maserasi

v.i ‘.".'
RS
4 | "-:; .

Sampel ditimbang Proses ekstraksi Proses penyaringan

dan ditambah maserasi ekstrak
pelarut

Filtrat ekstrak Proses Rotary Penimbangan
maserasi daun kelor evaporator ekstrak pekat
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L.8.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Pembuatan Inokulum stok dan
konsentrasi ekstrak proses inkubasi

Inokulum kerja Proses uji antibakteri Pengukuran zona
hambat

L.8.4.1 Hasil Uji Antibakteri terhadap Bakteri E.coli

s 2
Zona hambat ekstrak Zona hambat ekstrak Kontrol positif
sonikasi sampel kering sonikasi sampel kering dan negatif

angin jemur
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Zona hambat ekstrak Zona hambat ekstrak Kontrol positif

maserasi sampel kering  maserasi sampel kering dan negatif
angin jemur

L.8.4.2 Hasil Uji Antibakteri terhadap Bakteri S.aureus

Zona hambat ekstrak Zona hambat ekstrak Kontrol positif
sonikasi sampel kering  sonikasi sampel kering dan negatif
angin jemur

Zona hambat ekstrak Zona hambat ekstrak Kontrol positif
maserasi sampel kering ~ maserasi sampel kering dan negatif
angin jemur
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L.8.5 Uji Toksisitas

Proses aerasi larva Pembuatan Pembuatan Penambahan

Artemia salina larutan stok konsentrasi uji  DMSO dan air laut
ke dalam vial

Larutan dihomogen Proses memasukkan larva Uji toksisitas ekstrak

dengan divortex Artemia salina ke dalam selama 24 jam
vial

L.8.6 Identifikasi Senyawa Aktif (Uji Fitomikia)
L.2.6.1 Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Angin

Flavonoid Alkaloid Alkaloid  Triterpenoid  Tanin Saponin
Dragendorff ~ Meyer dan
Steroid
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L.2.6.2 Ekstrak Sonikasi Sampel Kering Jemur

Flavonoid Alkaloid Alkaloid Triterpenoic Tanin  Saponin
Dragendorff Meyer dan
Steroid

L.2.6.3 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Angin

Flavonoid  Alkaloid Alkaloid  Triterpenoid Tanin Saponin
Dragendorff Meyer dan
Steroid

L.2.6.4 Ekstrak Maserasi Sampel Kering Jemur

AN
)
I
"

Flavonoid Alkaloid Alkaloid  Triterpenoid Tanin Saponin
Dragendorff ~ Meyer dan
Steroid




