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ABSTRAK
Pendahuluan: Tanaman kelor (M. oleifera) merupakan tanaman herbal yang memiliki aktivitas antibakteri yang telah
diuji secara in vitro. Uji tersebut memakai ekstrak etanol yang mengandung metabolit sekunder yang dapat saling
berinteraksi. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas antibakteri pada fraksi n-Heksana (FHK), etil asetat
(FEK), dan fraksi air (FAK) dari ekstrak etanol daun kelor (Moringa oleifera Lam.) dibandingkan dengan aktivitas
antibakteri dari ekstrak etanol (EEK) terhadap pertumbuhan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
Metode: Penelitian ini adalah experimental laboratory in vitro. Daun kelor dimaserasi dengan etanol 96% lalu
difraksinasi dengan ekstrak cair-cair menggunakan n-heksana, etil asetat, dan air. Masing-masing fraksi diuji fitokimia.
Pengujian antibakteri menggunakan metode kirby-bauer, dengan melihat diameter zona hambat di sekitar kertas cakram.
Data dianalisa dengan Independent T-Test dan p<0,05 dianggap signifikan.
Hasil: Uji fitokimia menunjukkan terdapat kandungan flavonoid, alkaloid dan triterpenoid di semua jenis fraksi dan
ekstrak etanol. Hasil uji zona hambat pada EEK, FHK, FEK, dan FAK menunjukan adanya aktivitas antibakteri yang
lemah (9,8 £ 1,41mm) pada Staphylococcus aureus dan pada Escherichia coli tidak didapatkan adanya aktivitas
antibakteri.
Kesimpulan: Fraksi n-heksana M. oleifera memiliki kemampuan antibakteri terhadap Staphylococcus aureus secara
lemah.
Kata Kunci: Moringa oleifera Lam., Fitokimia, Zona hambat
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ANTIBACTERIAL POTENTIAL OF ETHANOL EXTRACT AND FRACTION OF ETHANOL EXTRACT
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ABSTRACT
Introduction: The Moringa plant (M. oleifera) is a herbal plant that has antibacterial activity which has been tested in
vitro. This test uses ethanol extract which contains secondary metabolites that can interact with each other. This study
target to detect the antibacterial activity of the n-hexane fraction (FHK), ethyl acetate (FEK), and water fraction (FAK)
of the ethanol extract of Moringa leaves (Moringa oleifera Lam.) compared to the antibacterial activity of the ethanol
extract (EEK) against growth of Escherichia coli and Staphylococcus aureu.
Methods: This research is an in vitro experimental laboratory. Moringa leaves were macerated in ethanol 96% and then
fractionated with a liquid-liquid extract using n-hexane, ethyl acetate, and water. Each fraction was tested for
phytochemicals. Antibacterial test used the Kirby-Bauer method, determining the diameter of the inhibition zone around
the disc paper. Data were analyzed by Independent T-Test and p<0.05 was considered significant.
Results: Phytochemical tests showed the presence of flavonoids, alkaloids and triterpenoids in all types of crude fractions
and extracts. Antibacterial test of EEK, FHK, FEK, and FAK showed weak antibacterial activity (9.8 £ 1.41mm) in
Staphylococcus aureus and no antibacterial activity in Escherichia coli.
Conclusion: The n-hexane fraction of M. oleifera has weakly antibacterial ability against Staphylococcus aureus.
Keywords: Moringa oleifera Lam., Phytochemistry, Zone of inhibition
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PENDAHULUAN

Escherichia  coli  (E. coli) dan
Staphylococcus aureus (S. aureus) adalah bakteri
flora normal yang hidup di tubuh manusia namun
mampu memberikan efek yang negatif pada
individu yang rentan. Prevalensi infeksi yang
disebabkan oleh S. aureus memiliki angka sekitar
30% populasi di dunia atau berkisar antara 10
hingga 30 orang per 100.000 orang pertahun.?
Sedangkan prevalensi infeksi yang disebabkan oleh
E. coli memiliki angka sekitar 48% populasi dunia
per 100.000 orang pertahun.? Resistensi yang
terjadi pada S. aureus adalah Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)® dan resisten yang
terjadi pada E. coli yaitu Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL).*

Indonesia kaya dengan beragam herbal yang
berkhasiat untuk pengobatan, salah satu herbal
tersebut adalah kelor. Kelor (Moringa oleifera)
adalah tumbuhan yang digunakan sebagai obat
tradisional di masyarakat. M. oleifera memiliki
berbagai khasiat sebagai anti kolesterol, asam urat,
diabetes, hipertensi, dan sakit mata.>® Adapun
kandungan metabolit sekunder yang terkandung
didalam dan berpotensi sebagai sebagai antibakteri
yaitu flavonoid, alkaloid, saponin, terpenoid,
catechol tannin, steroid, dan alkaloid.” Sehubungan
dengan kandungan tersebut, M. oleifera diduga
mengandung khasiat sebagai antibiotik.

Ekstraksi asal M. oleifera dilakukan secara
maserasi memakai pelarut etanol 96%. Etanol
adalah pelarut yang mempunyai kemampuan untuk
menarik lebih banyak senyawa antibakteri di M.
oleifera.®® Hasil ekstraksi tersebut akan dilanjutkan
ke proses fraksinasi yang menggunakan pelarut n-
Heksana, etil asetat, dan air asal ekstrak etanol M.
oleifera. Adanya perbedaan penggunaan pelarut
pada proses fraksinasi ini dapat mempengaruhi
hasil total yang didapatkan dari kandungan
metabolit sekunder.?! Hal ini dikarenakan terdapat
disparitas taraf kepolaran dari pelarut yang bisa
menarik senyawa yang mempunyai tingkat
kepolaran yg sama.?? Masing-masing fraksi akan
diuji daya hambatnya terhadap pertumbuhan
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Dengan mengacu pada hal yang disebutkan
sebelumnya, diperlukan penelitian  lanjutan
mengenai pengaruh aktivitas antibakteri dengan
memakai pelarut yang memiliki tingkat kepolaran
yang berbeda pada perkembangan Escherichia coli
dan Staphylococcus aureus perlu dilakukan.

METODE
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini memakai desain penelitian
eksperimental laboratorium in vitro dengan
mengamati perubahan zona hambat dari ekstrak
etanol 96% M. oleifera enggunakan fraksi n-
heksana, etil asetat, dan air pada bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus. Sampel bakteri

yang digunakan didapatkan dari laboratorum
terpadu mikrobiologi Universitas Islam Malang.

Ekstraksi Herbal M. oleifera

Simplisia yang digunakan pada penelitian ini
didapatkan dari Laboratorium Balai Materia
Medika yang berasal dari wilayah Batu. Simplisia
ditimbang sebanyak 100 g. Ekstraksi dilakukan
memakai metode maserasi kinetik menggunakan
pelarut etanol 96% selama 24 jam memakai shaker
pada suhu ruangan. Hasilnya akan diuapkan pada
suhu 60° dengan kecepatan 50 rpm. Lalu di oven di
suhu 50°C hingga 2-3 hari untuk mendapatkan
ekstrak yang lebih kental.

Fraksinasi Herbal M. oleifera

Fraksinasi dilakukan melalui partisi cair-cair.
Ekstrak etanol diambil dengan berat 3 g dilarutkan
dengan air hangat sebanyak 30ml. Pemisahan
pertama dilakukan menggunakan pelarut n-heksana
30 ml lalu dikocok selama 15 menit. Setelah terjadi
pemisahan dengan menyisakan fraksi air, maka
selanjutnya ditambahkan etil asetat 30 ml.
Kemudian masing-masing fraksi akan diambil
menggunakan pipet lalu ditampung di dalam beaker
glass. Lalu hasil akhirnya ditempatkan di oven
pada suhu 50°c hingga 3-4 hari agar mendapatkan
hasil fraksi yang kental.°

Uji Metabolit Sekunder

Uji Kandungan metabolit sekunder flavonoid,
alkaloid, serta terpenoid pada ekstrak etanol
maupun  fraksi dari M. oleifera diujikan
menggunakan teknik pengujian fitokimia metabolit
sekunder. Pengujian ini nantinya akan menjadi
kontrol kualitas pada sampel ekstrak maupun fraksi
apakah sampel yang dipergunakan pada penelitian
ini memiliki metabolit sekunder atau tidak. Uji
fitokimia metabolit sekunder kandungan senyawa
flavonoid, alkaloid, serta terpenoid pada ekstrak
maupun fraksi M. oleifera dilakukan dengan
mengirimkan sampel masing-masing dari ekstrak
maupun fraksi M. oleifera masing-masing 5 ml
dalam bentuk sediaan cair ke Unit Pelaksana Teknis
(UPT) Laboratorium Herbal Materia Medica Batu,
Jawa Timur. Pengujian senyawa flavonoid
menggunakan pereaksi HCI dan bubuk Mg, pada
senyawa alkaloid akan dilakukan pengujian
memakai tiga pereaksi yang berbeda seperti Meyer,
Bouchardat, serta Dragendorff, sedangkan pada
pengujian senyawa terpenoid memakai
kromatografi lapis tipis dengan reagen lieberman-
buchard.

Uji Zona Hambat

Bakteri biakan diambil dari kultur yang telah
disiapkan vyaitu bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus, masing-masing diambil
sebanyak satu ose lalu dilarutkan dalam 10 ml air
steril.  Bakteri  tersebut  diambil  dengan



menggunakan cotton bud yang akan diusapkan
membentuk zigzag 60°C dimiringkan dan diratakan
di media agar yang telah dituangkan di cawan petri
sampai merata dan satu persatu. Kertas cakram
yang memiliki diameter yang sama ditetesi
menggunakan ekstrak dan fraksi sesuai konsentrasi
di setiap cawan petri. Jumlah tetesan pada tiap
cakram adalah 50 ul kemudian didiamkan hingga
10 menit. Cakram ditaruh di cawan yang sudah
diinokulasi dengan bakteri, lalu cawan diinkubasi
dengan suhu 37°C hingga 24 jam. Zona hambat
yang terbentuk pada cawan lalu diukur dengan
jangka sorong dan dilaporkan dengan satuan mm.
Analisis Data

Setelah dilakukan interprestasi menggunakan
Uji zona hambat vyang diperolen diolah
menggunakan Statistical Package for the Social
Scienes (SPSS) yang bertujuan mengetahui nilai
pada rata-rata dan nilai deviasi. Uji statisitik yang
digunakan pada penelitian ini dilihat dari data yang
dihasilkan oleh uji normalitas dan homogenitas.
Pada penelitian ini didapatkan sebaran data normal
dengan variasi yang homogen, data diuji dengan
metode One-Way Anova lalu diteruskan
menggunakan post-test Least Significant Difference
(LSD) vyang bertujuan mengetahui adanya
perbandingan antar kelompok fraksi yang diketahui
adanya perbedaan tingkat kepolaran dan
dinterpretasi sesuai dengan masing-masing data
dari uji zona hambat.!!

HASIL DAN ANALISIS DATA
Hasil Uji Fitokimia

Hasil pengujian kandungan senyawa aktif (Uji
fitokimia) terhadap Moringa oleifera Lam. yang
telah dilakukan di Laboratorium Balai Materi
Medika Batu (BMM) tercantum dalam tabel 1.
Tabel 1. Hasil Pengujian Fitokimia M. oleifera

Hasil

Identifikasi Parameter Ekstrak Fraksi N-  Fraksi Etil Fraksi
Senyawa Kasar Heksana Asetat Air
Flavonoid Jingga, Merah Bata, (+) (-) (=) (+)

Merah Muda, Merah
Tua

Alkaloid

Meyer Endapan Putih ) () ) )

Dragendrof Endapan Jingga - - (=) (=)

Bouchardat Endapan Coklat (+) (+) =) ()

Terpenoid

Steroid Hijau Kebiruan (-) (=) (

Triterpenoid Orange, Jingga (+) (+) (+) (+)

Kecoklatan

Keterangan : (+) = Terdeteksi mengandung,
(-) = Tidak terdeteksi
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Gambar 1. Hasil Pengujian Fitokimia M.
oleifera

Hasil Dari Pengukuran Pada Zona Hambat
Fraksi N-heksana, Etil Asetat, Air, dan Ekstrak
Etanol Dari M. oleifera Pada Bakteri Eschericia
coli dan Staphylococcus aureus

Hasil pengukuran dari pengujian zona
hambat ekstrak etanol M. oleifera pada bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus
didapatkan hasil pada Gambar 2 dan Tabel 2

Pada ekstrak etanol dengan konsentrasi
200.000ppm diperolah zona bening dengan standar
deviasi 3,45 + 4,88. Nilai zona hambat tertinggi
didapatkan pada fraksi N-Heksana dengan zona
bening sebesar 9,8 + 1,41 pada pengujian bakteri
Staphylococcus aureus. sebaliknya pada pengujian
dengan bakteri Eschericia coli didapatkan adanya
zona hambat yang kecil pada ekstrak etanol sebesar
7,82+0,84 (Tabel 2)

Gambar 2 Hasil Pengukuran Pada Zona Hambat Dari
Ekstrak Etanol, Fraksi N-Heksana, Fraksi Etil Asetat, dan
Fraksi Air M. oleifera Pada Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus

Keterangan: 1. Fraksi N-heksana; 2. Fraksi Etil Asetat; 3. Fraksi
Air; 4. Ekstrak Etanol 96%.

Tabel 2 Hasil Pengukuran Pada Pengujian Zona Hambat
Dari Fraksi Fraksi N-heksana, Etil Asetat, Air, dan Ekstrak
Etanol M. oleifera Pada Bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus

Rata-rata + Standar Deviasi (mm)

Pelarut (konsentrasi Staphylococcus Eschericia

200.000ppm) aureus .
coli

Fraksi N-Heksana 9,8+1,41

b,c,d 0,00+0,00d
Fraksi Etil Asetat 3,78+4,16
a 0,00+0,00 d
Fraksi Air 0,00+ 0,00
ab,d 0,00+0,00 d
Ekstrak Etanol 6,55+2,92

a.b,c 7,82+0,84a,b,c
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Keterangan: a = berbeda signifikan dengan n-heksana, b =
berbeda signifikan dengan etil asetat, ¢ = berbeda signifikan
dengan air, d = berbeda signifikan dengan ekstrak etanol.

PEMBAHASAN

Jenis Kandungan Metabolit Sekunder Pada
Ekstrak Etanol, Fraksi N-heksana, Etil asetat
dan Air M. oleifera

Penelitian ini  melakukan pengujian
fitokimia pada ekstrak etanol, fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat, dan fraksi air M. oleifera.
Didapatkan hasil yang ditunjukkan pada pengujian
ini ditandai dengan terjadinya perubahan warna
yang signifikan dari warna sebelumnya yang
menandakan indikator hasil positif pada uji
flavonoid, uji alkaloid (Meyer dan Bouchardat), dan
uji terpenoid (Triterpenoid). Pada fraksi n-heksana
didapatkan kandungan metabolit sekunder berupa
alkaloid dan triterpenoid, hal ini seperti penelitian
Daulay et al., (2019) yang terdapat senyawa
metabolit sekunder alkaloid dan triterpenoid pada
fraksi n-heksana.?

Pada fraksi etil asetat ditemukan
kandungan metabolit sekunder alkaloid dan
triterpenoid, hal ini mirip pada penelitian
sebelumnya yang menyebutkan adanya kandungan
alkaloid dan triterpenoid pada fraksi etil asetat-1>13
Pada fraksi air didapatkan hasil senyawa metabolit
sekunder flavonoid, alkaloid, dan triterpenoid, hal
ini sesuai dengan penelitian Yunusa et al., (2018)
yang mengatakan hasil fitokimianya mendapatkan
senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid,
alkaloid, dan triterpenoid.*> Pada penelitian ini
ditemukan ekstrak etanol M. oleifera mengandung
senyawa metabolit sekunder flavonoid, alkaloid,
dan triterpenoid. Pada penelitian Fareza et al.,
(2021) disebutkan flavonoid dan alkaloid adalah
jenis metabolit sekunder terbanyak di M. oleifera,
dan kuersetin adalah jenis flavonoid terbanyak yang
terkandung pada M. oleifera.'*

Kemampuan Daya Hambat Ekstrak Etanol,
Fraksi n-heksana, Fraksi Etil asetat, dan Fraksi
Air dari M. oleifera pada Bakteri
Staphylococcus aureus

Penelitian ini memakai bakteri uji
Staphylococcus aureus dan didapatkan hasil zona
hambat terbesar pada fraksi n-heksana (zona
hambat sebesar 9,8 + 1,41mm). Kemungkinan hasil

yang didapatkan ini dikarenakan pada pelarut n-
heksana mampu menarik senyawa yang bersifat
sebagai antibakteri yang bersifat non polar dari
ekstrak etanol M. oleifera berupa alkaloid dan
triterpenoid. Mekanisme dari senyawa alkaloid
sebagai antibakteri yaitu mengganggu proses dari
pembentukan peptidoglikan pada dinding sel,
sehingga lapisan yang ada pada dinding sel menjadi
tidak terbentuk secara sempurna. Mekanisme lain
dari senyawa alkaloid yaitu sebagai interkelator
DNA vyang bisa menghambat kerja enzim
topoisomerase  sel bakteri.1516.17 Enzim
topoisomerase melakukan modifikasi topologi
terhadap DNA dan berperan dalam proses
terjadinya replikasi, transkripsi, dan segresi
kromosom.*®  Sedangkan triterpenoid bereaksi
dengan porin (protein transmembran) di dinding
luar membran dinding sel, terpenoid memicu
terbentuknya ikatan polimer yang menyebabkan
terjadinya kerusakan pada porin. Terpenoid
mengganggu penyusunan komponen peptidoglikan
di sel bakteri, menyebabkan terjadinya kematian
dari sel bakteri.!® Belum ada penelitian yang
mengidentifikasikan senyawa spesifik didalam
fraksi n-heksana dalam M. oleifera, maka penelitian
lanjutan yang dapat dilakukan ialah penelitian
isolasi senyawa aktif dari fraksi n-heksana ekstrak
etanol M. oleifera. Hasil fitokimia didapatkan
senyawa metabolit sekunder alkaloid dan
triterpenoid terkandung didalam fraksi n-heksana
ekstrak etanol M. oleifera, maka penelitian
selanjutnya lebih mengidentifikasi khususnya pada
senyawa alkaloid dan triterpenoid.

Sedangkan pada fraksi lain didapatkan
zona hambat yang lebih kecil dibandingkan dengan
fraksi n-heksana. Pada fraksi etil asetat didapatkan
hasil zona hambat 1,75 + 3,50mm, dan pada fraksi
air dengan zona hambat sebesar 0,00 + 0,00mm.
Terdapat perbedaan hasil pada penelitian ini
dibandingkan penelitian sebelumnya pada fraksi
etil asetat dimana penelitian Gothai et al., (2017)
didapatkan hasil zona hambat pada fraksi etil asetat
yang diujikan bakteri Staphylococcus aureus
sebesar 7.67+1.2mm.?® Perbedaan tersebut karena:
(1) M. oleifera yang digunakan pada penelitian
Gothai berasal dari Malaysia sedangkan pada
penelitian ini berasal dari Indonesia. (2) Penelitian
Gothai menggunakan pelarut etanol 90%
sedangkan di penelitian ini menggunakan etanol
96%. (3) penelitian Gothai menggunakan
lyophilized (freeze drying) sedangkan di penelitian
ini menggunakan metode pengeringan
menggunakan oven 30°C.

Kemampuan Daya Hambat Ekstrak Etanol,
Fraksi n-heksana, Fraksi Etil asetat, dan Fraksi
Air dari M. oleifera pada Bakteri Eschericia coli

Pada penelitian menggunakan bakteri uji
Eschericia coli didapatkan hasil zona hambat pada
ekstrak etanol sebesar 7,82+0,84mm sedangkan



pada fraksi ekstrak etanol M. oleifera tidak
didapatkan adanya zona hambat. Didapatkan hasil
yang berbeda pada penelitian Unegbu et al., (2020)
dimana pada penelitiannya didapatkan hasil 15mm
(ekstrak air) dan 19mm (ekstrak etanol) dengan
konsentrasi  200.000ppm.?* Hal ini diduga
dikarenakan adanya perbedaan cara perlakuan
ekstraksi dari kedua penelitian, pada penelitian
Unegbu et al., (2020) menggunakan ekstraksi air
dan etanol tanpa adanya fraksinasi, sedangkan pada
penelitian ini melakukan ekstraksi menggunakan
pelarut etanol lalu dilanjutkan dengan fraksinasi
dengan tiga pelarut yang memiliki tingkat
kepolaran yang berbeda. Hal ini diduga karena
adanya perbedaan faktor geografis seperti suhu,
cahaya, kesuburan, sanitasi, air dIl.?°

KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa :

1. Pengujian fitokimia yang memiliki
aktivitas antibakteri didapatkan pada fraksi
n-heksana (alkaloid dan triterpenoid), fraksi
etil asetat (alkaloid dan triterpenoid), dan
ekstrak etanol (flavonoid, alkaloid, dan
triterpenoid).

2. Hanya  fraksi n-heksana ~ mampu
menghambat pertumbuhan dari bakteri uji
Staphylococcus aureus.

3. Tidak ada aktivitas antibakteri yang
ditemukan pada fraksi maupun ekstrak
etanol M. oleifera yang mampu
menghambat pertumbuhan dari bakteri uji
Eschericia coli

SARAN
Terdapat saran dan masukan untuk meningkatkan
penelitian ini ke tahap lebih lanjut adalah:

1. Menggunakan sampel tumbuhan Moringa
oleifera Lam. yang ditumbuhkan dengan
kondisi pertumbuhan yang berbeda.

2. Melakukan isolasi dan identifikasi jenis
senyawa memakai metode HPLC (High-
performance liquid chromatography) atau
LCMS (Liquid Chromatography Mass
Spectrometry) pada senyawa aktif alkaloid
dan triterpenoid pada fraksi n-heksana
ekstrak etanol M. oleifera.
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