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MOTTO

"Man jadda Wajadda"
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INTISARI

Klebsiella peneumoniae merupakan bakteri Gram negatif yang dapat
menyebabkan berbagai infeksi. Fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.)
dapat digunakan sebagai antibakteri. Daun kelor mengandung flavonoid, tanin,
saponin, dan alkaloid. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui kemampuan
Fraksi etil daun kelor (Moringa oleifera L.) dalam menghambat pertumbuhan
Klebsiella pneumoniae dan mengetahui pada konsentrasi berapakah daun kelor
(Moringa oleifera L.) ini yang mampu menghasilkan zona hambat paling besar
terhadap pertumbuhan Klebsiella pneumoniae. Metode yang digunakan yaitu disc
diffusion (Kirby & Bauer) dengan seri konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%.
Hasil zona hambat yang diperoleh dianalisis dengan metode deskriptif. Hasil zona
hambat yang diperoleh sebesar konsentrasi 100%,75%,50%, dan 25% sebesar 19,2
mm; 16,1 mm; 14,1 mm; dan 6,63 mm. Kemampuan penghambatan ekstrak etanol
fraksi etil asetat daun kelor paling besar pada konsentrasi 100% sebesar 19,2 mm.

Kata Kunci : Moringa oleifera L., daun kelor, Klebsiella pneumoniae, Kirby &
Bauer
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ABSTRACT

Klebsiella peneumoniae is a Gram negative bacteria that can cause various
infections. Moringa leaf ethyl acetate fraction can be used as an antibacterial.
Moringa leaves contain flavonoids, tannins, saponins, and alkaloids. The purpose
of this study was to study the ability of Moringa oleifera L. morphe fraction in
inhibiting the growth of Klebsiella pneumoniae and to study at what concentration
of Moringa oleifera L. leaves that could produce the largest inhibitory zone for the
growth of Klebsiella pneumoniae. The method used is diffusion discs (Kirby &
Bauer) with concentration series of 25%, 50%, 75%, and 100%. The inhibition zone
results obtained were analyzed by descriptive method. Inhibition zone results
obtained by 100%, 75%, 50%, and 25% by 19.2 mm; 16.1 mm; 14.1 mm; and 6.63
mm. The greatest inhibitory ability of ethanol extract of Moringa leaf ethyl acetate
at 100% concentration was 19.2 mm.

Key Words : Moringa oleifera L., Moringa leaf, Klebsiella pneumoniae, Kirby
& Bauer
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri berbentuk batang, berjenis
gram negatif, memiliki ukuran sebesar 0,5-0,5 x 1,2 um dan merupakan bakteri
anaerob. Klebsiella pneumoniae dapat menyebabkan pneumonia, yang
menyerang jaringan paru-paru (alveoli). Klebsiella pneumoniae yang
menyebabkan penyakit paru-paru memberikan penampakan berupa
pembengkakan paru-paru sehingga lobus kiri dan kanan paru-paru menjadi
tidak sama, demam (panas-dingin), batuk-batuk (bronkhitis), penebalan dinding
mukosa dan dahak berdarah. Selain itu, bakteri ini juga dapat menyebabkan
infeksi saluran kemih, dan Abses hati (Tarina dan Kusuma,2017; Abbas et al,
2014)

Beberapa jenis Klebsiella pneumoniae diobati dengan antibiotik, terutama
antibiotik yang mengandung cincin beta-laktam. Antibiotik tersebut di
antaranya ialah siprofloksasin, kloramfenikol, ampisilin, dan meropenem.
Tetapi, saat ini bakteri Klebsiella pneumoniae sudah mengalami resisten
terhadap beberapa jenis antibiotik (Tarina dan Kusuma, 2017).

Resistensi bakteri terhadap antibiotik dapat diatasi dengan menggunakan
bahan alam sebagai obat yang memiliki sifat antibakteri dan mengurangi kasus

resistensi bakteri terhadap antibiotik. Indonesia memiliki potensi yang besar



dalam menyediakan berbagai jenis alternatif dari bahan alam. Salah satu
tumbuhan yang berpotensi sebagai antibakteri adalah daun Kelor.

Daun Kelor (Moringa oleifera L.) memiliki senyawa metabolit yang
berfungsi sebagai alat pertahanan diri dari gangguan luar. Senyawa yang
terkandung antara lain yaitu tanin katekol, tanin galia, steroid, triterpenoid,
flavonoid, antrakuinon, alkaloid, dan gula pereduksi. Senyawa tersebut
mempunyai kemampuan sebagai obat, manfaatnya yaitu sebagai detoksifikasi,
antibakteri, antiinflamasi, tekanan darah, anemia, dan diabetes (Agustie, dan
Samsuharto, 2014). Kandungan senyawa metabolit dalam daun Kelor yang
berfungsi sebagai antibakteri ialah flavonoid (Putra dkk, 2016). Selain itu,
penelitian sebelumnya membuktikan bahwa ekstrak etanol daun kelor dapat
menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan E. Coli (Lusi et al. 2016).
Berdasarkan uraian diatas maka perlu dilakukan penelitian untuk menguji daya
antibakteri fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) terhadap bakteri

Klebsiella pneumoniae.

B. Rumusan Masalah
1. Apakah fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) mampu
menghambat pertumbuhan Klebsiella pneumoniae ?
2. Berapakah konsentrasi fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.)
yang menghasilkan zona hambat paling besar terhadap pertumbuhan

Klebsiella pneumoniae ?



C. Tujuan

1. Untuk mengetahui kemampuan fraksi etil asetat daun kelor (Moringa
oleifera L.) dalam menghambat pertumbuhan Klebsiella pneumoniae.

2. Untuk mengetahui konsentrasi fraksi etil asetat daun kelor (Moringa
oleifera L.) yang menghasilkan zona hambat paling besar pada

pertumbuhan Klebsiella pneumoniae.

D. Manfaat Penelitian
1. Aspek Teoritis
Penelitian ini diharapkan menambah ilmu pengetahuan bahwa daun
Kelor (Moringa oleifera L.,) memiliki daya antibakteri terhadap Klebsiella

pneumoniae

2. Aspek Praktis
Penelitian tentang uji daya antibakteri fraksi etil asetat daun kelor
(Moringa oleifera L.,) terhadap bakteri klebsiella pneumoniae menambah

informasi tentang manfaat bahan alam sebagai pengganti antibiotik.



BAB I11

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksperimental untuk menguji
daya antibakteri fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) pada

pertumbuhan Klebsiella pneumonae dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan

100%

B. Tempat dan waktu penelitian
1. Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi & Parasitologi

Laboratorium Kimia Kualitatif dan Laboratorium Obat Tradisional Sekolah

Tinggi lImu Kesehatan Nasional Surakarta

2. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan November 2019 — Januari 2020

C. Populasi dan Sampel

1. Populasi

13
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Populasi adalah keseluruhan objek penelitian yang dilakukan. Dalam
penelitian ini, populasi yang digunakan adalah daun kelor (Moringa

oleifera L.) yang diperoleh dari Jetis, Sukoharjo.

2. Sampel
Sampel adalah sebagian dari populasi yang diambil dari keseluruhan objek
yang akan diteliti dan diharapkan mampu mewakili populasi. Sampel yang
digunakan adalah daun kelor (Moringa oleifera L.) yang di dapatkan di
Jetis, Sukoharjo diambil secara Random Probability Sampling yaitu teknik

pengambilan sampel secara acak.

D. Instrumen Penelitian
1. Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah ohse bulat, ohse
tegak, kapas lidi steril, oven, cawan petri, erlenmeyer, blender, jangka
sorong, spidol, inkubator, timbangan, lampu bunsen, tabung reaksi, rotary
evaporator, beaker glass, ayakan mesh, botol flakon, autoklaf, kertas saring,
deck glass, mikroskop, object glass, penggaris, gunting, bejana.vortex,

pipet, pipet ukur, pipet mikro, spatula.

2. Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun kelor,
Klebsiella pnumoniae, etanol 70%, DMSO, NA miring, NA plate, larutn

standart Neflometer McFarland 0,5, NaCl 0,9%, blankdisk, aquadest,
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minyak emersi, alkohol, alkohol mikroskop, media KIA, media SIM, media
UREA, media CITRAT, media MR/VP, media PAD, indikator phenol red,
reagen Barried, reagen KOH 40%, FeClz 10%, media MC/ENDO, media

BHI, H2SO4 p.a, HCI, FeCI3 5%, disc ciprofloxacin.

E. ldentifikasi Variabel Penelitian
1. Variabel bebas
Variabel bebas di penelitian ini yaitu variasi konsentrasi fraksi etil

asetat daun kelor (Moringa oleifera L.)

2. Variabel terikat
Variabel terikat di penelitian ini yaitu besarnya diameter zona
hambat fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) terhadap

Klebsiella pneumoniae

F. Definisi Operasional Variabel Penelitian
1. Variabel bebas
Konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini adalah 25%, 50%,
75%, dan 100% fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) dengan
Kriteria berwarna hijau tua, tidak cacat, dipetik pada pagi atau sore hari di

Jetis, Sukoharjo.

2. Variabel terikat
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Penelitian ini ditentukan oleh zona radikal/zona bening yang diukur
dengan jangka sorong dalam satuan (mm) replikasi dilakukan sebanyak 3
kali. Bakteri Klebsiella pneumoniae didapatkan dari Laboratorium

Mikrobiologi STIKES Nasional.

G. Alur Penelitian.
1. Bagan penelitian

Kultur Klebsiella Penyiapan Sampe|
pneumoniae
l Pembuatan simplisia
Karakterisasi bakteri terhadap daun

Klebsiella pneumoniae

\4

Pembuatan ekstrak daun
L kelor

Penanaman bakteri pada

NA Plate —Y
Identifikasi senyawa yang

menghambat

Flavonoid
Tanin
Alkaloid
Saponin

Daya hambat fraksi etil asetat daun
kelor (Moringa oleifera L.)

A 4

Analisis Data
Gambar 4. Bag&r—rcrrerrorm

Y
Kesimpulan
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2. Cara Kerja

a. Pembuatan fraksi etil asetat daun kelor

1)

2)

Maserasi

Sebanyak 800 g serbuk daun kelor ditimbang. Kemudian
dimasukkan ke dalam bejana maserasi lalu ditambahkan etanol 70%
dengan perbandingan 1:10 lalu dimaserasi dengan 8 liter etanol 70%
selama 5 hari , terlindung dari sinar matahari langsung, dan berada
dalam suhu ruang. Kemudian disaring hingga mendapatkan maserat.
Kemudian uapkan maserat menggunakan rotary evaporator pada
suhu 50° C dengan kecepatan sampai didapat ekstrak yang kental

(Wigati dkk, 2018).

Partisi dengan n-heksana

Fraksi etil asetat yang telah dipekatkan ditimbang sebanyak
4 gram, kemudian dilarutkan dalam 40 mL campuran air dan
metanol dengan perbandingan air:metanol yaitu 4:1. Larutan
kemudian dimasukkan ke dalam corong pisah 250 mL lalu
ditambahkan 40 mL n-heksana. Larutan dalam corong pisah
kemudian dikocok dan didiamkan beberapa saat hingga membentuk
dua fasa. Setelah terbentuk larutan dua fasa yang stabil, fasa atas (n-
heksana) dipisahkan dari fasa bawabh (air). Fasa air digunakan untuk

partisi dengan pelarut etil asetat (Ghaffar dkk, 2018)
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3) Partisi dengan Etil asetat
Fraksi air yang dihasilkan pada pemisahan dengan n-heksana
dilakukan partisi kembali dengan menggunakan etil asetat. Fraksi air
yang dihasilkan diukur volumenya kemudian ditambahkan etil
asetat dengan perbandingan volume 1:1 ke dalam corong pisah.
Larutan dalam corong pisah dikocok lalu didiamkan beberapa saat
hingga terbentuk dua fasa. Setelah terbentuk dua fasa, fasa atas (etil
asetat) dipisahkan dari fasa bawah (air). Fraksi etil asetat kemudian
dipekatkan menggunakan waterbath dengan suhu 50° C dengan
kecepatan (Ghaffar dkk, 2018).
b. Skrinning fitokimia
1) Flavonoid
Sebanyak 2ml sampel daun kelor ditambah beberapa tetes
HCI pekat kemudian ditambah bubuk Mg. Adanya senyaw
flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna merah (Ngajow

dkk, 2013)

2) Tanin
Sebanyak 2 ml sampel daun kelor ditambahkan gelatin, hasil

positif ditandai adanya endapan (Ngajow dkk, 2013)

3) Saponin
Sebanyak 2ml sampel daun kelor dimasukkan ke dalam tabung

reaksi ditambah aquades kemudian di kocok kuat Adanya senyawa
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sponin ditandai dengan terbentuknya buih yang stabil. (Ngajow dkk,

2013)

4) Alkaloid
Sebanyak 1-2 ml sampel daun kelor ditambah reagen mayer
jika positif ditandai dengan terbentuknya endapan putih,.
Ditambakan Dragendorff terbentuk endapan jingga jika positif

(Ngajow dkk, 2013)

Pembuatan stok variabel konsentrasi ekstrak

Penelitian dengan menggunakan fraksi etil asetat daun kelor
(Moringa oleifera L.). Stok konsentrasi dalam berbagai variasi mulai
dari 25%, 50%, 75%, dan 100% dengan pelarut DMSO, serta kontrol
negatif menggunakan DMSQO. Penimbangan ekstrak untuk membuat

larutan uji :

1) Konsentrasi 100%
5 gram sampel dimasukkan ke labu ukur 5 ml lalu, ditambahkan

dengan DMSO hingga tanda batas

2) Konsentrasi 75%
Dipipet 3,75 gram sampel dimasukkan ke labu ukur 5 ml, lalu

ditambahkan dengan DMSO hingga tanda batas

3) Konsentrasi 50%
Dipipet 2,5 gram sampel dimasukkan ke labu ukur 5 ml, lalu

diencerkan dengan DMSO hingga tanda batas
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4) Konsentrasi 25%
Dipipet 1,25 gram sampel dimasukkan ke labu ukur 5 ml, lalu

ditambahkan dengan DMSO hingga tanda batas
Kontrol negatif menggunakan DMSO sebanyak 5 ml

5) Kaontrol positif menngunakan disc ciprofloxacin
Sterilisasi alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam melakukan uji seperti pisau, erlenmeyer,
dan tabung reaksi dicuci dengan sabun cuci antiseptik dan dikeringkan
ke dalam suhu oven dengan suhu 170° C selama 1 jam. Media
disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Ose dan

pinset di panaskan di api bunsen (Makalew dkk, 2016).
Penyuburan bakteri

Isolat bakteri diinokulasikan pada media cair BHI (Brain Heart
Infuction) kemudian diinkubasi selama 24 jam suhu 37°C. Kekeruhan
yang terjadi pada media BHI dibandingkan dengan standart Mc Farland

1,5x108 cfu/ml. (Sulviana dkk, 2017)

Pengecatan

Sampel dari media BHI diambil 1 ujung mata ose dan diratakan pada
gelas obyek yang telah dibebaslemakkan dengan dipanasi diatas nyala
Bunsen hingga kering kemudian kemudian dikeringkan lagi dan
preparat siap dicat. Preparat yang telah siap dicat digenangi dengan cat

Gram A selama 1-3 menit kemudian digenangi cat Gram B selama 0,5-
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1 menit, setelah itu cat dibuang dan dicuci denganair. Preparat
kemudian ditetesi cat Gram C sampai warna cat dilunturkan. Setelah itu
preparat digenangi cat Gram D selama 1-2 menit kemudian dicuci dan
dikeringkan dalam udara kamar. Preparat siap diperiksa di bawah
mikroskop dengan pembesaran 1000 kali (Muhtadi dkk, 2012).
Inokulasi pada media Mac Conkey

Stok bakteri Klebsiella pneumoniae diambil menggunakan ose dan
digoreskan diatas media Mac Conkey Agar (MCA), kemudian cawan
petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. (Makalew dkk, 2016)
Uji Biokimia

Koloni baktei Gram negatif yang telah diisolasi dari agar Mac

Conkey ditanam di media :

1) Media KIA/TSIA

Sebanyak satu ohse bakteri ditusukkan ke media hingga
dasar, lalu di goreskan secara zig-zag pada kemiringan media.
Kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Apabila
media berwarna kuning menandakan adanya Acid atau asam
yang terbentuk. Alkali positif ditandai dengan pembentukan
warna merah, adanya gas ditandai dengan bagian yang terangkat
pada media sedangkan H2S positif ditandai dengan terbentuknya

warna hitam pada media.

2) Media SIM
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Sebanyak satu ohse bakteri ditusukkan pada media hingga
dasar. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Perubahan warna hitam tanda adnaya H>S pada media tersebut.
Motil ditandai dengan adanya pertumbuhan menyebar disekitar
bekas tusukan. Indol terbentuk setelah ditambahkan 5 tetes

reagen Erlich/Kovac

3) Media Urea
Sebanyak satu ohse bakteri ditusukkan pada media hingga
dasar. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Jika

positif ditandai dengan warna merah.

4) Media Citrat
Sebanyak satu ohse bakteri ditusukkan ke media hingga
dasar, lalu di goreskan secara zig-zag pada kemiringan media.
Kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif

ditandai dengan perubahan warna biru pada media.

5) Media MR/VP
Sebanyak satu ohse bakteri dimasukkan ke dalam media,
homogenkan. Kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. VP positif ditandai dengan terbentuknya warna merah
setelah ditambahkan 10 tetes reagen Barried dan 4 tetes reagen
KOH 40 %. MR positif ditandai dengan warna merah setelah

ditambahkan 5 tetes reagen Methyl Red ke dalam media.
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6) Media PAD
Sebanyak satu ohse bakteri dimasukkan ke dalam media,
homogenkan. Kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Ditandai dengan adanya perubahan warna hijau setelah
ditambakan HCI 0,1N hingga media berwarna kuning lalu

ditambaahkan 5 tetes reagen FeCls 10%

7) Media Gula-gula (glukosa, manitol,maltosa, laktosa,glukosa)
Sebanyak satu ohse bakteri dimasukkan ke dalam media,
homogenkan. Kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24

jam.

i. Penanaman media NA miring
Bakteri dari media Mc Counkey ditusukkan sebayak 1-2 ohse
kedalam NA miring hingga dasar, lalu digoreskan secara zig-zag di area
kemiringan media. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C (Wuryanti

dkk, 2010)

J.  Pembuatan suspensi bakteri
Bakteri yang diambil dari NA miring sebanyak 1-2 ohse
disuspensikan dalam 2 ml NaCl 0,9% hingga diperoleh kekeruhan yang

sama dengan standar Mc Farland ( Ngajow dkk,2013)
k. Metode Kirby bauer

Metode Metode uji daya antibakteri yang digunakan dalam

penelitian ini adalah metode Kirby-Bauer (difusi cakram).Untuk
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pengujian ini digunakan media Nutrient Agar Plate (NA plate) sebanyak
empat cawan petri, empatbuah disc meropenem . Sebelum bakteri
ditanam pada media Nutrient Agar Plate (NA plate), bagian belakang
cawan petri ditandai enam dan diberi kode menggunakan spidol . Lidi
kapas dicelupkan ke dalam suspensi bakteri pada media Brain Heart
Infusion-Broth (BHI-B) dan ditekan sedikit di dinding tabung lalu
digoreskan pada media Nutrient Agar Plate (NA plate) fraksi etil asetat
daun kelor yang ada di dalam tabung reaksi dihomogenkan terlebih
dahulu menggunakan vortex kemudian blank disc dicelupkan pada
masing-masing fraksi etil asetat daun kelor (100%, 75, 50%, 25%)
setelah itu diletakkan pada cawan petri yang telah di beri suspensi
bakteri. Diletakkan juga blank disc yang telah dicelupkan ke DMSO
sebagai kontrol negatif dan disc ciprofloxacin sebagai kontrol positif.
Selanjutnya media Nutrient Agar Plate (NA plate) diinkubasi pada suhu

37°C selama 24 jam (Makalew dkk, 2016)

H. Analisis data penelitian
Hasil penelitian uji daya antibakteri fraksi etil asetat daun kelor (Moringa
oleifera L.) terhadap pertumbuhan Klebsiella pneumoniae dianalisis
menggunakan metode deskriptif yaitu melihat langsung pebandingan besarnya
cakram uji yang mengandung kontrol negatif dan konsentrasi fraksi etil asetat

daun kelor (Moringa oleifera L.) dalam menghambat Klebsiella pneumoniae.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae dengan diameter zona hambat
fraksi etil asetat daun kelor pada konsentrasi 100% sebesar 19,2 mm,
konsentrasi 75% sebesar 16,1 mm, konsentrasi 50% sebesar 14,1 mm, dan
konsentrasi 25% sebesar 6,63 mm.

2. Fraksi etil asetat daun kelor (Moringa oleifera L.) pada konsentrasi 100%
dapat menghasilkan diameter zona hambat paling besar terhadap

pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian mengenai uji daya hambat fraksi etil asetat

daun kelor (Moringa oleifera L.) terhadap bakteri lainnya.
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