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ABSTRACT

Moringa (Moringa oleifera Lam) Is a clump plant species having a stem height of 7-11
meters. Moringa has become one of the most studied herbs in abroad, particularly in the
Philippines, India, Africa, Europe and USA. In Indonesia, the study on bioactivity of Moringa in
the field of pharmacology has not been studied extensively, so it is necessary to study its
potential as a herbal medicine. The purpose of this research is to determine the toxicity level of
each extract herbal preparation (ethanol 70% extract, decocta, tea and ethanol 70% extract
hydrolyzate) leaf of moringa (Moringa oleifera Lam) and for determining the group of active
compounds contained in the extract of the herbal preparations which having the potential
bioactivity.

Extraction was underwent by the method of herbal preparation extraction (ethanol 70%
extract, decocta, tea and ethanol 70% extract hydrolyzate). Extracted result was concentrated by
rotary evaporator vacuum. Concentrated extract of herbal preparation that obtained was tested
its level of toxicity against shrimp larvae Artemia salina Leach with Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) method and Phytochemical test with reagent test. Mortality data of shrimp larva
Artemia salina Leach was analyzed by probit analysis to know the LCso value of each herbal
preparation extract.

The result of this research indicates that herbal preparation extract (ethanol 70% extract,
decocta, tea and ethanol 70% extract hydrolyzate) leaf of Moringa (Moringa oleifera Lam) is
toxic to shrimp larva Artemia salina Leach which was indicated by LCsg value less than 1000
ppm. Toxicity of ethanol 70% extract of Moringa leaf is greater (LCso is smallest) than the
toxicity of three other herbal preparation extracts. The LCso value of thanol 70% extract is
154,512 ppm, LCsxo value of decocta extract is 437,752 ppm, LCsp value of tea extract is 198,835
ppm and LCso value of ethanol 70% extract hydrolyzate is 293,137 ppm. The contents of
compound group based on phytochemical test to extract herbal preparation (ethanol 70% extract,
decocta and tea) are flavonoid, tanin and triterpenoid whereas in ethanol 70% extract
hydrolyzate, the contents are flavonoid, tanin and steroid.

Keywords: Moringa leaf (Moringa oleifera Lam), herbal preparation, Artemia salina Leach,
toxicity test and phytochemical test
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ABSTRAK

Kelor (Moringa oleifera Lamk) merupakan jenis tanaman perdu yang memiliki ketinggian
batang 7-11 meter. Kelor telah menjadi salah satu herbal yang paling banyak dipelajari di luar
negeri, khususnya di Filipina, India, Afrika, Eropa dan Amerika Serikat. Di Indonesia kajian
tentang bioaktivitas kelor dalam bidang farmakologi belum diteliti secara luas sehingga perlu
adanya penelitian akan potensinya sebagai obat herbal. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui tingkat toksisitas masing-masing ekstrak sediaan herbal (ekstrak etanol 70%, dekok,
teh dan hidrolisat ekstrak etanol 70%) daun kelor (M. oleifera Lamk) dan untuk mengetahui
golongan senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak sediaan herbal daun kelor (M. oleifera
Lamk) yang memiliki potensi bioaktifitas.

Ekstraksi dilakukan dengan metode ekstraksi sediaan herbal (ekstrak etanol 70%, dekok,
teh dan hidrolisat ekstrak etanol 70%). Hasil ekstraksi dipekatkan dengan rotary evaporator
vacum. Ekstrak pekat sediaan herbal yang diperoleh dilakukan uji tingkat toksisitas terhadap
larva udang Artemia salina Leach dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dan uiji
fitokimia dengan uji reagen. Data kematian larva udang A. salina Leach dianalisis dengan
analisis probit untuk mengetahui nilai LCso-nya pada masing-masing ekstrak sediaan herbal.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak sediaan herbal (ekstrak etanol 70%,
dekok, teh dan hidrolisat ekstrak etanol 70%) daun kelor (M. oleifera Lamk) bersifat toksik
terhadap larva udang A. salina Leach yang ditunjukkan dengan nilai LCso kurang dari 1000
ppm. Toksisitas ekstrak etanol 70% daun kelor lebih besar (LCso paling kecil) dari pada
toksisitas ketiga ekstrak sediaan herbal yang lainnya. Ekstrak etanol 70% menghasilkan nilai
LCso 154,512 ppm, ekstrak dekok menghasilkan nilai LCso 437,752 ppm, ekstrak teh
menghasilkan nilai LCso 198,835 ppm dan hidrolisat ekstrak etanol 70% menghasilkan nilai
LCso 293,137 ppm. Kandungan golongan senyawa berdasarkan uji fitokimia terhadap ekstrak
sediaan herbal (ekstrak etanol 70%, dekok dan teh), yaitu flavonoid, tanin dan triterpenoid,
sedangkan pada hidrolisat ekstrak etanol 70% yaitu flavonoid, tanin dan steroid.

Kata Kunci: Daun kelor (Moringa oleifera Lamk), sediaan herbal, Artemia salina Leach, uji
toksisitas dan uji fitokimia
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I. PENDAHULUAN

Kanker adalah suatu penyakit yang
disebabkan oleh pertumbuhan sel-sel jaringan
tubuh yang tidak normal. Sel-sel kanker akan
berkembang dengan cepat, tidak terkendali dan
akan terus membelah diri melebihi jumlah
normalnya. Sel-sel tersebut lalu menyusup ke
jaringan sekitarnya dan terus menyebar
melalui jaringan ikat, darah, serta menyerang
organ-organ penting dan saraf tulang
punggung (Maharani, 2009). Data badan
kesehatan dunia atau World Health
Organization (WHO) tahun 2010
menyebutkan, kanker merupakan penyebab
kematian penduduk nomor 2 setelah penyakit
kardiovaskuler, sedangkan berdasarkan Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007,
kanker menempati urutan ke-6 penyebab
kematian terbesar di Indonesia (Sukardja,
2000).

Metode terapi yang lazim dilakukan
selama ini untuk mengatasi kanker adalah
pembedahan, radiasi dan  kemoterapi
(Nafrinaldi dan Gan, 1995). Pembedahan
umumnya tidak efektif lagi untuk sel yang
telah mengalami  metastasis, penyinaran
seringkali tidak efektif dan tidak aman untuk
sel-sel yang normal, sedangkan penggunaan
kemoterapi belum memberikan hasil yang
optimal karena obat tersebut bekerja tidak
spesifik sehingga perlu dikembangkan upaya
penemuan obat baru dari alam (Pamilih, 2009).
Efek samping yang lainnya adalah munculnya
sel kanker yang bersifat Multidrug resistance
(MDR) atau tahan terhadap berbagai obat
kanker (Tanaka, dkk., 2002 dan NCI, 2004
dalam Trianto, 2004).

Pengobatan secara modern dirasa sangat
mahal, efek samping cukup tinggi dan hasilnya
pun belum tentu memuaskan. Keadaan
semacam ini memacu pemanfaatan bahan
alami untuk memperoleh bahan obat alternatif,
salah satunya obat tradisional (Soedibyo,
1998). Di Indonesia banyak sekali tanaman
yang dikenal berkhasiat obat, khususnya obat
antikanker (Sudarsono, 1996). Obat-obatan
antikanker banyak didapatkan dari berbagai
macam tanaman, salah satu contohnya adalah
tanaman obat dari ekstrak daun M. oleifera
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Lamk.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Fahey (2005) menunjukkan bahwa kelor dapat
menghambat pertumbuhan tumor dan dapat
mencegah pertumbuhan kanker di dalam
tubuh. Hal ini diperkuat dengan penelitian
Anwar dkk., (2007) yang menunjukkan bahwa
pada bagian-bagian dari kelor (M. oleifera
Lamk) mempunyai kandungan senyawa yang
berfungsi sebagai antitumor. Hasil penelitian
Shanker, dkk., (2006) dengan menggunakan
variasi  konsentrasi  etanol,  dihasilkan
konsentrasi 60% dapat mengekstrak senyawa
niazinin terbanyak yang berfungsi sebagai
antikanker.

Metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) dengan menggunakan larva udang
Artemia salina Leach sebagai hewan uji
merupakan salah satu metode yang banyak
digunakan  untuk  pencarian  senyawa
antikanker baru yang berasal dari tanaman.
Hasil uji toksisitas dengan metode ini telah
terbukti  memiliki korelasi dengan daya
sitotoksis senyawa antikanker. Metode uji
potensi hayati BSLT memiliki beberapa
keunggulan diantaranya waktu pelaksanaan
cepat, biaya relatif murah, cukup akurat,
sederhana, tidak memerlukan teknik aseptis,
tidak memerlukan peralatan khusus, dan hanya
membutuhkan sedikit sampel uji (Meyer, dkk.,
1982). Selain itu telur A. salina juga memiliki
kemampuan untuk mengatasi perubahan
tekanan osmotik dan regulasi ionik yang tinggi
(Croghan 1957 dalam Kurniawan, 2011).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui tingkat toksisitas masing-masing
ekstrak sediaan herbal (ekstrak etanol 70%,
dekok, teh dan hidrolisat ekstrak etanol 70%)
daun kelor (M. oleifera Lamk) dan untuk
mengetahui golongan senyawa aktif yang
terkandung dalam ekstrak sediaan herbal daun
kelor (M. oleifera Lamk) yang memiliki
potensi bioaktifitas. Pada penelitian ini juga
akan dilakukan hidrolisis (reaksi peruraian
senyawa dengan penambahan asam) untuk
memutus ikatan glikosida pada ekstrak
polarnya (Tensiska, dkk., 2007).
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I1. METODE PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Mei sampai Juni 2013 yang bertempat di
Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim
Malang.
B. Alat dan Bahan
1. Alat

Alat-alat yang digunakan adalah
blender, cawan penguap, oven, mortar, panci,
hot plate, magnetic stirrer, termometer, kain
flanel, kertas saring, spatula, kaca arloji,
neraca analitik, desikator, pH-meter, corong
kaca, gelas ukur 100 mL, erlenmeyer 500 mL,
beaker glass 100 mL, pengaduk kaca,
aluminium foil, corong buchner, shaker, kertas
saring, pipet tetes, labu ukur 10 mL, pipet ukur
5 mL, pipet mikro ukuran 10-100 pL, pipet
mikro ukuran 100-1000 pL, bola hisap, tabung
reaksi, vortex, bunsen burner, penjepit,
pinggan porselin, lempeng tetes, botol
aquades, rotary evaporator vacum, bejana
penetasan, aerator dan botol vial.

2. Bahan

Sampel yang digunakan adalah daun
kelor (M. oleifera Lamk) dengan hewan uji
larva udang A. salina Leach. Bahan-bahan
kimia yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain: pelarut etanol p.a, dan akuades, air
laut, ragi roti, asam sulfat (H>SOas p.a, asam
klorida (HCI) p.a, asam asetat anhidrat, etil
asetat, natrium bikarbonat (NaHCO3), metanol
p.a, kloroform, larutan besi(lll) Klorida
heksahidrat (FeCls 1%), serbuk logam Mg,
reagen Mayer dan reagen Dragendroff.

C. Prosedur Penelitian
1. Preparasi Sampel

Preparasi sampel daun kelor meliputi
pemisahan daun kelor dari tangkainya,
penimbangan, pembersihan, pengeringan dan
penghalusan. Daun kelor dipisahkan dari
tangkainya, selanjutnya ditimbang, kemudian
dibersihkan dengan cara dibilas dengan air.
Pencucian dilakukan dengan air kran yang
mengalir, ditiriskan, dikeringkan dengan cara
diangin-anginkan di udara  terbuka.
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Selanjutnya dikeringkan dalam oven pada
suhu 30-37 °C selama * 24 jam. Sampel yang
telah kering dihaluskan dengan menggunakan
blender, kemudian diayak dengan
menggunakan ayakan berukuran lolos 60
mesh. Diperoleh serbuk kering daun kelor
yang lolos ayakan 60 mesh dan siap untuk
diekstraksi.

2. Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan dengan
metode thermogravimetri  yaitu dengan
pemanasan. Analisis ini dilakukan pada daun
kelor (M. oleifera Lamk) segar dan daun
serbuk kering yang dilakukan sebanyak 3 kali
pengulangan dengan beberapa kali
penimbangan hingga didapatkan berat konstan.
Cawan yang digunakan mula-mula dipanaskan
dalam oven pada suhu 100-105 °C sekitar 15
menit untuk menghilangkan kadar airnya,
kemudian cawan disimpan dalam desikator
sekitar 10 menit. Cawan tersebut selanjutnya
ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama
sampai diperoleh berat cawan yang konstan.
Sampel daun kelor (M. oleifera Lamk) dibuat
menjadi dua bentuk, yaitu daun segar dan daun
serbuk kering, selanjutnya masing-masing
sampel dimasukkan ke dalam cawan yang
telah diketahui beratnya. Tiap bentuk sampel
ditriplo, selanjutnya masing-masing ditimbang
sekitar 5 gr, selanjutnya dikeringkan di dalam
oven pada suhu 100-105 °C selama sekitar 30
menit. Sampel kering didinginkan dalam
desikator sekitar 10 menit dan ditimbang.
Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam
oven selama sekitar 30 menit, selanjutnya
didinginkan dalam desikator dan ditimbang

kembali. Perlakuan ini diulangi sampai
tercapai berat konstan. Kadar air dalam
tanaman dihitung menggunakan  rumus
berikut:
Kadar air = M><100%
(b-a)
Keterangan:

a = berat konstan cawan kosong
b= berat konstan cawan + sampel sebelum

dikeringkan
ISSN: 2089-0699



¢ = berat konstan cawan + sampel setelah
dikeringkan
100
100—% kadar air

Faktor koreksi =

% Kadar air = Kadar air — Faktor koreksi
Terkoreksi

3. Ektraksi Komponen  Aktif
Metode Sediaan Herbal

a) Ekstrak Etanol 70%

Ekstraksi komponen aktif terhadap daun
kelor dilakukan dengan metode maserasi/
perendaman menggunakan pelarut etanol 70%
dengan perbandingan 1:10. Serbuk kering daun
kelor ditimbang sebanyak 35 gr dan diekstraksi
menggunakan 350 mL pelarut etanol 70%
sambil dishaker, selanjutnya didiamkan selama
24 jam, kemudian disaring. Ampas yang
diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut
etanol 70% hingga diperoleh filtrat yang cukup
bening. Maserasi dilakukan hingga tiga kali
maserasi terhadap 35 gr serbuk kering daun
kelor selama tiga hari, dimana pada hari
pertama serbuk kering daun kelor dimaserasi
dengan 150 mL etanol 70%, sedangkan hari
kedua dimaserasi dengan 100 mL etanol 70%
begitu juga pada hari ketiganya dengan 100
mL etanol 70%, sehingga jumlah pelarut etanol
70% sebanyak 350 mL.

Ekstrak yang diperoleh  kemudian
dipekatkan dengan rotary evaporator vacum
hingga diperoleh ekstrak pekat etanol 70% dan
dihitung rendemennya, kemudian dibuat
sediaan larutan ekstrak dengan konsentrasi 1,6
— 400 ppm. Perlakuan di atas dilakukan hingga
3 kali pengulangan.

Khusus untuk ekstrak pekat etanol 70%
dilakukan hidrolisis dengan HCI vyang
bertujuan untuk memutus ikatan glikosidanya.
Dimana prosedurnya, yaitu sebanyak 5 gr
ekstrak pekat etanol 70% dimasukkan dalam
beaker glass 250 mL, kemudian dihidrolisis
dengan menambahkan 10 mL asam klorida
(HCIl) 2 N ke dalam ekstrak pekat tersebut.
Proses hidrolisis dilakukan selama 1 jam dan
mengaduknya dengan menggunakan magnetic

dengan
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stirrer dan hot plate pada suhu ruang (Tensiska
dkk., 2007). Hidrolisat yang diperoleh
ditambahkan dengan natrium bikarbonat
hingga pH-nya netral yang  diukur
menggunakan pH-meter. Cairan hidrolisat
dipekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator vacum, selanjutnya dialiri dengan
gas N2, kemudian ekstrak pekat yang diperoleh
ditimbang dan  dihitung  rendemennya,
selanjutnya dibuat sediaan larutan ekstrak
dengan konsentrasi 1,6-400 ppm.

b) Dekokta (Dekok)

Mula-mula serbuk simplisia daun kelor
ditimbang sebanyak 35 gram dan dicampur
dengan 350 mL air ke dalam panci dekokta,
selanjutnya dipanaskan di atas tangas air
hingga mencapai suhu 90 °C. Panci ditutup
rapat selama 30 menit dengan suhu konstan 90
°C sambil diaduk 2-3 kali. Kemudian dekokta
disaring (diserkai) dalam keadaan panas
dengan menggunakan kain flanel rangkap dua,
selanjutnya ampasnya didekok ulang hingga
diperolen volume dekok yang dikehendaki
yang sedikit bening (BPOM RI, 2010). Hasil
saringan  (ekstrak) dijadikan satu dan
dimasukkan ke dalam labu alas bulat yang
telah ditimbang sebelumnya, kemudian labu
ditutup dengan aluminium foil.

Hasil dektokta yang diperoleh kemudian
dikeringkan  (dipekatkan) dengan rotary
evaporator vacum di atas penangas air bersuhu
60°C. Sebelum rotary, penangas (heating bath)
dan vakum dinyalakan, air di dalam tabung
destilasi harus dipastikan bergerak. Setelah
ketiga alat dinyalakan, rotary diputar dengan
kecepatan sebesar dua kali kecepatan minimal.
Vakum diturunkan terus-menerus secara
perlahan selama larutan di dalam labu stabil
(tidak berbuih) hingga 50 mBar. Sebelum
larutan dalam labu mengering maksimal,
larutan dalam labu dipindahkan ke dalam labu
kecil yang sudah ditimbang. Labu yang berisi
ekstrak kental ditimbang untuk dihitung
rendemennya, kemudian dibuat sediaan larutan
ekstrak dengan konsentrasi 0,78 — 400 ppm.
Perlakuan di atas dilakukan hingga 3 kali
pengulangan.
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c) Teh

Mula-mula serbuk simplisia daun kelor
ditimbang sebanyak 35 gram dan dicampur
dengan 350 mL air mendidih (100 °C) ke
dalam panci/wadah. Panci ditutup rapat dan
didiamkan selama 5-10 menit sambil diaduk 2-
3 kali, kemudian disaring dan ampasnya
ditambahkan air mendidih (100 °C) lagi
secukupnya hingga warna ampas agak bening
(BPOM RI, 2010).

Ekstrak teh herbal yang diperoleh
kemudian dikeringkan (dipekatkan) dengan
rotary evaporator vacum hingga diperoleh
ekstrak pekat teh herbal dan dihitung
rendemennya, kemudian dibuat sediaan larutan
ekstrak dengan konsentrasi 0,78-400 ppm.
Perlakuan di atas dilakukan hingga 3 Kkali
pengulangan.

Masing-masing konsentrasi dari ekstrak
pekat sediaan herbal yang diperoleh tersebut
selanjutnya diuji toksisitasnya terhadap larva
udang A. salina Leach dan dilanjutkan dengan
uji fitokimia menggunakan uji reagen terhadap
semua ekstrak pekat sediaan herbal.

4. Uji Toksisitas terhadap Larva Udang A.
salina Leach
a) Penetasan Telur

Air laut sebanyak 250 mL dimasukkan
dalam bejana penetasan yang diberi sekat
menjadi 2 bagian (bagian gelap dan terang) dan
dimasukkan juga 25 mg telur A. salina Leach
ke bagian gelap dari bejana yang berisi air laut.
Selanjutnya diaerasi dengan cara memberikan
aerator ke dalam bejana penetasan dibawah
cahaya lampu neon 18 watt (Sukandar, dkk.,
2009). Pada bagian telur ditutup dengan
alumunium foil sehingga ruangan menjadi
gelap dan lampu dinyalakan selama 48 jam
untuk menetaskan telur. Larva yang menetas
akan menuju daerah yang lebih terang
meselanjutnyai sekat. Larva yang sehat akan
mendekati cahaya (bersifat fototropik) dan siap
dijadikan hewan uji setelah berumur 48 jam
(Panjaitan, 2011). Larva udang A. salina Leach
yang akan diuji diambil dengan menggunakan

pipet.
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b) Uji Toksisitas

Perlakuan  uji  toksisitas  dilakukan
sebanyak 3 kali ulangan pada masing-masing
konsentrasi dari ketiga ekstrak pekat sediaan
herbal dan hidrolisat ekstrak etanol 70%. Botol
disiapkan untuk pengujian, masing-masing
ekstrak membutuhkan £ 27 botol dan 3 botol
sebagai kontrol. Ekstrak pekat etanol 70% dan
hidrolisat ekstrak etanol 70%, masing-masing
ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan
dengan menggunakan air laut sebanyak 10 mL,
sehingga didapatkan larutan stok 1000 ppm.
Larutan stok yang diperoleh selanjutnya
dipipet masing-masing sebanyak 4000 pL;
2000 pL; 1000 pL; 500 pL; 250 pL; 125 pL;
62,5 puL; 32 puL dan 16 pL, kemudian
dimasukkan ke dalam botol vial. Selanjutnya
dimasukkan setetes larutan ragi roti, 2 mL air
laut, kemudian dikocok sampai ekstrak dapat
larut dalam air laut. Kemudian dimasukkan 10
ekor larva udang A. salina Leach. dan
ditambahkan air laut sampai volumenya
menjadi 10 mL, sehingga konsentrasinya
masing-masing larutan menjadi 400 ppm; 200
ppm; 100 ppm; 50 ppm; 25 ppm; 12,5 ppm;
6,25 ppm; 3,2 ppm dan 1,6 ppm. Masing-
masing ekstrak diulang sebanyak 3 Kali,
sehingga terdapat 27 botol vial untuk tiap
ekstrak.

Demikian juga untuk pengujian dua
sediaan herbal daun kelor yang lainnya, yakni
dekok dan teh herbal dengan terlebih dahulu
membuat larutan stok sebanyak 1000 ppm
dengan cara melarutkan 10 mg ekstrak pekat
dalam 10 mL air laut. Larutan stok yang
diperoleh dari masing-masing sediaan herbal,
dekok dan teh herbal selanjutnya dipipet
masing-masing sebanyak 4000 pL; 2000 puL;
1000 pL; 500 pL; 250 pL; 125 pL; 62,5 uL;
31,25 uL; 15,6 uL dan 7,8 pL, kemudian
dimasukkan ke dalam botol vial. Selanjutnya
dimasukkan setetes larutan ragi roti, 2 mL air
laut, kemudian dikocok sampai ekstrak dapat
larut dalam air laut. Kemudian dimasukkan 10
ekor larva udang A. salina Leach. dan
ditambahkan air laut sampai volumenya
menjadi 10 mL, sehingga konsentrasinya
masing-masing larutan menjadi 400 ppm; 200
ppm; 100 ppm; 50 ppm; 25 ppm; 12,5 ppm;
6,25 ppm; 3,125 ppm; 1,56 ppm dan 0,78 ppm.
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Masing-masing ekstrak diulang sebanyak 3
kali, sehingga terdapat 30 botol vial untuk tiap
ekstrak.

Kontrol digunakan sebagai pembanding
yang dibuat dengan cara yang sama kecuali
penambahan ekstrak atau larutan hasil sediaan
herbal, yaitu memasukkan 2 mL air laut dan
setetes larutan ragi roti sebagai sumber
makanannya ke dalam botol vial serta
dimasukkan juga 10 ekor larva udang A. salina
Leach ke dalamnya menggunakan pipet tetes,
kemudian ditambahkan air laut hingga
volumenya menjadi 10 mL. Pengamatan
dilakukan selama 24 jam terhadap kematian
larva udang. Parameter larva udang yang mati
pada perlakuan adalah larva udang yang tidak
menunjukkan pergerakan selama 10 detik,
tenggelam ke dasar botol vial, mengalami
gerakan tidak teratur yakni A. salina Leach
tetap aktif bergerak tetapi tetap berputar-putar
pada satu titik atau diamati dengan kaca
pembesar (Nurhayati, dkk., 2006). Selanjutnya
dihitung survival rate dari A. salina Leach
pada masing-masing konsentrasi dan ulangan
dalam botol vial, menggunakan rumus
Nurhayati dalam Sanjayasari (2011), sebagai
berikut:

% kematian A. salina = x100%

Keterangan:
T = jumlah larva uji yang mati
K = jumlah larva kontrol yang mati

Setelah  memperoleh %  kematian,
kemudian dianalisis dengan analisis probit
menggunakan program MINITAB 16 untuk
mendapatkan nilai LCsy.

5. Uji Fitokimia dengan Uji Reagen
a) Uji Alkaloid (Lestari, 2012)

Ekstrak pekat sediaan herbal daun kelor
sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dengan 1 mL pelarutnya,
kemudian ditambah 0,5 mL HCI 2 % dan
larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung |
ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendroff dan
tabung Il ditambahkan 2-3 tetes reagen Meyer.
Hasil positif alkaloid apabila terbentuk
endapan berwarna merah bata, merah, jingga
(dengan regen Dragendroff) dan endapan putih
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atau  kekuning-kuningan
Mayer).

(dengan reagen

b) Uji Flavonoid (Lestari, 2012)

Ekstrak pekat sediaan herbal daun kelor
sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dengan 1 mL pelarutnya,
kemudian ditambah 1-2 mL metanol panas
50%. Kemudian ditambah sedikit logam Mg
dan 4-5 tetes HCI pekat. Adanya flavonoid
ditandai dengan terbentuknya larutan yang
berwarna  jingga (flavon), merah tua
(flavonol/flavonon), orange, merah, kuning dan
hijau sampai biru (aglikon/glikosida).

c) Uji Tanin (Lestari, 2012)

Ekstrak pekat sediaan herbal daun kelor
sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dengan 1 mL pelarutnya,
kemudian ditambahkan larutan FeCls 1%
sebanyak 1 sampai 2 tetes. Adanya tanin
ditandai dengan berubahnya warna larutan
menjadi hitam, hijau coklat atau biru hitam.

d) Uji Saponin (Lestari, 2012)

Ekstrak pekat sediaan herbal daun kelor
sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dengan 1 mL pelarutnya,
kemudian ditambah air (1:1) sambil dikocok
selama 1 menit. Apabila menimbulkan busa,
maka ditambahkan HCI 1 N. Adanya saponin
ditandai dengan terbentuknya busa pada
larutan yang dapat bertahan selama 10 menit
dengan ketinggian 1-3 cm.

e) Uji Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak pekat sediaan herbal daun kelor
sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dengan 1 mL pelarutnya,
kemudian ditambah 0,5 mL Kkloroform
selanjutnya ditambahkan pereaksi Liebermann-
Burchard (0,5 mL asam asetat anhidrat dan 1-2
mL asam sulfat pekat) meselanjutnyai dinding
tabung  tersebut. = Adanya triterpenoid
ditunjukkan dengan terbentuknya warna
merah, merah jambu, orange, kuning, ungu
atau terbentuknya cincin kecoklatan atau violet
pada perbatasan dua pelarutnya, sedangkan
adanya steroid ditandai dengan terbentuknya
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warna hijau, hijau kebiruan atau biru
(Farnsworth, 1966; Ditjen POM, 1989).

6. Analisis Data

Data yang diperolen dibuat dalam
bentuk  tabel dan grafik, kemudian
dideskripsikan hasilnya. Tingkat toksisitas
larva udang A. salina Leach dapat diketahui
dengan melakukan uji Letal Concertation 50%
(LCs0) menggunakan analisis probit pada
program  MINITAB 16 dengan tingkat
kepercayaan 95%.

I11. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dalam penelitian ini
dilakukan  dengan  metode  pemanasan
(thermogravimetri) yaitu dengan
mengeringkan bahan di dalam oven pada suhu
105-110 °C selama 2 jam atau sampai
diperoleh berat yang konstan (Winarno, 2002).
Analisis kadar air pada penelitian ini dilakukan
pada sampel daun kelor (M. oleifera Lamk)
dalam bentuk daun segar dan daun serbuk
kering. Penentuan kadar air berguna untuk
menyatakan kandungan zat dalam tumbuhan
sebagai persen bahan kering. Kadar air juga
berkaitan dengan ukuran ketahanan suatu
bahan dalam penyimpanan (Harjadi 1993).

Adapun hasil analisis kadar air sampel
daun kelor segar dan daun kelor serbuk kering,
sebagaimana pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Kadar air yang terkandung dalam
daun kelor (M. oleifera Lamk)

Sampel Kadar air (%)
Daun kelor segar 71,80
Daun kelor serbuk kering 7,32

Daun kelor serbuk kering mengandung
kadar air sebesar 7,32 %, sampel tersebut telah
memenuhi standart aturan penyimpanan yang
aman terhadap pertumbuhan jamur/mikroba.
Soetarno dan Soediro, (1997) menyatakan
bahwa sampel dikatakan baik dan dapat
disimpan dalam jangka waktu yang lama
apabila memiliki kadar air kurang dari 10 %,
karena pada tingkat kadar air tersebut sampel
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dapat terhindar dari pertumbuhan jamur yang

cepat.

B. Ekstraksi Komponen Aktif
Metode Sediaan Herbal

1. Ekstraksi Maserasi dengan Etanol 70%

Ekstraksi adalah  proses penarikan
komponen atau zat aktif suatu simplisia dengan
menggunakan pelarut tertentu. Ekstraksi yang
dilakukan dalam penelitian ini adalah ekstraksi
maserasi dengan menggunakan pelarut etanol
70%. Maserasi merupakan proses perendaman
sampel dengan pelarut organik dengan
beberapa kali pengocokan atau pengadukan
dalam temperatur ruangan. Ibtisam (2008)
menyebutkan bahwa pemilihan cairan penyari
harus memenuhi beberapa kriteria, antara lain
murah, mudah diperoleh, stabil secara fisika
dan kimia, bereaksi netral, selektif, tidak
mempengaruhi  zat yang berkhasiat dan
diperbolehkan dalam aturan. Purwatresna,
(2012) menyebutkan bahwa adanya peraturan
yang dikeluarkan oleh BPOM RI (2010)
mengenai cairan penyari untuk keperluan
farmakologi hanya memperbolehkan
menggunakan air atau etanol.

Hasil esktrak pekat ditimbang sebanyak
5 gram lalu dihidrolisis dengan
menambahkan 10 mL HCI 2N, kemudian
dilakukan pengadukan di atas hot plate
menggunakan magnetic stirrer. Hidrolisis
adalah suatu reaksi antara suatu senyawa
dengan air agar senyawa tersebut pecah atau
terurai. Penelitian ini dimaksudkan untuk
menghidrolisis ikatan glikosida antara glikon
(senyawa gula) dengan aglikon (metabolit
sekunder). Penambahan larutan asam Kklorida
(HCI) 2 N ini sebagai katalisator (penyedia H™)
yang akan mempercepat reaksi hidrolisis. Hal
ini sesuai dengan apa yang dinyatakan oleh
Saifudin, dkk (2006) bahwa reaksi hidrolisis
yang menggunakan air berlangsung sangat

dengan

lambat  sehingga  memerlukan  bantuan
katalisator (asam).
Adapun  reaksi  pemutusan ikatan

glikosida pada proses hidrolisis ini ditunjukkan
pada Gambar 4.1:
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Gambar 4.1 Reaksi hidrolisis ikatan O-
glikosida

Selanjutnya  hidrolisat ~ dinetralkan
dengan natrium bikarbonat sampai pH 7
dengan menggunakan pH meter. Reaksi yang
terjadi pada saat penambahan natrium
bikarbonat ditunjukkan pada gambar 4.2:

HCl(aq) * NaHCOg(aq) —— NaCI(S) + COZ(g) + H20(|)

Gambar 4.2 Reaksi antara HCI dan natrium
bikarbonat

Larutan hidrolisat dipekatkan dengan
rotary evaporator vakum hingga pelarut
teruapkan semua, kemudian dialiri dengan gas
N, untuk mendapatkan ekstrak yang lebih
pekat. Rendemen yang diperoleh pada ekstrak
hidrolisat sebesar 96 %.

Tabel 4.2 Hasil hidrolisis ekstrak etanol 70%

Ekstrak Warna Warna Rendemen
etanol 70% filtrat ekstrak pekat (%) (b/b)
S coklat Coklat agak
Hidrolisis pekat kehitaman %

2. Ekstraksi dengan Metode Dekok
Mula-mula serbuk daun kelor (M.
oleifera Lamk) ditimbang sebanyak 35 gr dan
dicampur dengan 300 mL air ke dalam panci
dekokta, lalu dipanaskan di atas hot plate
hingga mencapai suhu 90 °C, kemudian panci
ditutup rapat selama 30 menit dengan suhu
konstan 90 °C sambil diaduk 2-3 kali. Suhu
larutan dekok diukur dengan menggunakan
termometer. Kemudian setelah mencapai 30
menit dekokta disaring (diserkai) dalam
keadaan panas dengan menggunakan corong
buchner vacum dan kain flanel, lalu ampasnya
didekok ulang hingga diperoleh volume dekok
yang dikehendaki yang sedikit bening sampai
tiga kali pengulangan. Pengulangan dekok
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kedua ditambah dengan 250 mL air sedangkan
pengulangan ketiga ditambah dengan 150 mL
air. Pengulangan proses dekok ini bertujuan
untuk memaksimalkan hasil ekstraknya. Hasil
saringan (ekstrak) yang diperoleh pada dekok
pertama berwarna hijau agak kecoklatan,
sedangkan hasil dari dekok kedua dan ketiga
warnanya mulai kuning dan agak bening. Hasil
saringan (ekstrak) yang diperoleh tersebut
dijadikan satu dan dimasukkan ke dalam labu
alas bulat yang telah ditimbang sebelumnya
untuk menguapkan pelarutnya menggunakan
rotary evaporator vacum hingga diperoleh
ekstrak pekat.

3. Ekstraksi dengan Metode Teh Herbal

Pertama serbuk daun kelor (M. oleifera
Lamk) ditimbang sebanyak 35 gr dan dicampur
dengan 300 mL air mendidih (100 °C) ke
dalam panci/wadah, lalu panci ditutup rapat
dan didiamkan selama 10 menit sambil diaduk
2-3 kali. Kemudian setelah mencapai 10 menit
ekstrak teh disaring dalam keadaan panas
dengan menggunakan corong buchner vacum
dan kain flanel, lalu ampasnya ditambahkan air
mendidih (100 °C) lagi secukupnya hingga
warna ampas agak bening. Pengulangan kedua
ditambah dengan 250 mL air sedangkan
pengulangan ketiga ditambah dengan 150 mL
air.  Pengulangan ini  bertujuan  untuk
memaksimalkan hasil  ekstraknya.  Hasil
saringan  (ekstrak) yang diperoleh pada
pembuatan teh herbal yang pertama berwarna
hijau agak kecoklatan, sedangkan hasil dari
pembuatan teh herbal kedua dan ketiga
warnanya mulai kuning dan agak bening. Hasil
saringan (ekstrak) yang diperoleh tersebut
dijadikan satu dan dimasukkan ke dalam labu
alas bulat yang telah ditimbang sebelumnya
untuk menguapkan pelarutnya menggunakan
rotary evaporator vacum hingga diperoleh
ekstrak pekat.

Tabel 4.3 Hasil ekstraksi komponen aktif
dengan metode sediaan herbal daun
kelor (M. oleifera Lamk) dan
rendemen
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Warna Rende
Volum | Perubaha men
Pelarut - ekstrak
e (mL) n filtrat (%)
pekat (b/b)
Hijau
agak
kehitaman coklat
Etanol 70% | 350 hingga | kehitama |, ,,

kecoklata n lebih
n dan pekat
agak
bening
Hijau
agak
kecoklata coklat
700 nhingga | kehitama | 36,95
kuning n
dan agak
bening
Hijau
agak
Teh kecoklata coklat
Herba 700 nhingga | kehitama | 52,29
| kuning n
dan agak
bening

Deko

Aquades

Rendemen ekstrak pekat akuades dengan
metode teh herbal lebih besar dibandingkan
dengan ekstrak etanol dan dekok, hal ini
dikarenakan pada ekstrak akuades metode teh
herbal dilakukan proses pemanasan pada suhu
tinggi (100 °C) dalam waktu yang relatif cepat
(10 menit), sehingga menyebabkan senyawa
aktif dapat terekstrak lebih banyak ke dalam
pelarutnya, sedangkan waktu pemanasannya
lebih cepat dibandingkan metode dekok (30
menit), sehingga lebih  meminimalisir
terjadinya penguapan ekstrak. Suhu semakin
tinggi akan memperbesar energi kinetik pada
sistem, sehingga pergerakan molekul-molekul
lebih cepat dalam proses pengambilan senyawa
aktif pada sampel. Arlene, dkk., (2010)
menyatakan bahwa semakin tinggi temperatur,
maka rendemen minyak biji kemiri yang
didapat juga semakin besar, hal ini disebabkan
makin tinggi temperatur, viskositas fasa cair
makin kecil sehingga kelarutan ekstrak dalam
pelarut makin besar.

C. Uji Toksisitas terhadap Larva Udang A.
salina Leach

Uji toksisitas dengan mengunakan larva

A. salina Leach atau metode Brine Shrimp

Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu

metode untuk menguji bahan-bahan yang
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bersifat sitotoksik. Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) dapat digunakan sebagai  uji
pendahuluan pada penelitian yang mengarah
pada uji sitotoksik. Toksisitas suatu senyawa
dapat diketahui dengan menghitung jumlah
kematian A. salina Leach dengan parameter
lethal concentration 50 (LCsg). LCso
merupakan konsentrasi zat yang menyebabkan
terjadinya kematian pada 50% hewan
percobaan yaitu larva A. salina Leach. Menurut
Meyer, dkk., (1982) suatu senyawa dikatakan
toksik jika mempunyai harga LCso kurang dari
1000 pg/mL.

Kurva hasil analisis probit dengan
minitab 16 dengan tingkat kepercayaan 95%
ditunjukkan pada gambar 4.3, 4.4, 4.5 dan 4.6:

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

Table of Statistics.
Mean  154.512
StDev  140.286
Median  154.512
IQR  189.242

Percent
g

T T T T T T T
-400 -200 0 200 400 600 800
Konsentrasi

Gambar 4.3 Kurva mortalitas larva udang A.
salina Leach pada ekstrak etanol
70% daun kelor (M. oleifera Lamk)

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

8

Table of Statistics
Mean  437.752
StDev  401.018
Median 437.752
IQR  540.966

)
&

Percent
83838838 8

w S

~1000 0 1000 2000 3000
Konsentrasi

Gambar 4.4 Kurva mortalitas larva udang A.
salina Leach pada ekstrak dekok
daun kelor (M. oleifera Lamk)
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Probability Plot for Mortalitas
Normal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

8

Mean  198.835
StDev  237.253
Median 198.835
IQR  320.049

©
&

Percent
2808058 o

500 -250 0 250 500 750 1000 1250
Konsentrasi

Gambar 4.5 Kurva mortalitas larva udang A.
salina Leach pada ekstrak teh herbal
daun kelor (M. oleifera Lamk)

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

Table of Statistics
Mean  293.137
954 StDev  370.867
Median 293.137
90 IQR 500.293

Percent
8

T T T T T T T
-1000 -500 0 500 1000 1500 2000
Konsentrasi

Gambar 4.6 Kurva mortalitas larva udang A.
salina Leach pada hidrolisat ekstrak
etanol 70% daun kelor (M. oleifera
Lamk)

Hasil uji toksisitas ekstrak pekat etanol
70%, dekok, teh herbal dan hidrolisat ekstrak
etanol 70% daun kelor (M. oleifera Lamk)
ditunjukkan pada tabel 4.4:

Tabel 4.4 Hasil uji toksisitas ekstrak etanol
70%, dekok, teh herbal dan hidrolisat
ekstrak etanol 70% daun kelor (M.
oleifera Lamk)

Ekstrak LCso (ppm)
Etanol 70% 154,512
Dekok 437,752
Teh herbal 198,835
Hidrolisat ekstrak etanol 70% 293,137

Meyer (1982) dalam Farihah (2008)
melaporkan bahwa suatu ekstrak menunjukkan
aktivitas ketoksikan dalam BSLT jika ekstrak
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dapat menyebabkan kematian 50% hewan uji
pada konsentrasi kurang dari 1000 ppm.
Pernyataan di atas menunjukkan bahwa
keempat ekstrak sediaan herbal daun kelor
bersifat toksik terhadap larva udang A salina
Leach., karena memiliki nilai LCso< 1000 ppm.

Berdasarkan tabel hasil uji toksisitas
terhadap larva udang A. salina Leach
menunjukkan bahwa tingkat toksisitas ekstrak
etanol 70% daun kelor lebih besar (nilai LCso
paling kecil) dari pada tingkat toksisitas
ekstrak teh herbal, sedangkan tingkat toksisitas
ekstrak teh herbal lebih besar (nilai LCso lebih
kecil) dibandingkan hidrolisat ekstrak etanol
70% dan tingkat toksisitas hidrolisat ekstrak
etanol 70% lebih besar (nilai LCso lebih kecil)
dibandingkan ekstrak dekok (nilai LCso paling
besar). Hal itu karena senyawa aktif lebih
banyak terekstrak oleh pelarut etanol 70% dan
pelarut aquades dengan suhu yang lebih tinggi
(ekstrak teh herbal).

Hasil analisis probit dengan minitab 16
menunjukkan bahwa nilai LCso dari ekstrak
etanol 70% (154,512 ppm) lebih kecil dari
pada nilai LCso dari hidrolisat ekstrak etanol
70% (293,137 ppm), hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak etanol 70% mempunyai tingkat
toksisitas yang lebih tinggi dibandingkan
hidrolisat ekstrak etanol 70%. Hidrolisis pada
penelitian ini dimaksudkan untuk memecah
ikatan glikosida antara gugus gula (glikon)
dengan metabolit sekunder (aglikon), sehingga
hidrolisat ekstrak etanol 70% ini merupakan
senyawa metabolit sekunder yang sudah
terpisahkan dari gugus gulanya. Dengan
demikian, dapat dikatakan bahwa gugus gula
(glikon) juga mempengaruhi terhadap tingkat
toksisitas dari senyawa aktif yang terdapat
dalam ekstrak sediaan herbal daun kelor, yakni
senyawa metabolit sekunder yang terikat pada
gugus gula mempunyai tingkat toksisitas yang
lebih tinggi dibandingkan senyawa metabolit
sekunder yang terpisah dari gugus gulanya.
Hasil penelitian ini senada dengan peneletian
yang dilakukan oleh Anwar, dkk (2007) yang
berhasil mengidentifikasi senyawa-senyawa
aktif yang berpotensi sebagai antibiotik dan
antikanker pada bagian tanaman kelor yang
diekstraksi dengan etanol, dimana sebagian
besar dari senyawa tersebut terikat pada gugus
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gula (glikon). Senyawa-senyawa aktif tersebut
diantaranya, yaitu 4-(-L-rhamnopyranosyloxy)
benzyl isothiocyanate, merupakan senyawa
aktif untuk antibiotik; Niazimicin, merupakan
senyawa aktif untuk antikanker dan 4-(4'-O-
acetyl-a-L-rhamnopyranosyloxy) benzyl
isothiocyanate, merupakan senyawa aktif
untuk antikanker.

D. Uji Fitokimia dengan Uji Reagen

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif
kandungan golongan senyawa aktif pada
ekstrak suatu tanaman, sehingga dapat
diketahui senyawa yang terdapat di dalamnya.
Biasanya uji golongan senyawa aktif dilakukan
dalam tabung reaksi dengan jumlah sampel
yang relative sedikit.

Pada penelitian ini  uji  fitokimia
dilakukan dengan uji reagen terhadap semua
ekstrak sediaan herbal (ekstrak etanol 70%,
dekok, teh herbal dan hidrolisat ekstrak etanol
70%) daun kelor (M. oleifera Lamk) yang
mempunyai  bioaktivitas.  Uji  fitokimia
dilakukan terhadap golongan senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid dan
steroid. Hasil pengamatan uji fitokimia secara
keseluruhan dapat dilihat pada table 4.5:

Tabel 4.5 Hasil pengamatan uji fitokimia

Bkstrak | Lidrolisis
Golongan | Etanol 70%,
Ekstrak
Senyawa Dekok & Etanol 70%
Teh Herbal
Alkaloid - -
Flavonoid + +
Tanin + +
Saponin - -
Triterpeno + -
id
Steroid - +

Keterangan: tanda + : terkandung senyawa/warna muda
tanda - : tidak terkandung senyawa/tidak
terbentuk senyawa

Tiga ekstrak sediaan herbal (ekstrak
etanol 70%, dekok dan teh herbal) daun kelor
(M. oleifera Lamk) mempunyai kandungan
golongan senyawa metabolit sekunder yang
sama, yaitu flavonoid, tanin dan triterpenoid,
sedangkan hidrolisat ekstrak etanol 70%
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mengandung flavonoid, tanin dan steroid.
Steroid hanya teridentifikasi pada hidrolisat
ekstrak etanol 70%, hal ini dimungkinkan
karena adanya reaksi pembentukan senyawa
kompleks antara metabolit sekunder yang
sudah terpisah dari gugus gulanya (glikon)
dengan reagen Liebermann-Burchard, sehingga
menghasilkan warna hijau sebagai indikator
adanya senyawa steroid.

VI. KESIMPULAN

1. Nilai LCsp yang diperolen pada ekstrak
etanol 70%, dekok, teh herbal dan hidrolisat
ekstrak etanol 70% daun kelor (M. oleifera
Lamk) yaitu masing-masing 154,512 ppm;
437,752 ppm; 198,835 ppm dan 293,137
ppm. Semua ekstrak memberikan efek
toksik terhadap larva udang A. salina Leach
dengan nilai LCso lebih kecil dari pada 1000
ppm.

2. Kandungan golongan senyawa Yyang
terdapat dalam ketiga ekstrak sediaan herbal
(ekstrak etanol 70%, dekok dan teh herbal)
daun kelor (M. oleifera Lamk) antara lain
flavonoid, tanin dan triterpenoid, sedangkan
pada hidrolisat ekstrak etanol 70%
mengandung flavonoid, tanin dan steroid.

SARAN

1. Hasil uji pendahuluan dengan metode Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT) pada ekstrak
sediaan herbal daun kelor (Moringa oleifera
Lamk) ini menunjukkan adanya potensi
bioaktivitas, sehingga perlu untuk dilakukan
pengujian lanjutan efikasi terhadap ekstrak
sediaan herbal daun kelor (Moringa oleifera
Lamk).

2. Perlu dilakukan  penelitian  toksisitas
terhadap sampel daun kelor (Moringa
oleifera Lamk) dengan metode ekstraksi
yang lainnya dan perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut dengan memisahkan golongan
senyawa aktif pada ekstrak sediaan herbal
daun kelor (Moringa oleifera Lamk).
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