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ABSTRAK

NURUL ALMA FEBRIYANTI (2016210178)

PENGARUH PENAMBAHAN GLUKOSA PADA  SUBSTRAT
TERHADAP AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN ANTIMIKROBA
PRODUK FERMENTASI DAUN Moringa oleifera Lam. OLEH
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

xiv + 111 halaman; 6 tabel; 9 gambar; 38 lampiran

Kata kunci: Moringa oleifera L., Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Fermentasi, Fermentasi seduhan daun Moringa oleifera L., antimikroba,
antioksidan.

Daun Moringa oleifera L. diketahui mengandung senyawa-senyawa metabolit
sekunder yang memiliki potensi sebagai antioksidan dan antimikroba.
Penelitian ini untuk mengetahui pengaruh penambahan glukosa 10% pada tiap
variasi konsentrasi substrat yang digunakan terhadap pertumbuhan
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 serta pengaruhnya terhadap aktivitas
antimikroba dan antioksidan. Penambahan glukosa digunakan sebagai
sumber nutrisi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sehingga jumlah dan
aktivitas Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 meningkat. Aktivitas
antimikroba menggunakan metode dilusi cair dan uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH. Hasil uji setelah fermentasi diperoleh laju
pertumbuhan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 4% (1,82x10°
sel/menit), waktu generasi pada substrat 4% (3,91 jam/generasi), jumlah
generasi pada substrat 4% (4,61 generasi), peningkatan jumlah sel pada
substrat 4% (129,75%). Hasil pH setelah fermentasi pada substrat 4% (5,45),
peningkatan asam total pada substrat 4% (47,58%), sisa kadar glukosa 4%
(55,61%), peningkatan protein pada substrat 4% (3,95%), peningkatan fenol
pada substrat 4% (61,19%). Hasil uji aktivitas penghambatan terbesar
terhadap mikroba uji Eschericia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida albicans ATCC
10231. Hasil uji aktivitas antioksidan sesudah fermentasi diperoleh
penurunan nilai 1Csq tertinggi pada substrat 4% (49,56% mg/L). Uji statistik
anova menunjukkan semakin besar konsentrasi substrat maka, jumlah
pertumbuhan sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 meningkat, aktivitas
antioksidan dan antimikroba semakin tinggi. Dengan demikian produk
fermentasi seduhan daun Moringa oleifera L. oleh Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 terbaik terdapat pada substrat 4%.

Daftar Rujukan: 56 buah (1990-2021)

Dra. Umi Marwati, M.si.

2022
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ABSTRACT

NURUL ALMA FEBRIYANTI (2016210178)

EFFECT OF ADDED GLUCOSE TO SUBSTRATE ON ANTIOXIDANT
AND ANTIMICROBIC ACTIVITIES OF FERMENTED PRODUCTS
LEAVES OF Moringa oleifera Lam. BY Lactobacillus acidophilus ATCC
4356

xiv + 111 pages; 6 tables; 9 pictures; 38 attachments

Keywords: Moringa oleifera L., Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Fermentation, Fermentation of Moringa oleifera L. leaves, antimicrobial,
antioxidant.

Moringa oleifera L. leaves are known to contain secondary metabolites that
have potential as antioxidants and antimicrobials. The function of add
glucose as a source of nutrition for Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
That can make the number and activity of Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 increase. This study aims to determine the effect of 10% glucose
addition on each variation of substrate concentration used on the growth of
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and its effect on antimicrobial and
antioxidant activity. Antimicrobial activity by liquid dilution method and
antioxidant activity test using DPPH method. The test results after
fermentation showed that the growth rate of Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 4% (1.82x105 cells/min), 4% generation time (3.91 hours/generation),
4% number of generations (4.61 generations), increased cell number 4 %
(129.75%). The result of pH after fermentation was 4% (5.45), increased total
acid 4% (47.58%), remaining glucose content 4% (55.61%), increased
protein 4% (3.95%), increased phenol 4 % (61.19%). The results of the test of
the greatest inhibitory activity against the test microbes Eschericia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Candida albicans ATCC 10231. The results of the antioxidant activity
test after fermentation obtained the highest decrease in IC50 value on 4%
substrate (49.56% mg/ L). ANOVA statistical test showed that the higher the
substrate concentration, the higher the number of Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 cells, the higher the antioxidant and antimicrobial activity. Thus,
the best fermented product of Moringa oleifera L. leaves by Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 was found on 4% substrate.

References List: 56 pieces (1990-2021)
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG
Tanaman Moringa oleifera L. atau “Kelor” merupakan tanaman dari familia

Moringaceae [1]. Moringa oleifera L. memiliki tinggi 7-11 m, batang berwarna
putih kotor, kulit tipis, permukaan kasar, daun bulat telur, dan bunga berwarna
putih kekuningan [2]. Moringa oleifera L. tumbuh dalam pH asam dengan tanah
yang sedikit lembab sehingga tanaman ini dapat tumbuh pada daerah tropis
maupun subtropis hingga ketinggian dataran + 1000 m di atas permukaan laut [2].
Moringa oleifera L. merupakan tanaman asli dari barat laut Hindia, tepatnya
wilayah pegunungan Himalaya bagian selatan [1]. Namun, tanaman ini sudah
tersebar pada berbagai daerah di Indonesia seperti Sulawesi, Madura, Jawa Barat,
Ternate, Sumbawa, dan Aceh. Moringa oleifera L. disebut sebagai “Miracle Tree”
karena memiliki banyak manfaat [3].

Moringa oleifera L. mempunyai banyak manfaat karena memiliki kandungan
nutrisi yang tinggi seperti betakaroten, vitamin C, kalsium, dan zat besi. Hal
tersebut membuat Moringa oleifera L. memiliki sifat fungsional bagi kesehatan
serta mengatasi kekurangan nutrisi. Kandungan nutrisi yang tinggi tersebut berada
pada seluruh bagian Moringa oleifera L. yaitu pada bagian akar, batang, bunga,
buah, dan daun. Daun merupakan bagian yang paling besar manfaatnya. Dalam
bidang kesehatan, daun Moringa oleifera L. memiliki manfaat farmakologis antara
lain  antiinflamasi, antifibrotic atau antiulcer, antitumor, antikanker,
antihiperglikemik, antimikrobial, dan antioksidan [5]. Manfaat-manfaat tersebut
berasal dari senyawa metabolit yang terdapat pada daun Moringa oleifera L..
Senyawa metabolit yang terdapat pada daun Moringa oleifera L. yaitu senyawa

metabolit primer dan metabolit sekunder. Metabolit primer yang terkandung pada



daun Moringa oleifera L. yaitu karbohidrat, lemak, protein, serat, mineral, dan
vitamin serta metabolit sekunder yang terkandung pada daun Moringa oleifera L.
yaitu sterol, saponin, terpenoid, fenolat, alkaloid, dan flavonoid yang merupakan
senyawa dengan kemampuan untuk bertindak sebagai antimikroba dan
antioksidan [6]. Flavonoid sebagai antioksidan bekerja dengan cara menangkap
reactive ocygen species (ROS) secara langsung [7]. Sedangkan flavonoid sebagai
antimikroba bekerja dengan cara menghambat sintesis asam nukleat, menghambat
fungsi membran sel, dan menghambat metabolisme energi [8]. Senyawa-senyawa
lain seperti saponin, tannin, dan triterpenoid memiliki aktivitas antimikroba
dengan cara merusak membran sel bakteri [9].

Pada penelitian sebelumnya, fermentasi diketahui dapat meningkatkan potensi
aktivitas antimikroba dan antioksidan dari senyawa metabolit sekunder.
Fermentasi merupakan suatu proses perubahan kimia pada suatu substrat organik
melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme [10]. Fermentasi
bertujuan untuk meningkatkan nilai gizi, memperpanjang umur simpan produk,
dan memperoleh manfaat klinis bagi tubuh. Pada proses fermentasi, terdapat
faktor-faktor yang mempengaruhi seperti pH, suhu, waktu fermentasi, substrat,
dan inokulum [10]. Salah satu mikroba yang dapat digunakan pada proses
fermentasi yaitu bakteri asam laktat (Lactic Acid Bacteria/BAL) [11].
Lactobacillus merupakan BAL yang paling berpotensi digunakan sebagai agen
probiotik karena mampu bertahan pada pH rendah, tahan terhadap garam empedu,
memproduksi antimikroba, dan tumbuh baik pada medium sederhana [13].

Salah satu bakteri dari genus Lactobacillus yang dapat digunakan pada proses
fermentasi yaitu Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 merupakan bakteri homofermentatif yaitu bakteri yang
memproduksi asam laktat sebagai satu-satunya produk akhir [18]. Karakteristik
bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 yaitu bakteri gram positif yang
tumbuh pada suhu 37°C - 42°C (Mampu hingga suhu 45°C), dan pH pertumbuhan
55 — 6,0 (Pertumbuhan berhenti apabila pH di bawah 4) [14]. Lactobacillus



acidophilus ATCC 4356 juga merupakan salah satu mikroorganisme yang paling
sering disarankan dalam penggunaan makanan dan produk olahan fermenetasi
[15].

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 memerlukan sumber karbon sebagai
penunjang pertumbuhannya. Sumber karbon yang diperlukan oleh bakteri
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 antara lain glukosa [16]. Glukosa memiliki
struktur yang paling sederhana dibandingkan dengan monosakarida lainnya serta
waktu generasi yang diperlukan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 lebih
pendek dalam medium yang mengandung glukosa dibandingkan dalam medium
dengan jenis monosakarida lainnya [16].

Penelitian ini merupakan penelitian payung dari penelitian sebelumnya. Pada
penelitian sebelumnya, dilakukan variasi konsentrasi seduhan 1%, 2%, dan 4%
dengan penambahan inokulum Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 10%. Untuk
meningkatkan potensi aktivitas dari senyawa metabolit sekunder pada masing-
masing konsentrasi, maka diperlukan penambahan glukosa 10%. Glukosa 10%
merupakan sumber nutrisi dari Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sehingga
diharapkan dapat meningkatkan jumlah dan aktivitas bakteri. Pada penelitian
sebelumnya, diperoleh hasil aktivitas antioksidan terbaik pada konsentrasi substrat
4% dengan nilai penurunan ICso sebesar 41,34%. Untuk penghambatan aktivitas
antimikroba terbesar diperoleh konsentrasi substrat 4%. Pada konsentrasi substrat
4%, antimikroba dapat menghambat Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, dan Candida
albican ATCC 10231. Konsentrasi substrat 4% merupakan konsentrasi terbaik
dari tiga konsentrasi yang diteliti. Pada konsentrasi substrat 4% memiliki
kandungan sumber karbon paling tinggi sehingga berpengaruh pada jumlah bakteri
yang semakin banyak dan menyebabkan aktivitas bakteri semakin baik [12].

Pada penelitian ini, masing-masing variasi substrat 1%, 2%, dan 4% ditambah
karbon berupa glukosa 10% yang difermentasi selama 18 jam dengan konsentrasi



inokulum Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 20% untuk meningkatkan

efisiensi produksi dan potensi senyawa metabolit sekunder.

. RUMUSAN MASALAH

Daun Moringa oleifera L. memiliki kandungan gizi dan nutrisi berupa kandungan
metabolit primer dan sekunder. Kandungan dari senyawa metabolit ini memberi
manfaat sebagai antioksidan dan antimikroba. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
diperoleh hasil potensi antimikroba dan antioksidan terbaik terdapat pada substrat
4%. Hal ini disebabkan karena pada substrat 4% memiliki kandungan sumber
karbon paling tinggi sehingga berpengaruh pada jumlah dan aktivitas bakteri.
Untuk meningkatkan efisiensi produksi dan potensi senyawa metabolit sekunder
tersebut maka, pada penelitian ini dilakukan penambahan glukosa 10% pada
masing-masing variasi konsentrasi substrat daun Moringa oleifera L. yang terdiri
dari 4%, 2%, dan 1% oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Berdasarkan
hasil fermentasi daun Moringa oleifera L. penelitian ini diharapkan dapat

menjawab beberapa masalah seperti berikut:

1. Bagaimana pengaruh penambahan glukosa terhadap potensi antioksidan
produk fermentasi dari variasi konsentrasi substrat daun Moringa oleifera L.
oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 20%?

2. Bagaimana pengaruh penambahan glukosa terhadap kandungan produk
fermentasi daun Moringa oleifera L. dengan variasi konsentrasi oleh
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 20% terhadap pH, kadar asam total,
kadar glukosa, kadar protein, dan kadar fenol?

3. Bagaimana pengaruh penambahan glukosa pada masing-masing substrat
dengan inokulum 20% terhadap Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
produk fermentasi daun Moringa oleifera L.?



C. TUJUAN PENELITIAN

1. Mengetahui pengaruh penambahan glukosa pada substrat terhadap potensi
antioksidan produk fermentasi daun Moringa oleifera L. dengan variasi
konsentrasi oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 20%.

2. Mengetahui pengaruh penambahan glukosa terhadap kandungan produk
fermentasi daun Moringa oleifera L. dengan variasi konsentrasi oleh
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 20% terhadap pH, kadar asam total,
kadar glukosa, dan kadar protein.

3. Mengetahui pengaruh penambahan glukosa pada masing-masing substrat
dengan inokulum 20% terhadap Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

produk fermentasi daun Moringa oleifera L.

D. MANFAAT PENELITIAN
Pemanfaatan teknologi fermentasi dari penelitian ini dapat digunakan untuk
pembuatan minuman fungsional daun Moringa oleifera L. dengan penambahan

glukosa dalam skala pilot plan.
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TINJAUAN PUSTAKA

A. DESKRIPSI DAN KLASIFIKASI TANAMAN MORINGA
Moringa oleifera L. merupakan tanaman asli dari barat laut Hindia, tepatnya

wilayah pegunungan Himalaya bagian selatan [1]. Namun, kelor hadir di semua
negara-negara tropis. Saat ini kelor dibudidayakan di seluruh Timur Tengah dan
hampir diseluruh daerah tropis [22].

Gambar 1. Daun Moringa oleifera L. [10]

Moringa oleifera L. dikenal sebagai salah satu tanaman multi guna karena
hampir semua bagian dari pohonnya memiliki senyawa alami yang dapat
dimanfaatkan menjadi sumber makanan dan bahan obat herbal [19]. Pohon ini
telah digunakan sebagai antidiabetik, antibakterial, sakit kepala, antihipertensi,
demam, dan antiinflamasi sebagai obat herbal. Adapun taksonomi dari daun kelor
[21]:

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta
Subdivisi  :  Angeospermae
Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Brassicales

Familia : Moringaceae

Genus : Moringa

Spesies : Moringa oleifera Lam



Tanaman Moringa oleifera L. terdapat pada dataran rendah maupun dataran
tinggi sampai ketinggian £ 1000 meter di atas permukaan laut. Selain itu, Moringa
oleifera L. memiliki batang yang berkayu (lignosus) dengan ciri-ciri yaitu tegak,
berwarna putih tidak bersih, kulit tipis, dan permukaannya kasar. Moringa oleifera
L. memiliki cabang yaitu percabangan simpodial dimana arah cabangnya tegak
atau miring dan cenderung tumbuh lurus memanjang. Perbanyakan tanaman
Moringa oleifera L. dapat dilakukan secara generatif (biji) maupun vegetatif (stek
batang) [22].

Daun Moringa oleifera L. merupakan daun majemuk yang memiliki tangkai
panjang, tersusun berseling (alternate), beranak daun gasal (imparipinnatus). Saat
daun masih muda, daun memiliki warna hijau muda sedangkan setelah dewasa,
daun berwarna hijau tua. Daun Moringa oleifera L. memiliki bentuk helai daun
bulat telur, panjang 1-2cm, dan lebar 1-2cm serta daunnya tipis lemas, ujung dan
pangkal tumpul (obtusus), tepi rata, susunan tulang menyirip (pinnate), dan
permukaan atas maupun bawah halus [22].

Pada bagian bunga Moringa oleifera L. bunga muncul pada ketiak daun
(axillaris), memiliki tangkai panjang, kelopak berwarna putih agak krem dan
beraroma khas. Bunga Moringa oleifera L. memiliki warna putih kekuning-
kuningan dan keluar sepanjang tahun dengan aroma bau semerbak.

Pada bagian akar Moringa oleifera L. merupakan akar tunggang dengan warna
putih dan akan membesar seperti lobak. Kulit akarnya memiliki rasa pedas dan
berbau tajam serta berwarna kuning pucat dengan garis halus terang melintang.
Selain itu, bentuknya tidak beraturan dengan permukaan luar kulit yang sedikit
licin dan permukaan dalamnya berserabut serta pada bagian kulit berwarna coklat
muda yang sebagian besar terpisah.

Tanaman Moringa oleifera L. termasuk jenis tanaman perdu yang memiliki
ketinggian batang 7-12m yang merupakan tanaman berbatang serta memiliki
batang berkayu sehingga batangnya keras dan kuat. Bentuknya sendiri adalah bulat

(teres) dan permukaannya kasar. Arah tumbuhnya lurus ke atas atau biasa yang



disebut dengan tegak lurus (erectus). Moringa oleifera L. berbuah setelah berumur
12-18 bulan dengan bentuk segitiga memanjang yang disebut klentang (Jawa)
dengan panjang 20-60cm yang ketiga muda berwarna hijau tetapi setelah tua
berubah menjadi coklat. Selain itu, terdapat biji buah yang memiliki bentuk bulat
pada saat muda berwarna hijau terang dan berubah berwarna coklat kehitaman
ketika polong matang dan kering. Saat kering polong terbuka menjadi 3 bagian
yang dalam setiap polong rata-rata berisi 12 dan 35 biji [22].

. KANDUNGAN DAN MANFAAT DAUN Moringa oleifera L.

Daun Moringa oleifera L. merupakan jenis daun bertangkai karena hanya terdiri
atas helaian daun dan tangkai. Tangkai daun Moringa oleifera L berbentuk silinder
dengan sisi atas sedikit pipih dan menebal pada pangkalnya serta permukaannya
halus. Bangun daunnya berbentuk bulat atau bundar (orbicularis) dengan pangkal
daun tidak bertoreh dan termasuk ke dalam bentuk bangun bulat telur. Ujung dan
pangkal daunnya membulat (rotundatus) dimana ujungnya tumpul dan tidak
membentuk sudut. Susunan tulang daunnya menyirip (penninervis) serta memiliki
satu ibu tulang daun yang berjalan dari pangkal ke ujung yang merupakan terusan
tangkai daun. Selain itu, pada ibu tulang daun tersebut kearah samping akan keluar
tulang-tulang cabang sehingga susunannya seperti sirip-sirip pada ikan. Moringa
oleifera L memiliki tepi daun yang rata (integer) dan helaian daunnya tipis dengan
warna hijau tua atau hijau kecoklatan serta permukaannya licin (laevis) dan

berselaput lilin (pruinosus) [22].



Gambar 2 Daun Moringa oleifera L. [14]

Daun Moringa oleifera L. memiliki banyak kandungan nutrisi dan kegunaan

antara lain karoten (vitamin A), vitamin B, vitamin C, kalsium dan kalium.

Tabel 11.1 Kandungan nutrisi daun Moringa oleifera L. segar dan kering [20]

Komponen Nutrisi Daun Segar Daun Kering
Kadar air (%) 94.01 4.09
Protein (%) 22.7 28.44
Lemak (%) 4.65 2.74
Kadar abu - 7.95
Karbohidrat (%) 51.66 57.01
Serat (%) 7.92 12.63
Kalsium (mg) 350-550 1600-2200
Energi (Kcal/100g) - 307.30
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Tabel 11.2 Kandungan Vitamin & Mineral dari Moringa oleifera L. [20]

Komponen Daun Segar Daun Kering

Karoten (Vitamin A) 6,78 18,9
Thiamin (Vitamin B1) 0,06 2,64
Riboflavin (Vitamin B12) 0,05 20,5
Niasin (Vitamin B3) 0,8 8,2
Vitamin C 220 17,3
Kalsium 440 2003

Kalori 92 205
Karbohidrat 12,5 38,2
Tembaga 0,07 0,57
Lemak 1,70 2,3

Serat 0,90 19,2

Besi 0,85 28,2
Magnesium 42 368
Fosfor 70 204

Kalium 259 1324
Protein 6,70 27,1

Tabel 11.3 Kandungan asam amino per 100 g daun Moringa oleifera L. [21]

Komponen Asam Amino Daun Segar (mg) Daun Kering (mg)
Argine 406,6 1325
Histidine 149,8 613
Isolisine 299,6 825
Leusine 4922 1950
Lysine 3424 1325
Methionine 117,7 350
Phenylalanine 310,3 1388
Threonine 117,7 1188
Tryptophan 107 425
Valine 3745 1063

C. PERAN Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 DALAM FERMENTASI

Fermentasi merupakan proses untuk mengubah substrat menjadi suatu produk.

Dalam melakukan proses fermentasi diperlukan suatu mikroba seperti bakteri

asam laktat (BAL) untuk menjalankan proses tersebut. Salah satu bakteri asam

laktat (BAL) yang dapat digunakan dalam proses fermentasi berasal dari genus

Lactobacillus  seperti

Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356. Bakteri

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 merupakan bakteri gram positif yang
tumbuh pada suhu 37°C - 42°C (Mampu hingga suhu 45°C), dan pH pertumbuhan
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55 — 6,0 (Pertumbuhan berhenti apabila pH di bawah 4) [14]. Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 memiliki manfaat dalam meningkatkan konsentrasi dan
bioavailabilitas senyawa polifenol yang berperan sebagai antioksidan [11].
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 juga menghasilkan senyawa antimikroba
seperti asam-asam organik, hidrogen peroksida, dan senyawa protein atau
komplek protein spesifik yang disebut bakteriosin [12]. Bakteriosin yang
dihasilkan oleh bakteri tersebut mampu menghambat bakteri patogen seperti
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumonia, dan Bacillus subtilis [12]. Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 merupakan salah satu mikroorganisme yang paling sering
disarankan dalam penggunaan makanan dan produk olahan fermenetasi [15].

. PERAN GLUKOSA PADA PROSES FERMENTASI

Dalam proses fermentasi, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 memerlukan
nutrisi untuk memenuhi pertumbuhannya. Salah satu sumber nutrisi untuk
membantu pertumbuhan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 adalah karbon.
Salah satu karbon yang dapat digunakan oleh Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 adalah glukosa.

Glukosa digunakan sebagai sumber nutrisi bagi Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 karena glukosa memiliki struktur yang paling sederhana
dibandingkan dengan sukrosa serta waktu generasi yang diperlukan Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 lebih pendek dalam medium yang mengandung glukosa
dibandingkan dalam medium dengan sukrosa dan laktosa [16],[17]. Dengan
memanfaatkan kecukupan nutrisi yang tersedia maka, aktivitas dan jumlah bakteri
asam laktat akan meningkat sehingga jumlah asam hasil metabolisme meningkat.
Peningkatan jumlah bakteri asam laktat yang terjadi dapat meningkatkan

rombakan senyawa gula yang ada pada medium menjadi asam-asam organik [17].
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E. MEKANISME ANTIOKSIDAN DAN ANTIMIKROBA
Senyawa radikal bebas merupakan salah satu faktor penyebab kerusakan DNA.
Bila kerusakan sudah sampai menyebabkan rantai DNA terputus maka, kerusakan
tidak akan dapat diperbaiki sehingga pembelahan sel akan terganggu. Agar radikal
bebas tidak menyebar maka, tubuh akan memproduksi antioksidan.

Antioksidan merupakan inhibitor yang bekerja dengan cara menghambat
oksidasi serta bereaksi dengan radikal bebas reaktif membentuk radikal bebas
tidak reaktif yang relatif stabil sehingga dapat melindungi sel dari bahaya radikal
bebas oksigen reaktif [24]. Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu
elektronnya kepada senyawa yang bersifat antioksidan sehingga senyawa oksidan
tersebut dapat terhambat. Maka, keefektifan antioksidan tergantung dari seberapa
kuat daya oksidasinya dibanding dengan molekul lain [24].

Metabolit sekunder pada ekstrak daun Moringa oleifera L. teridentifikasi
mengandung senyawa seperti steroid, flavonoid, tanin, fenol, dan saponin.
Flavonoid dan fenol yang diketahui dapat berperan sebagai antimikroba dengan
menghambat aktivitas bakteri. Flavonoid juga berfungsi sebagai antioksidan yang
mampu menjaga terjadinya oksidasi sel tubuh. Saponin merupakan golongan
glikosida yang berfungsi menyimpan karbohidrat dan sebagai pelindung serangan
hama dengan mekanismenya yaitu menurunkan tegangan permukaan dinding sel
bakteri sehingga menyebabkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel bakteri

dan dapat mengakibatkan senyawa intraseluler keluar [25].

F. PRINSIP PENGUKURAN KADAR GLUKOSA, PROTEIN, DAN FENOL
TOTAL
Pengujian kadar glukosa dapat dilakukan dengan metode DNS (dinitrosalicyclic).
Metode ini dapat digunakan dalam penentuan gula pereduksi seperti glukosa,
galaktosa, laktosa, dan maltose. Prinsip metode DNS adalah gula pereduksi akan

bereaksi dengan reagen DNS membentuk senyawa asam 3-amino-5-nitrosalisilat
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yang berwarna kuning kecoklatan. Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang
gelombang 540 nm [26].

Pada pengujian kadar protein total dapat dilakukan dengan metode biuret.
Metode ini digunakan untuk mengetahui ada atau tidaknya ikatan peptida dalam
suatu senyawa sehingga uji biuret dapat digunakan untuk menunjukkan adanya
senyawa protein. Prinsip dasar metode biuret adalah mengukur banyaknya ikatan
peptida yang berikatan dengan Cu yang didasarkan pembentukan warna ungu [27].

Pengukuran kadar fenol total dilakukan menggunakan pereaksi Folin
Ciocalteu. Prinsip dari pengukuran kadar fenol total adalah pembentukkan
senyawa kompleks biru dari fosfomolibdat-fosfotungstat yang direduksi oleh

senyawa fenolik dalam suasana basa yang dapat diukur secara spektrofotometri
dengan panjang gelombang maksimum 760 nm [28]. Pembentukkan warna
kompleks biru dapat terbentuk dengan cepat pada suhu yang hangat. Pada
penelitian ini, larutan diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C untuk
mempercepat terbentuknya warna biru kompleks. Beberapa contoh baku
pembanding yang dapat digunakan dalam pengukuran kadar fenol total antara lain
yaitu asam tanat, asam galat, katekin dan tirosin. Namun, baku pembanding yang
sering digunakan adalah asam galat karena asam galat memiliki 3 gugus hidroksi
fenolik yang merupakan unit signifikan fenolik [29].

. LANDASAN TEORI

Daun Moringa oleifera L. memiliki senyawa fenolik golongan flavonoid dengan
aktivitas antioksidan yang diidentifikasi berupa kaempferol dan kuersetin.
Antioksidan bekerja sebagai inhibitor penghambat oksidasi dengan cara bereaksi
dengan radikal bebas reaktif sehingga membentuk radikal bebas tak reaktif yang
relatif stabil. Senyawa fenol yang terdapat pada daun Moringa oleifera L. juga
dapat menghambat aktivitas bakteri dengan mekanismenya yaitu menganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel

tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut.
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Fermentasi akan mempengaruhi komposisi senyawa biokimia yang akan
berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dan antimikroba sehingga terjadi
perubahan fisik. Faktor-faktor yang mempengaruhi fermentasi seperti pH, suhu,
waktu fermentasi, substrat, dan inokulum [10]. Hasil fermentasi yang didapatkan
akan dilakukan uji pH, kadar asam total, kadar glukosa, kadar protein, kadar fenol
total, dan aktivitas antioksidan. Total gula menunjukkan pemanfaatan sumber
karbon sebagai substrat yang dimanfaatkan oleh starter sebagai sumber energi.
Pengukuran pH menunjukkan aktivitas metabolisme untuk menghasilkan senyawa
seperti asam yang menyebabkan penurunan pH dan peningkatan biomassa protein
menunjukkan peningkatan pH [30].

Pengukuran potensi antioksidan dilakukan dengan metode peredaman radikal
bebas menggunakan DPPH [31]. Prinsip metode DPPH adalah mendonor electron
atau hidrogen dari senyawa antioksidan seperti senyawa fenolik yang mengandung
inti katekol ke senyawa radikal bebas sehingga diperoleh senyawa radikal yang
lebih stabil (ditandai dengan menurunnya intensitas warna ungu kemudian diukur
pada rentang panjang gelombang maksimum 515-517nm di daerah cahaya
tampak.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dalam proses fermentasi dapat
meningkatkan konsentrasi bioavailabilitas senyawa polifenol dan menghasilkan
senyawa antimikroba seperti asam-asam organik, hidrogen peroksida, dan
bakteriosin [17]. Dalam meningkatkan potensi senyawa polifenol dan
antimikroba, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 memerlukan glukosa sebagai
sumber karbohidratnya. Glukosa dipilih karena memiliki memiliki tingkat
produksi asam dan penggunaan jumlah gula yang paling tinggi serta waktu
fermentasi paling cepat. Glukosa juga termasuk kedalam golongan monosakarida
yang mudah ditemui sehari-hari [17]. Keuntungan penambahan glukosa adalah
Lactobacillus acidophilus akan semakin cepat tumbuh, sehingga aktivitas
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 akan meningkat, mempercepat waktu

produksi dan menekan biaya produksi.
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H. HIPOTESIS
Penambahan glukosa pada fermentasi infusa daun Moringa oleifera L. oleh
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dapat mempengaruhi potensi antioksidan

dan antimikroba.
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BAB Il

RANCANGAN PENELITIAN

A. PRINSIP PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode fermentasi pada infusa daun
Moringa oleifera L. dengan variasi konsentrasi 4%, 2%, dan 1% serta dilakukan
penambahan glukosa 1% untuk mengetahui potensi aktivitas antioksidan dan
antimikroba fermentasi daun Moringa oleifera L. Pembuatan infusa dilakukan
dengan metode Hard Infusion. Hard Infusion dapat mengekstraksi metabolit
sekunder seperti senyawa fenolik di dalam air pada suhu 85°C selama 30 menit
serta dilakukan penambahan glukosa pada infusa. Proses fermentasi dilakukan
dengan menggunakan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 yang berjalan
selama 18 jam dengan teknik penggoyangan sebesar 80 rpm sebagai pengatur
agitasi pada orbital shaker. Analisis yang dilakukan pada produk fermentasi
meliputi pengukuran jumlah sel, pH, kadar asam total, kadar glukosa, kadar
protein, kadar fenol total, skrining fitokimia, dan uji aktivitas antioksidan dengan
metode peredaman radikal bebas menggunakan DPPH yang diukur dengan
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 515.5 nm dan metode FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), menghitung nilai Inhibition Concentration
50 (ICsp).

B. TEMPAT PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Skripsi Fakultas Farmasi Universitas

Pancasila Jakarta Selatan.

16
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C. TAHAP PENELITIAN

1. Meremajakan bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dan stok
inokulum
a. Peremajaan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
b. Pembuatan stok inokulum Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
c. Pembuatan starter inokulum infusa dan MRS broth
d. Perhitungan jumlah stok dan starter inokulum sebelum diinokulasikan ke

infusa

2. Pembuatan infusa fermentasi daun Moringa oleifera L. ditambah glukosa 1%
dan media MRSB
a. Pembuatan infusa daun Moringa oleifera L. ditambah glukosa 1%
b. Inokulasi starter
c. Inkubasi fermentasi
d. Pengambilan sampel

3. Karakterisasi organoleptik dan skrining fitokimia
Diamati organoleptik dari hasil fermentasi daun Moringa oleifera L. seperti
warna, bau, dan rasa. Selanjutnya hasil fermentasi dikarakterisasi senyawa

metabolit sekundernya antara lain:

a. ldentifikasi alkaloid

b. Identifikasi flavonoid

c. ldentifikasi saponin

d. Identifikasi kuinon

e. Identifikasi steroid dan triterpenoid
f. Identifikasi minyak atsiri

g. ldentifikasi kumarin

h. Identifikasi tanin galat dan katekuat

I. Identifikasi senyawa fenolik
4. Menghitung jumlah sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dalam
fermentasi Moringa oleifera L. menggunakan Optical densitometer



a. Pengukuran kurva standar

b. Pengukuran sampel

Pengukuran pH crude ekstrak daun Moringa oleifera L.

a. Standarisasi pH meter

b. Pengukuran sampel

Pengukuran kadar asam total crude ekstrak daun Moringa oleifera L.
a. Pembuatan standar NaOH menggunakan KHP

b. Pengukuran kadar asam total dalam sampel

Pengukuran kadar glukosa

a. Pembuatan larutan DNS

=)

Penetapan panjang gelombang maksimum

c. Pengukuran serapan kurva standar

d. Pengukuran serapan dalam sampel

e. Penetapan kadar glukosa yang terdapat dalam sampel
Pengukuran kadar fenol total

a. Penyiapan larutan Natrium karbonat 7.5%

b. Penetapan panjang gelombang maksimum

c. Penetapan waktu stabil serapan (operating time)
d. Pengukuran serapan kurva standar

e. Pengukuran serapan dalam sampel

f. Penetapan kadar polifenol dalam sampel
Pengukuran kadar protein

a. Pembuatan pereaksi buret

b. Penetapan panjang gelombang maksimum
Penetapan waktu stabil serapan (operating time)

c
d. Pengukuran serapan kurva standar

@

Pengukuran serapan dalam sampel

f. Penetapan kadar protein dalam kurva standar dan sampel
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10. Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum untuk antimikroba dan

pengukuran potensi antioksidan dengan menggunakan metode DPPH dan
FRAP (Ferric Reduction Antioksidan Powder)

a. Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

b. Pengukuran aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode DPPH

1.

2
3
4.
5
6
7

Penyiapan larutan DPPH 0.4 Mm
Pembuatan larutan blanko

Penentuan panjang gelombang maksimum
Pengukuran waktu stabil

Pengukuran control positif vitamin C
Pengukuran sampel

Perhitungan persen inhibisi dan menghitung nilai ICsg

c. Pengukuran aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode FRAP

1
2
3
4.
5
6

7.

Pembuatan larutan dapar fosfat 0.2 M pH 6.6
Pembuatan larutan oksalat 1%

Pembuatan larutan Kalium Ferrisianida 1%
Pembuatan larutan FeCl3 0.1%

Pembuatan larutan asam trikloroasetat (TCA) 10%
Pengukuran kurva standar

Pengukuran sampel dan perhitungan daya antioksidan

11. Analisa data

a. Data pengukuran nilai pH, kadar asam total, kadar total glukosa, kadar total

protein, kadar fenol total dianalisis dengan menggunakan (ANOVA) one-

way dan uji lanjutan yaitu uji BNt (beda nyata terkecil) dari masing-masing

presentase substrat dan presentase inoculum. Asas keberartian yang
digunakan (P) adalah 0.05.

b. Data pengukuran aktivitas antioksidan dianalisis dengan menggunakan

(ANOVA) one-way dan uji lanjutan yaitu uji BNt (beda nyata terkecil) dari



masing-masing presentase substrat dan presentase inoculum. Asas

keberartian yang digunakan (P) adalah 0.05.
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BAB IV

ALAT, BAHAN, DAN METODE PENELITIAN

A. ALAT DAN BAHAN PENELITIAN
1. ALAT
Tabung reaksi, beaker glass, corong glass, gelas ukur, labu tentukur, penangas
air, cawan penguap, penjepit kayu, batang pengaduk, kertas saring,
Erlenmeyer, ove, autoklaf, inkubator, spektrofotometer UV-Vis, waterbath,
mikropipet, tip mikropipet, timbangan analitik, timbangan microbalance,
vortex, orbital shaker, membrane saring Sartorius diameter 0.22um, LAF
(Laminar Air Flow), vial, tabung sentrifuge, mikroskop, plate hemasitometer,
Eppendorf, pH meter, Open disposable.
2. BAHAN

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun Moringa
oleifera L., bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, MRS agar, aqua
destillata (air suling), buffer pH 4 dan 7, reagen DNS, NaOH 2N, Na-K tatrat,
glukosa, reagen biuret, BSA (Bovine Serum Albumin), kalium biftalat, reagen
Folin-Ciocalteu, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), Natrium karbonat jenuh, asam tanat, indicator
fenolftalein, NaOH 0.1 N, asam klorida, asam sitrat jenuh, timbal asetat, eter,
asam asetat anhidrat, asam sulfat pekat, petroleum eter, kloroform, ammonia
(NH4sOH) 10%, besi(lll)klorida 1%, gelatin 1%, pereaksi Stiansy
(Formaldehid 30%:HCL pekat = 2:1), FeS04.7H.0, buffer fosfat pH 6.6,
larutan kalium heksasianoferat 1%, larutan TCA 10%, FeClz 0.1%, indicator
ferroin, K2Cr2,07 0.7 N, FeSO4(NH4)2S04 0.4 N.

21
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3. MIKROBA UJI
Mikroba yang digunakan sebagai mikroba uji adalah Candida albicans ATCC
10231, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Klebsiella pneumonia ATCC 10031, dan Bacillus subtilis ATCC 6633.

B. METODE PENELITIAN
1. Meremajakan bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dan stok

inoculum

a.

Peremajaan bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Diinokulasikan bakteri pada media MRS agar miring kemudian diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 35°-37°C.

Pembuatan stok inoculum Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Diinokulasikan bakteri pada MRS broth cair kemudian diinkubasi selama
18-24 jam pada suhu 35°-37°C.

Pembuatan starter inoculum infusa

Hasil peremajaan dari Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 diperkaya di
dalam seduhan daun Moringa oleifera L., kemudian diinkubasi selama 24
jam.

Perhitungan jumlah stok dan starter inokulum sebelum diinokulasikan ke
infusa

Perhitungan stok inokulum yang akan digunakan sebagai starter

menggunakan hemositometer dengan jumlah sel 2x108 (CFU/mL).

2. Pembuatan infusa fermentasi daun Moringa oleifera L ditambah glukosa 1%

Ditimbang + 120gram daun Moringa oleifera L pada konsentrasi 4%, lalu

dilakukan penyeduhan pada suhu 85°C selama 30 menit dengan volume

aquadest £ 3000 mL. Hasil penyeduhan kemudian disaring sampai hasil

saringan jernih dan bebas dari serbuk daun Moringa oleifera L. Diperoleh hasil

penyaringan £ 1500 mL, kemudian dilakukan pengenceran untuk memperoleh
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konsentrasi substrat 4% dan 2%, dari konsentrasi 1% dengan cara perhitungan

menggunakan rumus ViN: = V2N2. Seduhan hasil penyeduhan disaring

menggunakan kertas saring kemudian ditambahkan glukosa 1% dan dilakukan

proses sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

yang akan digunakan sebagai substrat.

a.

Inokulasi Starter

Starter diinokulasikan sebanyak 2x10® (CFU/mL) ke dalam media
fermentasi seduhan daun Moringa oleifera L.

Inkubasi Fermentasi

Inkubasi proses fermentasi dilakukan pada suhu ruang selama 18 jam
dengan penggoyangan orbital shaker pada 80 rpm.

Pengambilan Sampel

Dilakukan pengambilan sampel setelah 18 jam pada setiap konsentrasi

substrat dan inokulum.

Karakteristik dan skrining fitokimia produk fermentasi Moringa oleifera L.

Diamati organoleptik dari hasil fermentasi daun Moringa oleifera L. seperti

warna, bau, dan rasa. Selanjutnya hasil fermentasi dikarakterisasi senyawa

metabolit sekundernya antara lain:

a.

Identifikasi Alkaloid

Dipipet sejumlah 5 mL sampel dan ditetesi larutan asam klorida kemudian
disaring. Filtrat yang diperoleh kemudian ditetesi larutan asam sitrat jenuh.
Endapan kuning yang terbentuk menandakan adanya kandungan alkaloid.
Identifikasi Flavonoid

Larutan timbal asetat diteteskan ke dala 5mL sampel. Warna kuning yang
terbentuk menandakan adanya kandungan flavonoid.

Identifikasi Saponin

Sebanyak 5 mL sampel dicampur dengan aquadest lalu dikocok kuat
sehingga terbentuk busa. Bila terbentuk busa yang stabil, sampel

mempunyai kandungan senyawa saponin.
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Identifikasi Kuinon

Sebanyak 5 mL sampel ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 1 N.
pembentukkan warna merah intensif menunjukkan adanya kandungan
kuinon dalam sampel.

Identifikasi Golongan Steroid dan Triterpenoid

Sebanyak 5 mL sampel dicampur dengan 20 mL eter dalam Erlenmeyer
tutup dan didiamkan selama 2 jam. Campuran kemudian disaring dan
diuapkan di cawan penguap. Residu kemudian ditetesi 2 tetes asam asetat
anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Warna hijau dan merah yang
terbentuk menunjukkan adanya steroid dan triterpenoid.

Identifikasi Minyak Atsiri

Sebanyak 10 mL sampel diuapkan dengan cawan penguap di atas
waterbath kemudian ditambahkan 10 mL petroleum eter. Larutan
campuran ditempatlan dalam Erlenmeyer. Bagian atas Erlenmeyer
dipasang corong dan kapas yang sudah dibasahi. Larutan dipanaskan
selama 10 menit dan dinginkan, saring dengan kertas saring. Filtrat
diuapkan pada cawan penguap, residu dilarutkan dengan pelarut alcohol
sebanyak 5 mL lalu, saring dengan Kkertas saring. Filtratnya diuapkan pada
cawan penguap, residu berbau aromatik menunjukkan adanya golongan
minyak atsiri.

Identifikasi Kumarin

Sebanyak 5 mL sampel dengan cawan penguap di atas waterbath. Residu
kemudian ditambahkan 20 mL kloroform dan ditempatkan dalam
erlenmeyer. Bagian atas Erlenmeyer dipasang corong dan kapas yang telah
dibasahi air sebagai pendingin balik. Larutan dipanaskan di waterbath
selama 20 menit. Setelah itu, disaring dengan kertas saring dan diuapkan
kembali pada cawan uap. Residu ditambahkan 10 ml air panas dan 0.5 mL
ammonia (NH4sOH) 10%. Larutan campuran kemudian diamati di bawah

sinar ultraviolet pada A 365 nm.
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h. ldentifikasi Tanin
1). Tanin galat
5 ml sampel ditambahkan dengan 1 ml air kemudian ditambahkan
2 tetes besi(ll)klorida. Warna biru menunjukkan adanya senyawa
tanin galat.
2). Tanin katekuat
5 ml sampel ditambahkan 1 ml air kemudian ditambahkan 2 tetes
besi(lll)klorida. Warna hijau kehitaman menunjukkan adanya
senyawa tanin katekuat.
I. ldentifikasi senyawa fenol
Sebanyak 5 ml sampel ditetesi 3-4 tetes larutan besi(ll1)klorida. Warna biru
kehitaman menandakan adanya kandungan senyawa fenol.

4. Menghitung jumlah sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dalam
fermentasi daun Moringa oleifera L. menggunakan optical densitometer.
Diambil 12,5 ml suspense bakteri daun Moringa oleifera L. kemudian diukur
optical density (OD) pada panjang gelombang maksimum 454 nm.
Pertumbuhan sel bakteri dihitung berdasarkan persamaan regresi dengan
menggunakan persamaan kurva baku pertumbuhan sel yang telah didapatkan

sebelumnya.

y=a+bx

Keterangan:
y= jumlah sel
a= nilai intercept (perpotongan garis terhadap koordinat)
b= nilai slope (kemiringan garis)
X= serapan
Pembuatan kurva standar Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 optical

density:
Kultur bakteri Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 24 jam pada media
fermentasi daun Moringa oleifera L. dibuat konsentrasi perbandingan 1:0, 1:1,
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1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6, 1:7 dengan larutan pengencernya. Dihomogenkan dan

diukur optical density (OD) pada panjang gelombang maksimum 454 nm dan

dihitung jumlah sel bakteri dengan spektrofotometer UV-Vis berdasarkan

serapan.

5. Pengukuran pH crude ekstrak Moringa oleifera L.

a. Standarisasi pH
Alat pH meter dinyalakan dan dibiarkan stabil selama 15-30 menit.
Pengatur suhu pH meter diset sesuai dengan suhu larutan buffer. Elektroda
pH meter dibilas dengan larutan buffer atau agquades kemudian,
dikeringkan dengan kertas tisu jika digunakan aquadest. Elektroda
dicelupkan dalam larutan buffer, pH meter diset pada pengukuran pH.
Dibiarkan beberapa saat sampai jarum pH meter stabil kemudian, tombol
kalibrasi diputar sampai jarum pH meter menunjukkan angka yang sama
dengan pH larutan buffer. Standarisasi dilakukan pada pH 4 da 7.

b. Pengukuran sampel
Suhu sampel diukur dan pengatur suhu pH meter diset pada suhu terukur.
Elektroda dibilas dengan aquadest dan dikeringkan dengan tisu. Elektroda
dicelupkan pada sampel dan pH meter diset pada pengukuran pH.
Elektroda dibiarkan beberapa saat sampai jarum pH meter stabil. Jarum pH
meter menunjukkan pH sampel. Hasil yang didapatkan dihitung

presentasenya dengan rumus:

hasil awal—hasil akhir

Presentase (%) = x 100

hasil awal

6. Pengukuran kadar asam total crude ekstrak Moringa oleifera L.
a. Pembuatan standar NaOH menggunakan KHP
Memanaskan kalium biftalat di dalam oven 150°C selama 2 jam lalu,

timbang sejumlah 0.2 g kalium biftalat kemudian dilarutkan dalam 10 ml
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air bebas CO: lalu, ditambahkan 2 tetes indicator fenolftalein. Kemudian,

titrasi dengan NaOH 0.1 N hingga berwarna merah jambu.

Normalitas NaOH = berat kalium biftalat (mg)
volume NaOH (mL) x berat ekivalen kalium

b. Penetapan kadar asam total
Total asam diukur dengan cara 10 ml sampel ditambah indicator
fenolftalein 2-3 tetes dan selanjutnya dititrasi menggunakan NaOH 0.1 N
sampai didapatkan titik akhir titrasi berwarna merah muda.

c. Penetapan kadar asam dalam sampel
Total Asam (%) adalah:

Volume NaOH x N NaOH x fp X 0.09
x 100%

volume bahan (mL)

Hasil yang didapatkan dihitung presentasenya dengan rumus:

hasil awal—hasil akhir

Presentase (%) = x 100

hasil awal

7. Pengukuran glukosa crude ekstrak Moringa oleifera L.
a. Pembuatan larutan DNS (asam 3, 5-dinitrosalisilat)
Dibuat dengan cara menimbang 1 gr reagen DNS (asam 3, 5-
dinitrosalisilat) dilarutkan dalam 20 mL aquadest. Diletakkan di dalam
waterbath pada suhu 80°C selama 5 menit. Pada suhu ruang 25°C
ditempatkan pada labu tentukur 100 mL ditambahkan 1gram NaOH 2 N
ditambah dengan 0.05 gr Na;SOz dalam 1 mL Na-K tatrat 40% dan
ditambah air sampai dengan 100 mL.

b. Penetapan panjang gelombang maksimum
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Dibuat larutan glukosa dengan konsentrasi 200 pg/mL dari larutan stok
glukosa dengan konsentrasi 500 pg/mL dengan cara memipet 1 ml dari
larutan stok glukosa 500 pg/mL ke dalam labu tentukur 5.0 ml
ditambahkan 2 mL larutan DNS dan aquadest hingga tanda batas lalu
campuran dipanaskan selama 10 menit. Selanjutnya, dibuat spectrum
serapannya pada rentang panjang gelombang 400-800 nm secara
spektrofotometer visible.

Penetapan kurva standar glukosa

Sejumlah 25 mg glukosa dimasukkan ke dalam labu ukur25.0 ml da
ditambahkan aquadest hingga tanda, sehingga diperoleh larutan stok
glukosa dengan konsentrasi 500 pg/mL. selanjutnyam dipipet sejumlah
ImL, 1.25 mL, 1.5 mL, 1.75 mL, 2 mL, dan 2.25 mL dari larutan stok
glukosa 500 pg/mL ke dalam labu ukur 5.0 mL untuk mendapatkan
konsentrasi 200 pg/mL, 250 pg/mL, 300 pg/mL, 350 pg/mL, 400 pg/mL
dan 450 pg/mL. kemudian, ditambahkan 2 mL larutan DNS dan aquadest
hingga tanda batas lalu, campuran dipanaskan selama 10 menit dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 505.5 nm.

. Pengukuran sampel

Sebanyak 1 mL sampel dimasukkan ke dalam labu ukur 5.0 ml kemudian
ditambahkan 2 mL larutan DNS dan aquadest hingga tanda batas lalu,
ditutup tabung dengan alumunium foil dan dipanaskan selama 10 menit.
Selanjutnya, diukur pada A 505.5 nm.

Perhitungan kadar glukosa

Kadar glukosa dihitung berdasarkan persamaan regresi dengan

menggunakan persamaan kurva baku glukosa yang telah didapatkan

sebelumnya. y=a+bx

Keterangan:
y=jumlah sel
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a= nilai intercept (perpotongan garis terhadap koordinat)
b= nilai slope (kemiringan garis)
x= konsentrasi gula (mg/L)

f. Hasil yang didapatkan dihitung presentasenya dengan rumus:

hasil awal—hasil akhir

Presentase (%) = x 100

hasil awal

8. Pengukuran kadar fenol
a. Penetapan standarisasi asam galat

1). Penyiapan larutan Natrium karbonat 7.5 %
Larutan natrium karbonat 7.5% dibuat dengan melarutkan 7.5gram
natrium karbonat dalam 100 mL air hangat. Larutan natrium karbonat
yang diperoleh didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang. Setelah itu,
larutan disaring terlebih dahulu bila akan digunakan.

2). Penetapan panjang gelombang maksimum
Dipipet sejumlah 400 pL larutan baku asam galat 500 pg/mL ke dalam
labu tentukur 10 mL. Ditambahkan sejumlah 80 pL reagen Follin
Ciocaltheau dan didiamkan selama 8 menit. Setelah itu, ditambahkan
600 pL larutan natrium karbonat 7.5 % dan aquadest sampai tanda
batas sehingga, diperoleh larutan uji dengan konsentrasi 2 pL/mL.
larutan uji kemudian dibuat spectrum panjang gelombang pada rentang
400-800 nm.

3). Penetapan waktu stabil (Operating time)
Larutan uji yang digunakan untuk penetapan panjang gelombang
maksimum diukur serapan stabilnya pada panjang gelombang 760 nm
yang diperoleh setiap 5 menit selama 120 menit.

4). Pembuatan kurva baku dan persamaan regresi
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Sejumlah 5 mg asam galat dilarutkan dengan 2 mL etanol 70% dan
aquadest dalam labu tentukur 250 mL, sehingga diperoleh larutan
baku asam galat dengan konsentrasi 20 pg/mL. Selanjutnya, dipipet
sejumlah dengan 500 pL, 750 pL, 1000 pL, 1250 pL, 1500 pL dan
1750 pL dari larutan stock asam galat 20 pL/mL ke dalam labu
tentukur 5 mL untuk mendapatkan konsentrasi 2 pg/mL, 3 pg/mL, 4
pug/mL, 5 pg/mL, 6 pg/mL, dan 7 pg/mL. kemudian, ditambahkan 80
uL reagen Folin-Ciocalteu dan didiamkan selama 8 menit di tempat
yang gelap untuk bereaksi. Setelah itu, ditambahkan sejumlah 600 pL
natrium karbonat 7.5% dan aquadest sampai tanda batas. Masing-
masing larutan diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1
jam dan diukur serapannya pada panjang gelombang 760 nm. Setelah
itu, dibuat kurva hubungan antara konsentrasi asam galat dengan
serapan.
5). Pengukuran kadar fenol total

Larutan sampel diambil sebanyak 250 puL dan dimasukkan ke labu

tentukur 5,0 mL kemudian, ditambahkan 80 L reagen Folin ciocalteu

dan didiamkan selama 8 meniit pada tempat gelap agar bereaksi.
Ditambah sejumlah 600 pL natrium karbonat 7,5% dan aguadest

sampali tanda batas. Masing-masing larutan diinkubasi dalam inkubator
pada suhu 37°C selama 1 jam dan diukur serapannya pada Panjang

gelombang 760 nm.

b. Penetapan kadar fenol
Serapan yang diperoleh dihitung dengan persamaan regresi yang

diperoleh dari baku pembanding dan dimasukkan dalam rumus

c=uxVaxrp 1009
Bu

Keterangan :
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C = kadar fenolik total (ug/mL)

Cu = konsentrasi uji dari persamaan kurva baku asam galat (mg/mL)
Va = volume akhir (mL)

Fp = faktor pengenceran

Bu = bobot uji (g)

Hasil yang didapatkan dihitung presentasenya dengan rumus :

hasil awal—hasil akhir

Presentase (%) = x 100

hasil awal

9. Pengukuran kadar protein
a. Pembuatan reaksi Biuret
Sejumlah 1.5 gr tembaga sulfat dan 6.0gram potassium sodium tatrat
dicampur dengan 500 mL natrium hidroksida 10 %. Dipindahkan ke labu
tentukur 1 L dan ditambahkan dengan aquadest hingga tanda.
b. Penetapan panjang gelombang maksimum
Dibuat larutan Bovine Serum Albumin (BSA) dengan konsentrasi 0.2%, 0.4
%, dan 0.6% dari larutan stok BSA 1% ke dalam labu tentukur 5.0 ml
kemudian, ditambahkan 4 mL pereaksi biuret. Selanjutnya, dibuat
spectrum serapannya pada panjang gelombang 400-800 nm secara
spektrofotometer visible.
c. Penetapan waktu stabil serapan
Dibuat larutan Bovine Serum Albumin (BSA) dengan konsentrasi 0.2% dari
larutan stok BSA 1% kemudian, ditambahkan 4 mL pereaksi biuret lalu,
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 545.2 nm setiap 5 menit
selama 60 menit.
10. Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) untuk antimikroba dan
pengukuran potensi antioksidan dengan menggunakan metode DPPH
Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum

a. Pembuatan Suspensi Mikroba Uji
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Bakteri Eschericia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Klebsiella pneumonia ATCC 10031, dan Bacillus subtilis
ATCC 6633 yang telah diremajakan (umur 24 jam) diinokulasikan ke
dalam erlenmeyer berisi 50 mL TSB. Setelah itu, diinkubasu selama 18-24
jam pada suhu 35°-37°C. Jamur Candida albicans ATCC 10231 yang telah
diremajakan (umur 24jam) diinokulasikan ke dalam erlenmeyer berisi 50
mL PDB. Setelah itu, diinkubasikan selama 3-5 hari pada 30°-35°C untuk
jamur dan digunakan sebagai inoculum.

Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum

Penipisan seri TSB untuk bakteri dan PDB untuk khamir dengan cara
disiapkan tabung dan masing-masing tabung ditambahkan 1 mL TSB dan
PDB. Pada tabung pertama dimasukkan hasil fermentasi daun Moringa
oleifera L. dan dibuat seri pengenceran 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%,
3.13%, 1.56%, 0.78%, dan 0.39%. seri pengenceran dibuat dengan cara
dipindahkan 1 mL ke tabung kedua dan seterusnya. Lalu, ditambahkan 0.5
mikroba 25%T (menunjukkan jumlah koloni sebanyak 108 CFU/ml.
Dihomogenkan. Diinkubasi suhu 35°-37°C selama 18-24 jam untuk bakteri
dan suhu 20°-25°C selama 3-5 hari untuk khamir. Ditentukan KHM
masing-masing sampel dengan cara mengamati yang paling minimal

pengencerannya tetapi, masih memiliki hasil yang + (positif).

Pengukuran aktivitas antioksidan:

1. Metode DPPH
Pengukuran aktivitas antioksidan pada hasil fermentasi seduhan daun
Moringa oleifera L. dilakukan dengan menggunakan metode DPPH.
Pelaksanaan langkah-langkah pengukuran aktivitas antioksidan harus
di tempat yang terhindar dari cahaya dan setiap alat gelas yang

digunakan harus dilapisi kertas alumunium foil.
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Penyiapan larutan DPPH 0.4 mM

Larutan DPPH 0.4 mM dibuat dengan cara menimbang 4 mg (BM:
394.32) serbuk DPPH dan dilarutkan dengan methanol pro analisis
hingga 25.0 mL. Dihomogenkan, dan ditempatkan dalam botol
gelap.

Pembuatan larutan blanko

Dipipet 1 mL larutan DPPH (0.4 mM) dan ditambahkan methanol
pro analisis sampai 5.0 mL kemudian, dihomogenkan dan dilapisi
alumunium foil.

Penentuan panjang gelombang maksimum

Dipipet 1 mL larutan DPPH (0.4 mM), dimasukkan ke dalam labu
tentukur 5.0 mL. ditambahkan methanol pro analisis hingga tanda
kemudian, dihomogenkan dengan vortex dan dilapisi alumunium
foil lalu, dibuat spectrum serapannya pada rentang panjang
gelombang 400-600 nm.

Pengukuran waktu stabil (Operating time)

Dipipet larutan vitamin C sebanyak 10 pL, ditambahkan 1 mL
larutan DPPH dengan konsentrasi 0.4 mM. Dimasukkan ke dalam
labu tentukur 5.0 ml dan ditambahkan methanol pro analisis hingga
tanda kemudian, dihomogenkan dengan vortex dan dilapisi
alumunium foil. Larutan campuran diukur pada panjang
gelombang 515.5 nm setiap 5 menit dengan durasi waktu selama
60 menit. Diamati waktu stabilnya.

Pengukuran kontrol positif vitamin C

Ditimbang sejumlah 10 mg vitamin C kemudian dilarutkan dengan
methanol pro analisis ke dalam labu tentukur 10 mL yang telah
dilapisis alumunium foil sehingga diperoleh larutan induk vitamin
C dengan konsentrasi 1000 pg/mL. Kemudian, dipipet 1 ml dan
dimasukkan ke dalam labu tentukur 10 ml. Ditambahkan methanol
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pro analisis sehingga diperoleh konsentrasi 100 bpj. Kemudian
dibuat konsentrasi 0.5 pg/mL, 1 pg/mL, 1.5 pg/mL, 2 pg/mL, 2.5
pug/mL, dan 3 pg/mL. Dipipet 25 pL, 50 pL, 75 uL, 100 pL, 125
uL, dan 150 pL ke dalam labu tentukur 5.0 mL. ke dalam masing-
masing tabung ditambahkan 1.0 mL.

Larutan DPPH (0.4 mM) dan ditambahkan methanol pro analisis
sampai tanda 5.0 mL. Dihomogenkan dan dilapisi dengan
alumunium foil. Seluruh larutan sampel diinkubasi dalam incubator
pada suhu 37°C selama 30 menit dan segera diukur serapannya
pada panjang gelombang 515.5 nm.

Pengukuran sampel

Hasil fermentasi daun Moringa oleifera L. dipipet sebanyak 1.25
ml untuk konsentrasi substrat 0.5 %, dipipet sebanyak 0.625 ml
untuk konsentrasi substrat 1 % dan dipipet sebanyak 0.417 ml
untuk konsentrasi substrat 0.5 % lalu, dimasukkan ke dalam labu
tentukur 25.0 ml kemudian, ditambahkan methanol pro analisis
sampai tanda sehingga diperoleh konsentrasi 250 pg/mL. Dibuat
konsentrasi 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 pug/mL, dan 125
pg/mL. Dipipet 500 pL, 1000 pL, 1500 pL, 2000 pL, 2500 L dari
larutan induk 250 pg/mL dimasukkan ke dalam labu tentukur 5.0
mL. ditambahkan 1.0 mL larutan DPPH (0.4 mM) dan
ditambahkan dengan methanol pro analisis sampai tanda.
Dihomogenkan dan dilapisi dengan alumunium foil. Seluruh
larutan sampel diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37 °C selama
30 menit dan segera diukur serapannya pada panjang gelombang
515.5 nm.

Perhitungan persen inhibisi dan menghitung nilai 1Csop melalui

analisis probit atau regresi linear. Serapan DPPH yang diperoleh
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dari hasil pengukuran dihitung persen penghambatannya dengan

menggunakan rumus berikut:

% Inhibisi = Absorbansipianko - Absorbansisampel  x 100%

Absorbansibianko

Data persen penghambatan yang diperoleh selanjutnya dihitung
dengan menggunakan persamaan garis regresi yang diperoleh dari
kurva hubungan antara konsentrasi sebagai sumbu X dan nilai
peredaman radikal bebas sebagai sumbu y. Kemudian, didapatkan
persamaan y = a + bx yang digunakan untuk memperoleh nilai 1Csp
(Inhibition Concentration 50) yaitu konsentrasi antioksidan yang
mampu menghambat 50 % radikal bebas.

Hasil yang didapatkan dihitung presentasenya dengan rumus:

hasil awal—hasil akhir

Presentase (%) = x 100

hasil awal

11. Analisa Data

a. Data pengukuran nilai pH, kadar asam total, kadar total glukosa, kadar total
protein, kadar fenol total dianalisis dengan menggunakan (ANOVA) one-
way dan uji lanjutan yaitu uji BNt (beda nyata terkecil) dari masing-masing
presentase substrat dan presentase inokulum. Asas keberartian yang
digunakan (P) adalah 0.05.

b. Data pengukuran aktivitas antioksidan dianalisis dengan menggunakan
(ANOVA) one-way dan uji lanjutan yaitu uji BNt (beda nyata terkecil) dari
masing-masing presentase substrat dan presentase inokulum. Asas

keberartian yang digunakan (P) adalah 0.05.



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. SKRINING FITOKIMIA DAN ORGANOLEPTIK PRODUK FERMENTASI
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 PADA SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L.
Skrining fitokimia dan organoleptik daun Moringa oleifera L. sebelum dan sesudah

dilakukannya fermentasi tercantum pada tabel 5.1. Skrining fitokimia bertujuan untuk

mengetahui jenis senyawa fitokimia di dalam daun Moringa oleifera L. seperti alkaloid,

flavonoid, tannin katekuat, tannin galat, triterpenoid, steroid, kuinon, minyak atsiri,

saponin, kumarin, dan fenolik. Uji organoleptik bertujuan untuk mengetahui perbedaam

warna, bau, dan rasa daun Moringa oleifera L. sebelum dan sesudah fermentasi. Hal

tersebut dapat dilihat berdasarkan tabel dibawah ini:

Tabel 5.1 Skrining fitokimia seduhan daun Moringa oleifera L.

Sebelum Fermentasi
(Dengan penambahan
glukosa)

Sesudah Fermentasi
(Dengan penambahan
glukosa)

Kontrol —
(Seduhan yang tidak
difermentasi)

Fitokimia

Alkaloid

Flavonoid

Tanin katekuat

Tanin galat

Triterpenoid

Steroid

Kuinon

Minyak atsiri

Saponin

Kumarin

Fenolik
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Tabel 5.2 Organoleptik seduhan daun Moringa oleifera L.
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Organoleptik

Warna

Rasa

Bau

1%

Sebelum fermentasi

Coklat Kuning

Kelat, Manis

Khas Moringa

Sesudah fermentasi

Coklat Kuning

Asam, Manis, Segar

Khas Moringa Agak
Asam

2%

Sebelum fermentasi

Coklat Muda

Kelat, Manis

Khas Moringa

Sesudah fermentasi

Coklat

Asam, Manis, Segar

Khas Moringa Agak
Asam

4%

Sebelum fermentasi

Coklat Kehitaman

Kelat, Manis

Khas Moringa

Sesudah fermentasi

Coklat Kehitaman

Asam, Manis, Segar

Khas Moringa Agak
Asam

Kontrol (-)

Sebelum fermentasi

Coklat Kehitaman

Kelat, Manis

Khas Moringa

Keterangan: (+) terdapat senyawa fitokimia uji, (-) tidak terdapat senyawa fitokimia uji.

Berdasarkan data di atas, seduhan daun Moringa oleifera L. sebelum dan sesudah
fermentasi memiliki kandungan senyawa fitokimia yang sama yaitu flavonoid, tannin
katekuat, triterpenoid, minyak atsiri, saponin, dan fenolik. Pada tabel menunjukkan hasil
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat yang digunakan saat
fermentasi. Tidak adanya perbedaan hasil antara sebelum dan sesudah fermentasi maka,
dilanjutkan dengan uji identifikasi spesifik terhadap kelompok senyawa flavonoid dan
fenolik.

Senyawa-senyawa metabolit yang ada pada daun Moringa oleifera L. pada tabel 5.1
merupakan metabolit sekunder yang berfungsi sebagai antioksidan dan antimikroba.
Senyawa flavonoid yang terdapat pada seduhan daun Moringa oleifera L. merupakan
salah satu senyawa polifenol yang memiliki sifat sebagai antimikroba dan antioksidan. Uji
fitokimia flavonoid pada ekstrak daun Moringa oleifera L. menunjukkan hasil positif.
Flavonoid berfungsi pada proses fotosintesis, antivirus, antimikroba, dan antioksidan [6].
Tanin pada uji fitokimia ekstrak daun Moringa oleifera L. menunjukkan hasil positif.
Senyawa tanin merupakan senyawa yang berfungsi sebagai antioksidan dan penghambat

pertumbuhan tumor [35]. Triterpenoid pada uji fitokimia ekstrak daun Moringa oleifera
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L. menunjukkan hasil positif. Senyawa triterpenoid berfungsi sebagai antioksidan [36].
Kandungan minyak atsiri pada daun Moringa oleifera L. bersifat sebagai antimikroba, anti
jamur, dan antioksidan [8].

Uji organoleptik merupakan uji terhadap warna, rasa, dan bau. Pada uji organoleptik
menunjukkan hasil yang berbeda antara sebelum dan sesudah fermentasi. Adanya
perbedaan ini disebabkan karena sifat Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 yaitu
homofermentatif. Pada proses fermentasi, bakteri asam laktat merombak glukosa
menggunakan enzim dan menghasilkan produk akhir berupa asam laktat sehingga

mempengaruhi bau dan rasa yang lebih asam pada hasil akhir fermentasi [48].

. LAJU PERTUMBUHAN Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 PADA SEDUHAN
DAUN Moringa oleifera L.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 merupakan bakteri asam laktat yang dapat
meningkatkan bioavailabilitas senyawa polifenol dan menghasilkan senyawa antimikroba
seperti asam organik, hidrogen peroksida, senyawa protein, atau protein spesifik yang
disebut bakteriosin [16]. Pertumbuhan mikroba lactobacillus merupakan proses
pertambahan jumlah atau volume sel mikroba. Pertumbuhan Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 melewati fase kurva pertumbuhan meliputi fase adaptasi, log (pertumbuhan
eksponensial), stationer, kematian [38]. Pola pertumbuhan sel bakteri Lactobacillus
acidophilus pada produk fermantasi daun Moringa oleifera L. dan MRS Broth memiliki
fase lag pada jam ke-0 sampai 4, fase eksponensial jam ke-8 sampai 14 yang menandakan
bahwa sel membelah diri dengan laju konstan, fase stasioner jam ke-16 sampai 18 yang
menandakan bahwa sel berada pada fase pertumbuhan tetap dan fase kematian pada jam
ke-0 sampai 26 [40]. Fase-fase tersebut dapat memberikan hasil yang optimal dalam
proses fermentasi karena berhubungan dengan lama waktu fermentasi untuk bakteri asam

laktat tersebut tumbuh.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.1 Laju pertumbuhan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada variasi
konsentrasi daun Moringa oleifera L.

Gambar 5.1 menunjukkan laju pertumbuhan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada
seduhan daun Moringa oleifera L. dengan penambahan glukosa 10% setelah fermentasi.
Laju pertumbuhan sel dihitung setiap 10° sel per menit. Kecepatan pertumbuhan
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dipengaruhi oleh jumlah nutrisi yang tersedia dan
kondisi fisik seperti suhu, oksigen, dan pH) (40). Kontrol positif yang digunakan adalah
MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth). Laju pertumbuhan yang diperoleh pada kontrol
positif yaitu 5,13. Laju pertumbuhan yang diperoleh pada konsentrasi substrat 4% yaitu
1,82, pada konsentrasi substrat 2% yaitu 1,50, dan pada konsentrasi substrat 1% yaitu
1,18. Dilihat dari hasil pertumbuhan koloni pada seluruh seduhan daun Moringa oleifera
L., pertumbuhan yang paling tinggi terdapat pada konsentrasi seduhan daun Moringa
oleifera L. yaitu 4%.

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, variasi substrat memiliki perbedaan nyata

terhadap laju pertumbuhan dalam 10° sel bakteri dengan nilai F 89653,46 > Fcrit 5,14.
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Berdasarkan hasil anova peningkatan signifikan dengan taraf nyata 5%. Hasil peningkatan
pertumbuhan sel bakteri didapatkan jumlah substrat yang berbeda memiliki perbedaan
signifikan terhadap jumlah sel bakteri yang tumbuh pada media fermentasi. Dikarenakan
jumlah substrat mempengaruhi proses pertumbuhan, metabolisme dan biokimia bakteri
[37].
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.2 Waktu generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada variasi
konsentrasi daun Moringa oleifera L.
Gambar 5.2 menunjukkan waktu generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada
variasi konsentrasi seduhan daun Moringa oleifera L. Waktu generasi merupakan prediksi
populasi setiap mikroorganisme dalam jangka waktu yang sama dengan eaktifannya
dalam proses metabolism [38]. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan
Rogosa Sharpe Broth). Waktu generasi yang diperoleh Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 pada kontrol positif yaitu 2,97 jam per generasi. Pada konsentrasi substrat 4% tanpa
glukosa diperoleh waktu generasi 4,04 jam per generasi dan pada konsentrasi substrat 4%
dengan penambahan glukosa 10% diperoleh waktu generasi yaitu 3,91 jam per generasi.

Pada konsentrasi substrat 2% tanpa penambahan glukosa diperoleh waktu generasi 4,36
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jam per generasi dan pada konsentrasi 4% dengan penambahan glukosa 10% diperoleh
waktu generasi yaitu 4,15 jam per generasi. Pada konsentrasi substrat 1% tanpa
penambahan glukosa diperoleh waktu generasi yaitu 4,72 jam per generasi dan pada
konsentrasi substrat 1% dengan penambahan glukosa 10% diperoleh waktu generasi yaitu
4,49 jam per generasi. Pada penelitian ini, masing-masing variasi substrat dengan
penambahan glukosa 10% memiliki waktu generasi lebih cepat dibandingkan tanpa
penambahan glukosa.

Waktu generasi tiap konsentrasi substrat dipengaruhi oleh jumlah nutrisi dan kondisi
lingkungan yang ada pada media dan proses fermentasi [41]. Pada gambar 5.2
menunjukkan bahwa waktu generasi konsentrasi substrat 4% memiliki waktu generasi
paling cepat dibandingkan konsentrasi substrat 2% dan 1% karena banyaknya nutrisi yang
terkandung pada konsentrasi substrat 4% sehingga, bakteri dapat membelah sel dalam
waktu lebih cepat.

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, waktu generasi dari jumlah substrat yang
bervariasi memiliki perbedaan nyata dengan nilai F hitung 121,29 > dari nilai Fcrit yaitu
5,14. Pada uji BNt diperoleh nilai BNt 1,0069 menunjukkan bahwa penambahan glukosa
10% pada masing-masing konsentrasi substrat berpengaruh signifikan terhadap waktu
generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun Moringa oleifera L.

setelah difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.3 Jumlah generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada variasi
konsentrasi daun Moringa oleifera L.
Gambar 5.3 menunjukkan jumlah generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada

variasi konsentrasi substrat daun Moringa oleifera L. Jumlah generasi dalam suatu sampel
dapat dihitung dengan menggunakan ruang hitung pada hemositometer. Kontrol positif
yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth). Pada kontrol positif,
diperoleh jumlah generasi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 yaitu 6,06. Pada
konsentrasi substrat 4% yaitu 4,61, pada konsentrasi substrat 2% yaitu 4,34, dan pada
konsentrasi substrat 1% yaitu 4.01. Pertambahan jumlah generasi berhubungan dengan
laju pertumbuhan dan waktu generasi sel [38].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, jumlah generasi dari jumlah substrat yang
bervariasi memiliki perbedaan nyata dengan nilai F 139,01 > dari nilai Fcrit 5,14. Pada uji
BNt diperoleh nilai BNt 0,0877 menunjukkan bahwa substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan glukosa 10% pada masing-masing

konsentrasi substrat berpengaruh signifikan terhadap jumlah generasi Lactobacillus
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acidophilus ATCC 4356 yang terdapat pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah

difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.4 Persentase peningkatan jumlah sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
pada variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.
Gambar 5.4 menunjukkan persentase peningkatan jumlah sel per jam pada masing-masing
konsnetrasi substrat daun Moringa oleifera L. Kontrol positif yang digunakan adalah
MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth). Persentase peningkatan jumlah sel pada kontrol
positif yaitu 365,51 sel per jam. Persentase peningkatan jumlah sel Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 pada masing-masing konsentrasi substrat memilikih hasil yang
berbeda. Pada konsentrasi substrat 4% dengan penambahan glukosa 10% diperoleh hasil
persentase peningkatan jumlah sel yaitu 129,75 sel per jam, pada konsentrasi substrat 2%
dengan penambahan glukosa 10% diperoleh hasil presentase peningkatan jumlah sel yaitu
106,83 sel per jam, dan pada konsentrasi substrat 1% dengan penambahan glukosa 10%

diperoleh hasil persentase peningkatan jumlah sel yaitu 83,88 sel per jam. Hal ini
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menunjukkan bahwa penambahan glukosa pada masing-masing konsentrasi substrat
mempengaruhi presentase peningkatan jumlah sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, persentase perbedaan nyata diperoleh nilai F
89653,46 > dari Fcrit 5,14. Pada uji BNt diperoleh nilai BNt 0,2651 menunjukkan bahwa
substrat 4%, 2%, dan 1% memiliki beda signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa
penambahan glukosa 10% pada masing-masing konsentrasi substrat berpengaruh
signifikan terhadap persentase peningkatan jumlah sel per jam Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356 yang terdapat pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.

C. PH DAN TOTAL ASAM SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 merupakan bakteri asam laktat homofermentatif
dengan asam laktat sebagai hasil akhir metabolisme [14]. Asam laktat yang dihasilkan
oleh bakteri akan mempengaruhi peningkatan total asam sehingga memberikan efek pada
penurunan pH seduhan daun Moringa oleifera L.
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Gambar 5.5 pH produk fermentasi daun Moringa oleifera L. oleh Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356.

Berdasarkan gambar 5.5 menunjukkan penurunan nilai pH pada masing-masing
konsentrasi substrat sebelum dan setelah fermentasi. Penurunan pH terjadi karena pada
proses fermentasi terjadi akumulasi asam laktat dan asam organik. Asam laktat yang
terdapat pada seduhan merupakan hasil rombakan glukosa pada substrat oleh bakteri
asam laktat. Pengukuran nilai pH menggunakan alat yang disebut pH meter. Kontrol
positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth). MRSB adalah
media selektif untuk bakteri asam laktat sehingga, dapat digunakan untuk Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 agar tumbuh lebih baik. Nilai pH pada kontrol positif setelah
fermentasi yaitu 5,4. Pada konsentrasi substrat 4% diperoleh nilai pH 5,45, pada
konsentrasi substrat 2% diperoleh nilai pH 5,57, dan pada konsentrasi substrat 1%
diperoleh nilai pH 5,64.

pH suatu produk fermentasi berkaitan dengan kadar asam total yang dihasilkan dari
suatu proses fermentasi Konsentrasi substrat yang meningkat karena adanya

penambahan glukosa membuat glukosa atau karbohidrat yang dirombak oleh bakteri
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semakin banyak sehingga asam laktat yang dihasilkan semakin meningkat dan pH yang
dihasilkan lebih rendah [42].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik
ragam (anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada
taraf signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, penurunan nilai pH dari masing-masing
konsentrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan nilai F 486,6 > dari Fcrit 5,14.
Pada uji BNt diperoleh nilai BNt 0,01 menunjukkan perlakuan substrat antara substrat
4%, 2%, dan 1% berbeda tidak signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan
glukosa 10% pada masing-masing konsentrasi substrat tidak berpengaruh signifikan
terhadap penurunan nilai pH Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun
Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf
yang tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.6 Presentase peningkatan total asam produk fermentasi daun Moringa oleifera
L. oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Gambar 5.6 menunjukkan nilai peningkatan total asam Lactobacillus acidophilus ATCC

4356 pada masing-masing konsentrasi substrat daun Moringa oleifera L. setelah

difermentasi. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe

Broth). MRSB adalah media selektif untuk bakteri asam laktat sehingga, dapat digunakan
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untuk Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 agar tumbuh lebih baik. Peningkatan total
asam pada kontrol positif yaitu 59,26%. Pada konsentrasi substrat 4% diperoleh total asam
sebesar 47,58%, pada konsentrasi substrat 2% diperoleh total asam sebesar 20,45%, dan
pada konsentrasi substrat 1% diperoleh total asam sebesar 13,43%. Semakin rendah nilai
pH maka, nilai total asam semakin tinggi (42). Semakin tinggi total asam dikarenakan
semakin tingginya konsentrasi substrat. Asam laktat yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat terekskresikan keluar sel dan terakumulasi di dalam substrat sehingga meningkatkan
keasaman [43].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, peningkatan total asam dari masing-masing
konsentrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan nilai F 308,77 > dari Fcrit 5,14. Pada
uji BNT menunjukkan bahwa penambahan glukosa 10% pada substrat 4%, 2%, dan 1%
berbeda signifikan terhadap peningkatan total asam Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan a= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.7 Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan
total asam pada variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.
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Gambar 5.7 menunjukkan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap
peningkatan total asam seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi. Kontribusi
sel merupakan peran sel bakteri terhadap suatu proses. Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 memiliki kontribusi atas kandungan total asam di dalam seduhan daun Moringa
oleifera L. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth).
Pada gambar 5.7 menunjukkan bahwa setiap 108 sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
pada kontrol positif, berkontribusi sebanyak 0,02 %. Pada konsentrasi substrat 4%, sel
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 berkontribusi sebanyak 0,05%, pada konsentrasi
substrat 2%, sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 berkontribusi sebanyak 0,02 %,
dan pada konsentrasi substrat 1%, sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 berkontribusi
sebanyak 0,01%.

Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan total asam
yang dihasilkan semakin meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi substrat.
Menurut tetapan Michaelis-Menten, kecepatan reaksi yang dikatalis enzim meningkat
dengan bertambahnya konsentrasi substrat, hingga dicapai keadaan dimana penambahan
konsentrasi substrat tidak lagi meningkatkan laju awal reaksi [44].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, kontribusi 102 sel terhadap penurunan kadar
glukosa dari masing-masing variasi konsentrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan
nilai F 308,77 > dari Fcrit 5,14. Pada uji BNt menunjukkan bahwa penambahan glukosa
10% pada substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda signifikan terhadap peningkatan total asam
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah

difermentasi.

D. KADAR TOTAL GLUKOSA SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L.

Pengukuran kadar glukosa bertujuan untuk mengetahui seberapa besar glukosa yang

digunakan dan glukosa sisa yang digunakan oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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sebagai sumber energi. Seiring berjalannya fermentasi, bakteri asam laktat menggunakan
sumber energinya berupa glukosa untuk digunakan sebagai pertumbuhan sampai dirombak

menjadi asam laktat dan asam organik. Hal ini menyebabkan, glukosa pada media akan

berkurang.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.8 Persentase penurunan kadar glukosa produk fermentasi daun Moringa
oleifera L. oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Berdasarkan gambar 5.8 menunjukkan sisa kadar glukosa setelah dilakukan fermentasi
pada daun Moringa oleifera L. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan
Rogosa Sharpe Broth). MRSB adalah media selektif untuk bakteri asam laktat sehingga,
dapat digunakan untuk Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 agar tumbuh lebih baik. Sisa
kadar glukosa pada kontrol positif yaitu 56,49%. Sisa kadar glukosa pada konsentrasi
substrat 4% yaitu 55,61%, sisa kadar glukosa pada konsentrasi substrat 2% yaitu 58,33%,
dan sisa kadar glukosa pada konsentrasi substrat 1% yaitu 78,33%.

Pada proses fermentasi, penggunaan glukosa oleh bakteri asam laktat akan meningkat
karena digunakan sebagai sumber nutrisi untuk penunjang pertumbuhannya. Sehingga,

kadar glukosa yang terdapat pada media akan berkurang karena digunakan oleh bakteri
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asam laktat. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe Broth).
Pada kontrol positif diperoleh sisa kadar glukosa sebesar 56,49%. Pada konsentrasi substrat
4% diperoleh sisa kadar glukosa sebesar 55,61%, pada konsentrasi substrat 2% diperoleh
sisa kadar glukosa sebesar 58,33%, dan pada konsentrasi substrat 1% diperoleh sisa kadar
glukosa sebesar 78,33%. Hal ini menunjukkan bahwa substrat konsentrasi 4% merupakan
substrat yang glukosanya digunakan paling banyak oleh Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 sehingga sisa kadar glukosa paling sedikit dibandingkan dengan variasi konsentrasi
lain.

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, penurunan total glukosa dengan penambahan
glukosa 10% dari variasi konsentrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan nilai F
10583,38 > dari Fcrit 5,14. Pada uji BNt diperoleh nilai BNt 0,4174 menunjukkan bahwa
substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan
glukosa 10% pada masing-masing variasi substrat berpengaruh signifikan terhadap

penurunan total glukosa pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan a= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.9 Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap penurunan
kadar glukosa pada variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.
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Gambar 5.9 menunjukkan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap
penurunan kadar glukosa pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
Kontribusi merupakan peran sel bakteri terhadap suatu proses fermentasi. Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 memiliki kontribusi terhadap kadar glukosa di dalam seduhan
daun Moringa oleifera L. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa
Sharpe Broth). Pada gambar 5.9 menunjukkan bahwa setiap 10° sel Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 dapat berkontribusi pada kontrol positif sebanyak 0,72 mg/L.
Pada konsentrasi substrat 4% sebanyak 4,06 mg/L, pada konsentrasi substrat 2% sebanyak
2,58 mg/L, dan pada konsentrasi substrat 1% sebanyak 0,84 mg/L.

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, kontribusi 10° sel terhadap penurunan kadar
glukosa dari masing-masing konsnetrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan nilai F
hitung 10583,38 > dari Fcrit 5,14. Pada uji BNt diperoleh nilai BNt 4173,97 menunjukkan
bahwa substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa
penambahan glukosa 10% pada masing-masing variasi substrat berpengaruh signifikan
terhadap kontribusi 10° sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada penurunan total
glukosa pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.

E. KADAR TOTAL PROTEIN SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L.

Analisis kadar protein dilakukan untuk mengetahui kandungan protein yang ada pada
seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi. Banyaknya asam laktat yang
dihasilkan saat proses fermentasi membuat protein yang dihasilkan juga meningkat.
Presentase penambahan ekstrak daun kelor diketahui mempengaruhi kadar protein. Hal ini
disebabkan karena daun kelor memiliki kandungan protein yang tinggi [45]. Analisis protein
dilakukan dengan menggunakan metode biuret yang didasarkan pada pembentukan warna

ungu.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan a= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.10 Presentase peningkatan kadar protein produk fermentasi daun Moringa
oleifera L. oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Gambar 5.10 menunjukkan hasil peningkatan kadar protein seduhan daun Moringa oleifera
L. setelah difermentasi dengan adanya variasi konsentrasi substrat dan penambahan
glukosa 10%. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB (deMan Rogosa Sharpe
Broth). Peningkatan kadar protein pada kontrol positif yaitu 15,23%. Peningkatan kadar
protein pada konsentrasi substrat 4% sebesar 3,95%, peningkatan kadar protein pada
konsentrasi substrat 2% sebesar 2,60%, dan peningkatan kadar protein pada 1% sebesar
1,21%. Peningkatan kadar protein dapat terjadi selama proses fermentasi, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 menghidrolisis protein kompleks menjadi asam amino bebas yang
lebih sederhana dengan adanya aktivitas enzim proteolitik [46].

Hal lain yang dapat menyebabkan peningkatan kadar protein oleh bakteri Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 yaitu senyawa bakteriosin. Bakteriosin yang terdapat pada
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 merupakan senyawa protein yang bersifat

bakteriosidal. Bakteriosin berasal dari metabolit bakteri asam laktat selama proses
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fermentasi berlangsung. Bakteriosin merupakan protein atau peptida yang disintesa melalui
ribosom yang dapat menghambat atau membunuh bakteri lain [47].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, peningkatan kadar protein dari masing-masing
variasi konsentrasi substrat memiliki perbedaan nyata dengan nilai F hitung 313064,9 >
dari Ferit 5,14. Pada uji BNt menunjukkan variasi konsentrasi substrat dengan penambahan
glukosa 10% berpengaruh signifikan terhadap peningkatan kadar protein Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan a= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.11 Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan
kadar protein pada variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.
Gambar 5.11 menunjukkan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap
peningkatan kadar protein pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
Kontribusi merupakan peran sel bakteri terhadap suatu proses. Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 memiliki kontribusi terhadap kadar protein di dalam seduhan daun Moringa
oleifera L. kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan kadar
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protein dibandingkan dengan kontrol positif yang digunakan yaitu MRSB (deMan Rogosa
Sharpe Broth). pada gambar 5.11 menunjukkan bahwa 108 sel Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 berkontribusi terhadap peningkatan kadar protein pada kontrol positif sebesar
0,36%. Pada konsentrasi substrat 4%, peningkatan kadar protein sebesar 0,31%, pada
konsentrasi substrat 2%, peningkatan kadar protein sebesar 0,17%, dan pada konsentrasi
substrat 1%, peningkatan kadar protein sebesar 0,07%. Berdasarkan gambar 5.11,
kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan kadar protein yang
dihasilkan semakin meniningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi substrat

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, kontribusi 10% sel terhadap peningkatan kadar
protein dari masing-masing variasi konsentrasi dengan penambahan glukosa 10% memiliki
perbedaan nyata dengan nilai F hitung 313064,9 > dari Fcrit 5,14. Pada uji BNt
menunjukkan bahwa variasi konsentrasi substrat dengan penambahan glukosa 10%
berpengaruh signifikan terhadap peningkatan kadar protein seduhan daun Moringa oleifera

L. setelah difermentasi.

F. KADAR TOTAL FENOL SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L.

Fenol merupakan senyawa yang banyak terdapat di dalam tanaman khususnya bagian daun
Moringa oleifera L. Pengukuran kadar fenol dilakukan untuk mengetahui pemanfaatan
senyawa fenol oleh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Pada penelitian ini, total fenol

diukur dengan kurva standar asam galat.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.12 Peningkatan kadar fenol produk fermentasi daun Moringa oleifera L. oleh
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Berdasarkan gambar 5.12 diperoleh data peningkatan kadar total fenol pada seduhan daun
Moringa oleifera L. setelah difermentasi. Kontrol positif yang digunakan adalah MRSB
(deMan Rogosa Sharpe Broth). Peningkatan kadar fenol pada kontrol positif yaitu 73,41%,
peningkatan kadar fenol pada konsentrasi substrat 4% yaitu 61,19, peningkatan kadar fenol
pada konsentrasi substrat 2% yaitu 60,09%, dan peningkatan kadar fenol pada konsentrasi
substrat 1% vyaitu 58,94%. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan kadar fenol total
tertinggi berada pada konsentrasi substrat 4%. Senyawa fenol dihasilkan oleh bakteri asam
laktat melalui metabolit sekunder dengan cara mendegradasi asam ferulat dan asam
sinamat menjadi 4-vinyl phenol dan 4-guaiacol [33].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, peningkatan kadar fenol dari jumlah substrat
yang bervariasi memiliki perbedaan nyata dengan nilai F hitung 52335,5 > dari Fcrit 5,14.
Pada uji BNt menunjukkan bahwa substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda signifikan. Sehingga,
variasi konsentrasi substrat dengan penambahan glukosa 10% berpengaruh signifikan
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terhadap peningkatan kadar fenol pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah

difermentasi.
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Keterangan: a;b;c;d= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan a= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.13 Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap peningkatan
kadar fenol pada variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.

Gambar 5.13 menunjukkan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap
peningkatan kadar fenol pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.
Kontribusi merupakan peran sel bakteri terhadap suatu proses seperti kegiatan fermentasi.
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 memiliki kontribusi terhadap kadar fenol di dalam
seduhan daun Moringa oleifera L. kontrol positif yang digunakan yaitu MRSB (deMan
Rogosa Sharpe Broth). Pada gambar 5.13 menunjukkan bahwa setiap 108 sel Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 dapat berkontribusi peningkatan kadar fenol pada kontrol positif
sebesar 1,56%. Pada konsentrasi substrat 4%, 108 sel Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 dapat berkontribusi sebesar 3,68%, pada konsentrasi substrat 2%, 108 sel
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dapat berkontribusi sebesar 4,35%, dan pada
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konsentrasi substrat 1%, 10® sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dapat berkontribusi
sebesar 4,90%.

Pada gambar 5.13 menunjukkan bahwa pada konsentrasi substrat 1% dengan
penambahan glukosa 10% sudah dapat meningkatkan kadar fenol. Pada persamaan
Michaelis-Menten menyatakan bahwa apabila penambahan konsnetrasi substrat tidak lagi
meningkatkan laju awal reaksi [44]. Bila semua enzim dalam keadaan jenuh oleh substrat
maka, laju reaksi akan mencapai keadaan maksimum [9].

Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan analisis sidik ragam
(anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata terkecil (BNt) pada taraf
signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, peningkatan kadar fenol dari jumlah substrat
yang bervariasi memiliki perbedaan nyata dengan nilai F 52335,5 > dari Fcrit 5,14. Pada
uji BNt menunjukkan bahwa substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda signifikan. Sehingga,
kontribusi 108 sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dari masing-masing variasi
konsentrasi dengan penambahan glukosa 10% berpengaruh signifikan terhadap

peningkatan kadar fenol pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi.

. AKTIVITAS ANTIMIKROBA SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L. OLEH

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antimikroba seduhan daun
Moringa oleifera L. yang telah difermentasi terhadap beberapa mikroba uji. Mikroba uji
yang digunakan bersifat patogen dan paling sering menyebabkan terhadap manusia [49].
Mikroba uji yang digunakan yaitu Eschericia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Klebsiella pneumonia ATCC 10031, Bacillus subtilis ATCC 6633, dan Candida albicans
ATCC 10231. Pada uji antimikroba, metode yang digunakan adalah dilusi cair [50]. Prinsip
dilusi cair yaitu menggunakan satu seri tabung reaksi yang diisi media cair dan sejumlah

tertentu sel mikroba yang diuji [51].
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Pengamatan KHM seduhan daun Moringa oleifera L. yang difermentasi diinokulasi
dengan bakteri uji dan dilihat berdasarkan kekeruhan. Pengujian Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) metode dilusi cair pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%,
3.13%, 1.56%, 0.78%, dan 0.39%. Hasil nilai KHM metode dilusi cair dapat dilihat pada
tabel berikut ini:

Tabel 5.3 Konsentrasi Hambatan Minimum (KHM) krud ekstrak seduhan daun Moringa oleifera L.

WAKTU | Konsentrasi KHM (%)
(JAM) Substrat
E.c P.a B.s Sa St K.p Ca
4% 100 - - 100 - - 100
2%
0 1%
Kontrol (+)
4% 50 50 - 1.56 - - 0.78
2% 100 100 - 3.13 - - 1.56
18 1% - - - 6.25 - - 3.13
Kontrol (+)
Keterangan: C.a= Candida albicans ATCC 10231; E.c= Escherichia coli ATCC 25922;

P.a= Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; S.a= Staphylococcus aureus ATCC 6538;

S.t= Salmonella typhimurium ATCC 14028; K.p= Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,

B.s= Bacillus subtilis ATCC 6633; tanda (-)= menunjukkan tidak ada nilai KHM
Berdasarkan tabel 5.2, nilai KHM krud ekstrak 4% terhadap Eschericia coli ATCC 25922
sebesar 50% dan pada krud ekstrak 2% sebesar 100%. Nilai KHM substrat 4% tehadap
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 sebesar 50% dan pada substrat 2% sebesar 100%.
Nilai KHM substrat 4% terhadap Staphylococcus aureus ATCC 6538 sebesar 1,56%, pada
substrat 2% sebesar 3,13%, dan pada substrat 1% sebesar 6,25%. Nilai KHM substrat 4%
terhadap Candida albicans ATCC 10231 sebesar 0,78%, pada substrat 2% sebesar 1,56%,
dan pada substrat 1% sebesar 3,13%.
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Pada Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium ATCC 14028, dan
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 tidak adanya nilai KHM (Konsentrasi Hambat
Minimum). Tidak adanya nilai KHM pada bakteri uji tersebut, ditandai dengan adanya
kekeruhan pada krud ekstrak dari konsentrasi uji 100% hingga 0,78%. Hasil tersebut dapat
disebabkan karena adanya perbedaan komponen penyusun dinding sel pada bakteri gram
positif dan bakteri gram negatif. Dinding sel pada gram positif memiliki struktur lebih
sederhana dibandingkan struktur dinding sel bakteri gram negatif yang cenderung memiliki
susunan yang kompleks sehingga menimbulkan rintangan yang besar untuk ditembus oleh
suatu antimikroba [52]. Pada tabel 5.2 juga menunjukkan bahwa Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 mampu menghambat pertumbuhan Candida albicans ATCC 10231.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 merupakan BAL dari kelompok homofermentatif
yang menghasilkan jenis asam laktat dari metabolisme gula. Proses dari metabolisme ini
dimulai dari perombakan glukosa dengan dibantu enzim aldolase untuk menjadi
gliseraldehid-3-P dan dihidroksiaton-P. Kemudian, gliseraldehid 3-P dirombak menjadi
asam piruvat dan sedikit asam lain [11]. Selama proses fermentasi berlangsung,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 menghasilkan metabolit seperti asam laktat,
hidrogen peroksida, dan bakteriosin yang berfungsi sebagai senyawa antimikroba [61].
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 memiliki bakteriosin berupa acidocin, lactacin B,
lactacin D, dan bahan lain seperti asam laktat dan H.O [48]. Bakteriosin memiliki
mekanisme kerja dengan cara merusak permeabilitas membran dan menghambat produksi
energi, biosintesis protein, dan asam nukleat [53]. Sehingga memberikan efek pertumbuhan
sel yang terhambat atau mati.

Asam laktat pada hasil fermentasi seduhan daun Moringa oleifera L. oleh Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 mempengaruhi nilai pH sehingga pH fermentasi seduhan daun
Moringa oleifera L. akan turun dan asam. Asam yang dihasilkan oleh bakteri akan
berinteraksi dengan membran sel bakteri patogen sehingga menyebabkan denaturasi
protein. Denaturasi protein dapat menyebabkan kandungan sitoplasma bakteri mengalami
kebocoran [54]. Berdasarkan hasil skrining fitokimia, terdapat senyawa fenol, saponin, dan

flavonoid pada seduhan daun Moringa oleifera L.. Senyawa fenol memiliki aktivitas
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antimikroba yaitu berinteraksi dengan sel bakteri melalui proses absorpsi yang melibatkan
ikatan hidrogen [58]. Senyawa saponin memiliki aktivitas antimikroba dengan cara
menurunkan tegangan permukaan dinding sel bakteri dan merusak permeabilitas membran
[59]. Senyawa flavonoid memiliki aktivitas sebagai antimikroba dengan cara menghambat
sintesis asam nukleat [60].

Berdasarkan tabel 5.1, seduhan daun Moringa oleifera L. memiliki senyawa flavonoid
yang memiliki fungsi sebagai antimikroba. Senyawa flavonoid memiliki mekanisme
sebagai antimikroba dengan cara berinteraksi dengan sel bakteri melalui proses absorpsi

yang melibatkan ikatan hidrogen.

. AKTIVITAS ANTIOKSIDAN SEDUHAN DAUN Moringa oleifera L. OLEH
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan fermentasi
seduhan daun Moringa oleifera L. Uji antioksidan fermentasi seduhan daun Moringa
oleifera L. dilakukan dengan menggunakan metode DPPH. Metode ini memiliki cara yaitu
perubahan warna radikal DPPH yang disebabkan oleh reaksi antara radikal bebas DPPH
dengan satu elektron yang dilepaskan senyawa yang terkandung dalam sampel sehingga
membentuk senyawa 1,1-difenil-2-pikrihidrazil berwarna kuning [55]. Metode DPPH
memiliki kelebihan yaitu sederhana, cepat, mudah, akurat, dan sampel yang digunakan
sedikit dengan waktu yang singkat [23]. DPPH juga merupakan radikal bebas yang stabil
dan biasa digunakan untuk mengevaluasi peredaman radikal bebas pada bahan alam [63].
Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50% (1Cso). 1Cso
merupakan konsentrasi suatu sampel yang dapat menghambat 50% proses oksidasi radikal

bebas. Tabel 5.3 merupakan klasifikasi kekuatan antioksidan berdasarkan nilai I1Cso.



61

Tabel 5.3 Klasifikasi Antioksidan Berdasarkan Nilai 1Csg [56]

Nilai 1Cso (png/ml) Antioksidan
<50 Sangat kuat
50-100 Kuat
101-250 Sedang
250-500 Lemah
>500 Tidak aktif

Hasil pengukuran aktivitas antioksidan dan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356 pada setiap konsentrasi substrat dengan metode DPPH dapat dilihat pada

gambar berikut ini:

140.00

120.00 112.01
100.00

80.00

IC50 (pg/mL)

0.00

62.45

60.00
40.00
20.00

4%

;;;;;;

115.33
95.68
75.69
I :

2% 1%

Konsentrasi substrat (%)

B Sebelum fermentasi M Sesudah fermentasi

Keterangan: a;b;c= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan a= 5%.

Gambar 5.14 Nilai 1Cso produk fermentasi daun Moringa oleifera L. terhadap
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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Gambar 5.14 menunjukkan hasil penurunan nilai 1Cso seduhan daun Moringa oleifera L.
sebelum dan sesudah fermentasi. Pada substrat 4%, sebelum fermentasi didapatkan nilai
ICso sebesar 112,01 pg/mL dan setelah fermentasi didapatkan nilai 1Cso sebesar 62,45
pg/mL. Pada substrat 2%, sebelum fermentasi didapatkan nilai 1Csg sebesar 115,33 pg/mL
dan setelah fermentasi nilai 1Cso sebesar 75,69 pg/m. Pada substrat 1%, sebelum fermentasi
didapatkan nilai 1Cso sebesar 130,18 pg/mL dan setelah fermentasi nilai 1Cso sebesar 95,68
pug/mL. Hal ini menandakan bahwa semakin besar konsentrasi substrat maka, semakin
besar aktivitas antioksidan sehingga, semakin banyak partikel-partikel zat aktif dari
seduhan tersebut bekerja untuk mengoksidasi partikel DPPH [56].

Adanya peningkatan aktivitas antioksidan oleh proses fermentasi ini dapat disebabkan
adanya enzim [ -glukosidase yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat. Keberadaan enzim
B -glukosidase menyebabkan senyawa-senyawa bioaktif seperti flavonoid, fenol, dan
antosianin (glikosida) terhidrolisis menjadi bentuk aglikonnya. Bentuk aglikon ini lebih
mudah dicerna dan lebih berpotensi sebagai antioksidan dibandingkan dengan bentuk
glikosidanya [56]. Seduhan daun Moringa oleifera L. teridentifikasi mengandung senyawa
seperti steroid, flavonoid, tanin, fenol, dan saponin. Mekanisme kerja flavonoid sebagai
antioksidan yaitu dengan cara menangkap Reactive Oxygen Species secara langsung dan
mencegah regenerasi Reactive Oxygen Species [7]. Minyak atsiri pada seduhan daun
Moringa oleifera L. memiliki fungsi antioksidan dengan mekanismenya yaitu mencegah
adanya peroksidasi lemak yang akan membuat kerusakan sel [62].

Berdasarkan nilai 1Cso yang diperoleh dapat dijelaskan bahwa Vitamin C sebagai
pembanding atau kontrol positif antioksidan yang lebih kuat jika dibandingkan dengan
produk fermentasi daun Moringa oleifera L., nilai ICso untuk vitamin C yang diperoleh
yaitu 3,45 pg/mL. Data hasil penelitian diolah secara statistik dengan menggunakan
analisis sidik ragam (anova) satu arah. Kemudian, dilanjutkan dengan uji Beda Nyata
terkecil (BNt) pada taraf signifikansi 5%. Berdasarkan hasil anova, nilai 1Cso dari variasi
substrat dengan penambahan glukosa 10% memiliki perbedaan nyata dengan nilai F
14390,79 > Fcrit 5,14. Pada uji BNt menunjukkan bahwa substrat 4%, 2%, dan 1% berbeda

signifikan. Sehingga, konsentrasi substrat berpengaruh signifikan terhadap nilai ICso
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Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah

difermentasi.

27.50 27.11

N
($]
(%]
o
N

n
H
[c]

24.46

Kontribusi 108 sel terhadap

4% 2% 1%

Konsentrasi substrat (%)

Keterangan: a;b;c= huruf yang sama menunjukkan tidak signifikansi dengan o= 5% sedangkan huruf yang
tidak sama menunjukkan signifikansi dengan o= 5%.

Gambar 5.15 Kontribusi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap nilai 1Cso pada
variasi konsentrasi daun Moringa oleifera L.

Gambar 5.15 menunjukkan kontribusi sel Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 terhadap
nilai ICso pada seduhan daun Moringa oleifera L. setelah difermentasi. Kontribusi
merupakan peran terhadap suatu kegiatan tertentu. Bakteri Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 memiliki kontribusi terhadap 1Cso di dalam seduhan daun Moringa oleifera L.
Pada gambar 5.15 menunjukkan bahwa setiap 108 sel Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, pada substrat 4% dapat mengkontribusi nilai ICso sebanyak 25,18 pg/mL. Pada
substrat 2% dapat mengkontribusi nilai I1Cs sebanyak 24,46 pg/mL, dan pada substrat 1%
dapat mengkontribusi nilai 1Cso sebanyak 27,11 pg/mL.

Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa pada konsentrasi substrat 1% sudah dapat
memberikan kontribusi terhadap peningkatan nilai 1Cso dengan Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356. Sehingga dengan peningkatan konsentrasi substrat, tidak akan meningkatkan



nilai 1Cso. Menurut persamaan Michaelis-Menten, apabila penambahan konsentrasi

substrat tidak lagi meningkatkan laju awal [45].
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BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

A. SIMPULAN

1. Laju pertumbuhan Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pada seduhan daun
Moringa oleifera L. dengan penambahan glukosa 10% tertinggi terdapat pada
substrat 4% (1,82x10° sel/menit), jumlah generasi substrat 4% (4,61 generasi),
peningkatan jumlah sel substrat 4% (129,75%), waktu generasi tercepat 4% (3,91
jam/generasi).

2. Penurunan pH tertinggi terdapat pada substrat 4% (5,45), peningkatan asam total
tertinggi terdapat pada substrat 4% (47,58%), sisa kadar glukosa tertinggi
terdapat pada substrat 4% (55,61%), peningkatan protein tertinggi terdapat
pada substrat 4% (3,95%), peningkatan fenol tertinggi terdapat pada substrat 4%
(61,19%).

3. Presentase penurunan nilai ICs tertinggi terdapat pada konsentrasi substrat 4%.
Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) pada produk fermentasi seduhan
daun Moringa oleifera L. dengan nilai pengenceran terkecil berada pada substrat
4% dan memberikan aktivitas penghambatan terhadap Eschericia coli ATCC
25922 sebesar 50%, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 sebesar 50%,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 sebesar 1,56%, dan Candida albicans ATCC
10231 sebesar 0,78%.

B. SARAN
Untuk penelitian selanjutnya, diperlukan adanya penelitian lanjut mengenai kandungan
senyawa metabolit sekunder yang diukur secara kuantitatif seperti flavonoid total.
Sehingga diharapkan dapat diketahui secara spesifik seberapa pengaruh penambahan
glukosa terhadap potensi antioksidan dan antimikroba serta, penelitian lanjut mengenai

keamanan produk dan uji toksisitas.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Surat determinasi LIPI Bogor

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI
(RESEARCH CENTER FOR BIOLOGY)
Cibinong Science Center, J1 Raya Jokarta - Bogor KM, 46 Cibinong 16911
LIP] Telp. (+62 21) K7907636 - KTO0TSM, Fux. K7907612
Website, www biologt lips go id

Cibinong, b Maret 2017

Nomor 63 /1PH1.01 /1LO7 /112017

Lampiran -

Peribhal - Hasil identifikasi/ determinaal Dunbuhan
Kepada Yth

Bpk /1hu/Sdril). Anniss Pirs Yallanti

NPM 2013210023

Mhs. Univ.

Fak. Farmasi

Srengseng Sawah, Jagakarsa
Jakarta - 12640

Detigan hormat,

Bersama (nl Kamil sampaikan basll ddentifikasl/determinasl tumbuhan yang
Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bldang Botani Pusat Penelittan Blolog) -
LIPI Bogor, adalah sebagal berikut -

—_— — —_—

Neo.  No. Kol Jenis Suku

1 | Pohon Kelor | Moringa olelfora Lam Moringacean

Demikian, semogn berguna bagl Saudarnm

Kepaln Bidang anl
Pusat Peneti Biojogs LIFT,
7 ’4

KIP. 19670624 1993032004

CHAlUsery iwindosws TIDesksop dolwmen lia ldent 200 TiAnnisa Fire Ysltantl. doc Amir-Dyg
Page l of !



Lampiran 2. Foto Kebun Moringa oleifera L.
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Lampiran 3. Sertifikat Biakan Murni Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

PT. tmbrioBiote kindo

SERTIFIKAT BIAKAN MURNI
No : 0100/SK/MFL/V/2L

A. Strain Bakterni s Lactobacilluy acidophiliux ATCC 4356
B. Bentuk s Ampul (Biakan Kering Turunan Ke-5)
C. Media Inokulasi 1= ONA/MRSA
« Larutan fisiologis MRSH, dIL
D. Cara Inokulaxi ¢ Secarn aseptis, ampul dibuks dengan pemotong ampul

kemudian kedalamnya diberi 0.1 ml MRSH, garam fisiologis
steril atau pengencer lainnya. Homogenkan dongan cotton
swab steril kemudian goreskan ke dalam  cawan berisi media
CNA/MRSA. Inkubasi pada suhu 35°C < 37°C sclama 24 jam.
Kemudian gores kultur ke media agar minng CNA/MRSA
sebhagm stok kultur. Untuk meyukinkan bakteri tersebut murni
selain digores pada agar miring CNA/MRSA, goreskan juga
pada cawan berisi media selektif yang sesuai dengan bakteri

kultur torsebut.

* MBRIO Food Laboratory
-2 [l I Villa indah Pajajaran Blok 8-17 Pulo Armin Bogor 16143
- Tol62 251 « B340 980 ; Fax G2 251 - N140 980

rPFOSSs sAPENAvERY htipwww.mbirio-lood.com ; emal laboratary@mbo-food.com
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Lampiran 4. Sertifikat Biakan Murni Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (Lanjutan)

PY. EmbrioBiotekinda

o MUORIO Food Laboratory

E & B R I O VIl Indah Pajajaran Dok B-17 Palo Armin Rogor 16343
b -~ Tol6G2 291 « N340 A6 | Fax. G2 251 « N340 UNG
R - PRS- NaNe N eeNy http www mbria-food com | amall; labaratary@mbeoo-foad com

. Hasil Upn Kemurnian Kultur

Namu Lactobacillus acidophillus ATCC 4356
Tanggal Upn : 21 Mei 2021
Hasil 3
Uiji Acinn Hasil Standar
Acuan
CNA/MRSA v v |

Macroscopic Features © Two
colony types are present |, The
predominant colomies are medium
to large |, circular to slightly
irregular, low convex, erose edge
and rough, the other type is small |
circulr, convex, entire edge and v v
smooth.Colonies are translucent
and weakly alpha hemolytic
Microscopic Features : Gram
positive rods wih rounded ends,
occurring singly, in pairs, and in
short chains.

Certificate of Analysis

Ciram Strain

Catalase = =
Conclusion (Pass/Fail) Pass Pass
F. Expire Date ¢ 25 Februari 2022

Lampiran 5. Sertifikat Biakan Murni Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (Lanjutan)



* PT. EmbrioBiotekindo
& 3 MBRIO Food Laboratory
= B R I O AL Vila Indah Pajajaran Blok B-17 Pulo Armin Bogor 16143

Tel 62 251 —B346 286, Fox. 62 251 - 834G 986

TROR SO0V INY B www mbrio-food corm | email: lahoratory @mbrio food com

Hogor, 24 Mer 2021

Aot

Azaria Sabrina
( Manager Teknik Mikrobiologi)

76

Lampiran 6. Sertifikat analisis Bovine Serum Albumin



Certificate of Analysis

1 12018.0025 Albumin fraction V (from bovine serum) Tor

blochemistry
Batch K41706518
Spec Values Bw#ch Values
App earwos
coloaw hightty yelicw shightty ywitow
Aeccngtion lests teads
Azzay ol p (pexraph 1c, calc o
ahy drous sub stance) x®o -~ ol “
Asiny of Alumin (A garose get
electrophoresiiy WO - ~9E0 T
P vabur (3 %5 todmrn chiogids cobuton < =
O3 m2l 1) €2.73
K. (Fotmsnumy -« . .-
Ha (Godnwn) = " *
Mg htagnazimn < -~ e
T Oolalcem) = . "“
Huaty tostalz con Ieel x . R
Fars S e ™
Lomceninpr c 4 oty prcrdiets et Noteitable
Water cxozaeding - Farl Fichey <3 O . S
Adh v 2 9
HADH Mo VIADH g T 5 T2 00 154 dabactat. v
LUH pyvavata gl = %, J5% 0 rect dapeitiat In
March KGaA Frankfurtcr Strafie 260, 64293 Darmstadt (Geimany) +4D G181 720 Fage T ol 2

Lampiran 7. Sertifikat analisis Bovine Serum Albumin (Lanjutan)
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Certificate of Analysis

1 120180025 Albumin fraction V (from bovine serum) for

biochemistry
Batch KA1706518
WNivemrsam ahel)f Tyl (DO MM YTTYE 0112012

Pr. Kut-Augost Reaffes

rraproshle lsborelery me e quedity towtesd
s docwment hae been pooie ed electr arically amd & el wf wiohag @ nigna.a

Meorck KGUA, Frankfurier Strafie 260, 64262 Darmstach (Germany): *&B 6161 720
LA FUI00AN EROADGONNT) VA Lar 502060

Lampiran 8. Sertifikat analisis Folin-Ciocalteu

Page 2012
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SIGMA-ALORICH"

TOO0 Coruem Hhwel. Said L. WS 0T TIRA
Evvwd LA techemor@siel com Dutisde USA sustectuery (et s
Certificate of Analysis

Product Name: FOLIN & CIOCALTEL'S PHENOL REAGENT
10otal o Y detar by tha d of Lowry suitable,
2N

Product Number: Fa252

Bateh Number: BCBRASSTYV

Brand: Sigma-Aldnch

CAS Number:

Formula:

Formuls Welght:

Quality Retosse Dats: 12 APR 2018

Recommended Retest Date: MAR 2020

TEST SPECIFICATION RESULT

APPEARANCE (COLOR) FAINT YELLOW TO VERY DARK YELLOW

YELLOW AND FAINT GREEN-YELLOW
TO VERY DARK GREEN-YELLOW

APPEARANCE (FORM) LU LIQuID

TITRATION (MOLARITY) 10-24N 20N

BIO-TESTS SUITABLE FOR USE IN LOWRY SUITABLE FOR USE IN LOWRY PROTEIN
PROTIIN DETERMINATION DETERMINATION

budl e & g—

Dr. Cuudha et

Manager Quadty Controd

Buchs, Switzenund

Fagmrae Ad it wariarte el B eme of S Gy rebenee o BUtmETUETE rewE SEie Ui PYOGUET COMOTITWG N S e The sumveen

eatiors st sy o wrattatin al Sgrme-Atctuoco For fefhee wruties, clemse ooomecr Barvcs, s e ol e it
o e prathcamer v Sew (wveree shde of pciang shy e -

Sgrre-Akdtuh Comfcule of Anstyan - Mrosud FEIT2 Lt DCTIRESATV Page 1ol 1
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Lampiran 9. Sertifikat analisis Asam Galat

SIGMA-ALDRICH

v ———
080 Gprooe Btreot, Seknt Loces, MO 63103, UBA
“ww com

Tl L28A: Techmery@Dunl com
Outsets USA  sartuchnsrvdDuial com

Froduct Name Certificate of Analysis
GaINe w000 = 87,9302 9% [tiers lon

Prodom Murmtser o73sa

Batch Mumbee: SLIBNT A0V O

Beand HOoa [

CAS Nummer: 148.81.7 Wo

MOL Mundie MrCDHeOON2S 10 O
Formula CTHADS

Formuts Waight 17012 gnet

Quutty Peisssn Duie 20 MAR 2016

Towmt Bpeciiication Fsenm
Appestancy |Calor ) Wiite 11 Baign Whetn
Appeanrsncs (Form) Pow dor Frow e
Salubility  (Gealor| Frterl Ywliow tn ODncs Yoliow Fatert Vtiow
Sohubility (Tueiity ) Clanr 10 Vory Stghtey Hary e

20 mgimi. BON
% Loes an Depeg < 10 “
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Rooney Buobaih, Maneges
Anplytica Secvices
R Lo, Musoun US
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Lampiran 10. Sertifikat analisis DPPH

TRy |
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Lampiran 11. Certificate of analysis Vitamin C

. o ASEAN TECHNICAL COOPERATION IV PHARMACEUTICALS
Programme on ASEAN Reference Substances
Certificate or Analysis
ASCORBIC ACID
ASEAN Reference Standard
Control No. 1103122 N

Description I A white, erystalline powder.
Infrared absorption : Concordant with the reference spectrum of Ascorbic acid
 BPCRS.
* A 0.001% solution in 0.01 M hydrochloric acid exhibits a

maximum at 243 am with A (1%, lcm) about 561 to 573.

Light absorption

Spexific optical rotation 14208 %10+ 209 ° (10% solution)
Acidity or alkalinity PH 21 1023(5% solution)
Assay T 199.81% of CH,0, , calculated on us5 is basis,
i determined by todometric titration method.
Purity by DSC : 98.09% of C,H,0,
Intended use ¢ For chemical assay and identification.
Direction for use : Do not dry before use, 3
Storage : Keep container tightly closed and_fmtcetcd from light,

preferably at the temperaturc about 5 © Cl

Zrr



Lampiran 12. Pembuatan Seduhan Daun Moringa oleifera L.

Dilakukan proses Hard Infusion
pada 85°C selama 30 menit

Penyaringan

Pengenceran

i} |
= ==

|




Lampiran 13. Pembuatan Stok Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356
Diinokulasi ke MRSA dan
diinkubasi pada inkubator
18-24 jam inkubator

Diinokulasi

ke MRSB
NI A

Diinokulasi 20%
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Lampiran 14. Skema Proses Fermentasi.

Kontrol
+

(MRSB)

A
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Lampiran 16. Skema kerja pengukuran aktivitas antibakteri

1 mbo | imt Ll 1 mi tmt Lo Lol ind . Lmi
Lil- o3 > > o 5

100% 50% 25% 125% 625% 3.13% 156% 0.78% 03a%

|

@1 mL TSB dan PDB

@0,5 mL suspensi mikroba uji

Diinkubasi

Diamati dan dihitung
nilai KHM

Hasil KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)
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Lampiran 17. Skema kerja pengukuran aktivitas antioksidan
Lampiran 17a. Skema penetapan panjang gelombang (A) maksimum dan waktu stabil

4 mg serbuk DPPH

Dilarutkan dengan methanol
pro analisis 25.0 mL

v
Larutan DPPH 0.4 mM

Dipipet 1 mL larutan DPPH 0.4 mM
ditambah 10uL vitamin C kemudian
ditambah methanol pro analisis ad 5.0
mL dan diukur waktu serapan stabil

Dipipet 1 mL larutan DPPH 0.4 mM
ditambah methanol pro analisis ad 5.0
mL dan diukur panjang gelombang
maksimum

Panjang gelombang Waktu serapan untuk
serapan maksimum stabil




Lampiran 17b. Skema penetapan kontrol positif

10 mg asam askorbat

Dilarutkan metanol dalam
Labu tentukur 10 mL

Larutan asam askorbat (1000bpj)

Dipipet 1 mL ke labu tentukur
10mL lalu, ditambahkan
Metanol sampai tanda batas

Larutan asam askorbat (100bpj)

I

89

+1mL L.
DPPH Dipipet Dipipet | Dipipet Dipipet Dipipet Dipipet
0.4mM 25uL 50uL 75uL 100pL 125uL 150 bpj
v v v v
’;ar:‘netzz‘g' Larutan uji Larutan Larutan uji Larutan Larutan uji Larutan
e 05bpj | uji1bpj 1.5 bpj uji 2 bpj 2.5 bpj uji 3 bpj
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
Diukur serapannya pada A 515.5 nm
Serapan Serapan Serapan Serapan Serapan Serapan
konsentrasi konsentrasi konsentrasi konsentrasi konsentrasi konsentrasi
0.5 bpj 1 bpj 1.5 bpj 2 bpj 2.5 bpj 3 bpj
! | ]
Dihitung nilai ICso Nilai ICso
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Lampiran 17c. Skema penetapan antioksidan hasil fermentasi daun Moringa oleifera L.

Sampel hasil fermentasi

Dipipet sesuai konsentrasi substratnya
Masing-masing ke dalam labu
Tentukur 25mL lalu, ditambah
Metanol sampai tanda batas

v

Larutan fermentasi (250 pg/mL)

+1mL
DPPH Dipipet Dipipet Dipipet Dipipet Dipipet
0.4mM + 500uL 1000pL 1500pL 2000 pL 2500bpj
metanol \
sampai 5
mL Larutan uji La.r.utan La_r_utan Larutan uji Lia_rutan
25pg/mL uji 50 uji 75 100 pg/mL uji 125
pg/mL pg/mL pg/mL
| | | |
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
Diukur serapannya pada A 515.5 nm
Serapan Serapan Serapan Serapan Serapan
Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi
25 pg/mL 50 pg/mL 75 pg/mL 100 pg/mL 125 pg/mL
Dihitung menggunakan rumus:

%penghambatan=(AbSbianko-AbSy;ji)/
AbSbIanko X 100%
Diregresi dan dihitung nilai 1Cso dengan

rumus y=a+bx
Nilai 1Cso
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