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ABSTRAK

Berdasarkan penelusuran pustaka, bagian daun dan kulit mangium (Acacia
mangium)merupakan limbah hasil tebangan hutan rakyat yang potensial dikembangkan
sebagai sediaan antioksidan. Namun, penelitian sebelumnya belum menggunakan pelarut
yang dipersyaratkan BPOM yang aman dikonsumsi manusia, yaitu air dan etanol. Untuk itu,
tujuan penelitian ini adalah menentukan konsentrasi etanol yang menghasilkan ekstrak
daun dan kulit mangium dengan rendemen dan aktivitas antioksidan yang tinggi, dan dosis
yang aman dikonsumsi, serta menganalisis karakteristik kimia ekstrak prospektif sebagai
sediaan antioksidan terstandar. Untuk menjawab tujuan penelitian, ekstraksi daun dan kulit
mangium dilakukan secara sokletasi dengan variabel ekstraksi adalah konsentrasi etanol
dalam air (0%,30%, dan 70%). Ekstrak yang diperoleh ditetapkan rendemennya dan diuji
aktivitas dengan metode DPHH secara in vitro. Ekstrak prospektif yang ditentukan
berdasarkan rendemen dan aktivitas antioksidannya selanjutnya diuji toksisitas akut secara in
vivo dengan mencit. Karakterisasi kimia dilakukan dengan analisis kadar fenol total dan
kadar flavonoid.

keyword: Acacia mangium, antioksidan, toksisitas akut
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Kebutuhan kayu nasional saat ini sebanyak 57,1 juta m® per tahun, tetapi kemampuan
hutan alam dan hutan tanaman industri hanya mampu menyediakan + 45,8 juta m® (KLH
2007). Defisit kebutuhan kayu sebesar 11,3 juta m* dapat dipenuhi dari hutan tanaman. Salah
satu tanaman hutan tanaman adalah Acacia mangium (mangium). Mangium memiliki luasan
80% dari luas areal hutan tanaman di Indonesia (Dephut 2003). Kayu mangium digunakan
untuk industri pulp dan dalam bentuk panel kayu (Lukmandaru et al. 2010). Kayu mangium
memiliki beberapa kelebihan yaitu cukup tahan terhadap cuaca dan kondisi normal, proses
pengerjaannya mudah sehingga menghasilkan kayu yang halus, daya pegang sekrup dan paku
kuat, serta memiliki kemampuan penetrasi lem yang baik. Seiring makin banyaknya kayu
mangium digunakan untuk produksi maka semakin banyak limbah yang dihasilkan.

Efisiensi pemanfaatan hasil hutan masih sangat rendah karena 75% dari potensi
tegakan yang ada berupa limbah, yaitu 50% limbah tebangan berupa daun dan kulit serta
25% limbah pengolahan berupa potongan-potongan kayu (Syafii 2008). Selama ini limbah
daun dari penebangan tidak dimanfaatkan sedangkan limbah kulit dari pengolahan industri
hasil hutan hanya dimanfaatkan sebagai bahan bakar boiler (Supriadi dan Wahyono 2007).
Hal ini menyebabkan perlunya upaya peningkatan efisiensi dan nilai tambah pemanfaatan
hasil hutan. Salah satunya dengan memanfaatkan limbah tersebut. Pemanfaatan pun
dilakukan dengan memanfaatkan komponen kimia dalam limbah seperti zat ekstraktif (Syafii
2008). Salah satunya adalah memanfaatkan zat ekstraktif dari daun dan kulit sebagai bahan
baku sediaan obat.

Pemanfaatan tumbuhan sebagai bahan baku obat oleh masyarakat Indonesia
mengalami peningkatan akibat tren “back to nature”. Pengalaman empiris masyarakat dan
pembuktian ilmiah menunjukkan bahwa zat ekstraktif dalam daun dan kulit berpotensi
sebagai sumber antioksidan (Hembing 2000, Chang et al. 2002, Chia et al. 2007, Chen et al.
2009, Nahak dan Sahu 2010, Sari et al. 2013, Ghimeray AK et al. 2009 ). Pemanfaatan
bahan alami sebagai antioksidan ini perlu dikembangkan karena antioksidan yang beredar di
pasaran adalah antioksidan sintetis. Antioksidan sintetis dapat menyebabkan peningkatan
terjadinya karsinogenik sehingga dapat membahayakan kesehatan manusia (Amarowicz et al.
2000). Selain itu, antioksidan sintetik juga dapat menjadi toksik untuk penggunaan dalam
jangka waktu lama (Astuti 2009).

Zat ekstraktif daun dan kulit mangium berpotensi mengandung senyawa antioksidan.
Hasil penelitian Sari et al. (2013) menunjukkan bahwa ekstrak metanol kulit dan daun
mangium memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi dengan nilai ECs, 7,6 pg/mL dan
26,6 pg/mL. Kedua ekstrak mangium tersebut potensial dikembangkan sebagai sediaan
antioksidan karena Minami et al (1998) menyatakan bahwa suatu senyawa tergolong sangat
aktif sebagai antioksidan bila nilai ECso< 10 pg/mL, aktif bila nilai ECso< 10-100 pg/mlL,
dan tidak aktif bilaECso> 100 pg/mL. Akan tetapi,penggunaan metanol sebagai pelarut tidak
disyaratkan oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan. BPOM (2010) mensyaratkan pelarut
yang digunakan untuk mengekstrak zat berkhasiat tumbuhan dalam aplikasi pembuatan
sediaan obat adalah air dan etanol dalam berbagai konsentrasi. Oleh karena itu penelitian
ekstraksi dengan etanol perlu dilakukan.

Potensi antioksidan tidak hanya dapat ditentukan secara in vitro tetapi juga dapat
dilakukan pengujian toksisitas akut. Toksisitas akut dilakukan untuk memperoleh dosis aman
sebagai pendahuluan aplikasi dari penggunaan ekstrak. Oleh karena itu, penelitian mengenai
ekstraksi daun dan kulit mangium sebagai sediaan antioksidan menggunakan pelarut air dan
etanol dalam berbagai konsentrasi perlu dilakukan untuk menghasilkan ekstrak dengan
rendemen dan aktivitas antioksidan yang tinggi serta aman dikonsumsi.



Perumusan Masalah
Ekstrak daun dan kulit mangium dari ekstraksi metanol menghasilkan aktivitas
antioksidan yang sangat kuat yaitu ECs sebesar 26.6 «g/mL pada daun dan kulit 26.6 «g/mL
pada kulit (Sari et al. 2013). Penggunaan metanol berbahaya jika digunakan dan penelitian
tersebut hanya pendahuluan awal melihat potensi antioksidan pada daun dan kulit mangium.
Penelitian sebelumnya hanya sebatas pengujian in vitro antioksidan dan belum mengarah
pada aplikasi. Oleh karena itu permasalahan yang akan dijawab dalam penelitian ini adalah:
1. Rendemen ekstrak daun dan kulit mangium yang dihasilkan dari ekstraksi dengan
metode perebusan dengan air dan sokletasi dengan etanol bebagai konsentrasi
2. Ekstrak prospektif sebagai sediaan antioksidan berdasar rendemen dan aktivitas
antioksidan secara in vitro.
3. Karakteristik komponen kimia dari eksrak daun dan kulit mangium dan ekstrak
yang menunjukan ekstrak prospektif.
4. Dosis yang aman dikonsumsi dari ekstrak prospektif.

Tujuan Program
Penelitian ini bertujuan :

1. Menetapkan rendemen hasil ekstraksi daun dan kulit mangium dengan air dan
etanol dari berbagai konsentrasi

2. Menguji aktivitas antioksidan secara in vitro.

3. Menentukan ekstrak prospektif berdasar rendemen dan akivitas antioksidan
berdasarkan nilai ECso.

4. Menentukan dosis yang aman dari ekstrak prospektif berdasarkan uji in vivo.

Luaran Yang Diharapkan
Luaran yang diharapkan dari penelitian ini adalah memperoleh data ilmiah yang
dapat dipublikasikan di terbitan berkala ilmiah atau media cetak.

TINJAUAN PUSTAKA
Limbah Mangium

Mangium merupakan salah satu jenis tanaman kehutanan yang paling umum
digunakan untuk program pembanguna hutan tanamaan di kawasan Asia dan Pasifik.
Mangium banyak ditanam untuk industri pulp maupun penggergajian. Industri pulp dan
penggergajian hanya memanfaatkan kayu mangium sedangkan kulit hanya menjadi limbah.
Limbah kulit mangium biasa digunakan sebagai bahan baku boiler pada industri hasil hutan
(Supriadi dan Wahyono 2007). Namun beberapa penelitian kulit mangium sebagai perekat
tanin dan bahan penyamak nabati kulit yang belum diaplikasikan (Alfindo 2009, subyakto
dan Bambang 2003 dalam Alfiando 2009). Limbah daun tidak memberi nilai ekonomis bagi
perusahaan sehingga hanya dimanfaatkan sebagai jalan sarad saat pemanenan agar tidak
terjadi kepadatan tanah (Puspitasari 2005).

Ekstraksi
Harborne (1996) menyatakan bahwa ekstraksi adalah proses yang secara selektif
mengambil zat terlarut dari suatu campuran dengan bantuan pelarut. Metode ekstraksi
bergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak. Metode ekstraksi yang digunakan
tergantung pada beberapa faktor, yaitu tujuan yang ingin dicapai dari ekstraksi, skala



ekstraksi, sifat-sifat komponen yang akan diekstrak dan sifat-sifat pelarut yang digunakan.
Metode yang banyak digunakan adalah ekstraksi menggunakan pelarut.Ekstraksi dengan
pelarut dapat dilakukan dengan maserasi dan sokletasi. Sokletasi merupakan ekstraksi dengan
menggunakan pelarut secara berulang-ulang. Sokletasi memiliki kelebihan murah,
menggunakan sedikit pelarut dan waktu yang dibutuhkan sedikit. Namun sokletasi juga
memiliki kelemahan yaitu alat yang digunakan cukup rumit sehingga diperlukan keahlian
atau tenaga teknis dalam menggunakan soklet.

Antioksidan

Antioksidan merupakan zat yang bermanfaat untuk menghambat serta mencegah
proses oksidasi. Penggunaan bahan alami sebagai obat makin berkembang seiring dengan
makin bertambahnya pengetahuan tentang aktifitas radikal bebas terhadap beberapa penyakit
degeneratif seperti penyakit jantung dan kanker (Boer 2000). Antioksidan diketahui dapat
menghambat kerja radikal bebas. Radikal bebas adalah spesies yang tidak stabil karena
memiliki elektron yang tidak berpasangan dan mencari pasangan elektron dalam
makromolekul biologi.

METODE PENDEKATAN

Tahapan Penelitian
Persiapan Bahan Baku
Persiapan bahan baku diawali dengan penyacahan kecil-kecil dari contoh uji berupa
bagian daun dan kulit mangium kemudian dikeringudarakan. Setelah kering, contoh uji
digiling dengan menggunakan hammer mill dan disaring hingga berbentuk serbuk dengan
ukuran seragam (40-60 mesh) sebanyak 30 g untuk setiap ulangan.

Ekstraksi

Ekstraksi yang dilakukan menggunakan pelarut air dan etanol dengan konsentrasi 30
dan 70%. Ekstraksi kulit dan daun mangium dengan air dilakukan dengan cara perebusan
pada suhu 100 °C selama 3 jam. Ekstraksi dengan etanol 30 dan 70% menggunakan metode
sokletasi pada suhu 70 °C selama 12 jam (Lampiran 1).

Uji Antioksidan (Leu et al. 2006)

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan penangkal bebas DPPH.
Ektrak dilarutkan dalam DMSO menjadi larutan induk dan diencerkan menjadi beberapa
konsentrasi. Setiap lubang mikroplat terdiri atas larutan ekstrak dan DPPH kemudian
diinkubasi 30 menit dan diukur dengan elisa reader pada Amaks 517 nm (Lampiran 1).

Uji Toksisitas Akut (OECD 2001)

Uji toksisitas akut dilakukan terhadap ekstrak prospektif yaitu berdasarkan rendemen
dan aktivitas antioksidannya. Mencit percobaan diadaptasi selama 2 minggu dan diberi
pengobatan agar mencit sehat sebelum diberi perlakuan. Dosis yang diberikan sesuai dengan
konsetrasi hasil uji antioksidan. Pengamatan dilakukan selama 7 hari (Lampiran 1).

Karakterisasi Kimia Ekstrak Prospektif

Uji Kadar Phenol Total (Indrayani et al 2006)

Sampel ekstrak sebanyak 0,1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
ditambahkan 0,1 Larutan Folin Ciocalteu reagen 50% dan 2 ml larutan natrium karbonat
(Na2CO3) 2% lalu disimpan dalam tempat gelap selama 30 menit. Absorbansi larutan ekstrak
dibaca pada panjang gelombang 750 nm dengan spektrofotometer UV-Vis.

Uji Kadar Flavonoid (Indrayani et al 2006)



Sebanyak 0,1 g ekstrak dimasukan ke dalam gelas piala kemudian ditambahkan 10 ml
air panas dan didihkan selama 5 menit. Setelah itu, disaring dan filtratnya digunakan untuk
pengujian. Filtrat dimasukan ke dalam tabung reaksi lalu ditambahkan 0,5 g serbuk Mg, 1 ml
HCI pekat, dan 1 ml amil alcohol kemudian dikocok dengan kuat. Uji positif flavonoid
ditandai dengan terbentuknya warna merah, kuning, atau jingga pada lapisan amil5alkohol.

PELAKSANAAN PROGRAM

Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Hasil Hutan Fakultas Kehutanan
Institut Pertanian Bogor (IPB), Pusat Studi Biofarmaka IPB, Laboratotium kimia analitik
departemen kimia IPB, laboratorium Pusat Antar Universitas (PAU) dan laboratorium
patologi Fakultas Kedokteran Hewan IPB. Penelitian dilaksanakan selama lima bulan dimulai
dari bulan Februari 2014 sampai dengan bulan Juni 2014.

Tahapan Pelaksanaan

No. Kegiatan Bulan
Bulan ke-1 | Bulanke-2 | Bulanke-3 | Bulan ke-4
112|134
1 | Penelusuran Literatur
2 | Peminjaman
Laboratorium
3 | Penyiapan Bahan-
bahan Penelitian
4 | Penelitian Pendahuluan
5 | Analisis Data Hasil
Penelitian Pendahuluan
6 | Uji Antioksidan
7 | Uji Toksisitas Akut
8 | Uji Kadar Phenol Total
dan flavonoid
9 | Penyusunan Laporan
Rekapitulasi Rancangan dan Realisasi Biaya
Pemasukan : 1.Dikti : Rp11.500.000, 00
Tanggal Uraian jumlah | Harga satuan Total
(Rp) (Rp)
28 Januari 2014 | S€Wa lab, aquades , kertas 1 540.000
saring
12 Februari 2014 | Etanol, alcohol teknis dan 1 825.000
alumunium foil
26 Februari 2014 | Water pump untuk evaporasi 1 50.000 50.000
Tranportasi ke toko kimia 1 10.000 10.000
5 maret 2014 Transportasi ke biofarmaka 1 20.000 20.000
Botol dan etanol 126.000
7 maret 2014 Alumunium foil 3 15.000 15.000




Spon kawat 1 2.000 2.000
Corong kaca 1 22.500 22.500
10 maret 2014 | Etanol teknis 4 50.000 200.000
aquades 1 100.000 100.000
11 maret 2014 | Transportasi ke biofarmaka 1 20.000 20.000
Print hitam putih 30 200 6000
20 maret 2014 Print warna 1 500 500
21 maret 2014 | Transport ke biofarmaka 1 20.000 20.000
25 maret 2014 | I ransportasi Herbarium 1 10.000 10.000
Bogoriense LIPI
1 april 2014 Transportasi ke kimia analitik 1 10.000 10.000
Transportasi ke biofarmaka 1 20.000 20.000
10 april 2014 Print hitam putih 10 300 3.000
Print warna 10 500 5.000
14 april 2014 Print hitam putih 50 300 15.000
Print warna 2 500 1000
14 april 2014 Uji kadar fenol total 8 560.000 4.480.000
Sewa laboratorium dan jasa 1 195.000 195.000
. print 30 300 9.000
16 april 2014 e oy 40 100 4.000
20 mei 2014 DP kadar total flavonoid 1 1.150.000 1.150.000
. Transportasi ke laboratorium
21 mei 2014 SIG dan Labkesda 1 20.000 20.000
Pembelian mencit 9 10.000 90.000
25 mei 2014 Pakan mencit 5 kg 8.000 40.000
Serbuk kayu 1 20.000 20.000
Ember (perlengkapan pakan
28 mei 2014 mencit) 3 15.000 45.000
Perlengkapan mencit 1 25.000 25.000
19 juni 2014 effendorf 50 1000 50000
syringe 36 2000 72000
Pot untuk organ 36 1000 36000
27 juni 2014 Uji MDA 9 250000 2250000
21 juli 2014 Uji MDA lanjutan
Total 10507000

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen Ekstrak

Rendemen eksrak daun dan kulit mangium dari ekstraksi air dan etanol berbagali
konsentrasi beragam. Gambar 1 menunjukan nilai rendemen ekstrak daun yang lebih tinggi
dibanding kulit mangium.
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Jenis Ekstraksi

Gambar 1 Rendemen ekstrak daun dan kulit dari ekstraksi air dan etanol berbagai konsentrasi..

Ekstrak daun dan kulit mangium memiliki rendemen yang berbeda pada tingkat
konsentrasi yang berbeda. Ekstrak kulit hasil ekstraksi air memiliki rendemen paling tinggi.
Hal ini dikarenakan semakin rendah tingkat kepolaran suatu pelarut maka semakin rendah
rendemen yang dihasilkan (Ramadhan 2009). Ekstrak daun hasil ekstraksi etanol 30%
memiliki rendemen yang tertinggi diikuti hasil ekstraksi air dan etanol 70%. Rendemen yang
dihasilkan penelitian ini sama dengan penelitian Irwan (2011). Hasil penelitian Irwan (2011)
pada daun wungu dengan pelarut air, etanol konsentrasi 30 dan 70% menunjukan hasil
rendemen tertinggi yaitu pada etanol 30% diikuti air dan etanol 70%. Pelarut menentukan
rendemen yang dihasilkan. Gamse (2002) menyatakan bahwa pelarut yang digunakan harus
mampu menarik komponen aktif dari campuran sampel.

Uji antioksidan secara in vitro

Hasil pengujian menunjukan hubungan antara konsentrasi ekstrak dengan persen
penangkapan radikal bebas (Gambar 2). Semakin meningkat konsentrasi ekstrak maka
semakin meningkat penangkapan radikal bebas. Hal ini mengindikasikan bahwa ekstrak daun
dan kulit mangium mengandung senyawa antioksidan .
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Gambar 2 Hubungan antar(a )konsentrasi ekstrak kulit (a) dan daun mangium (lg) )dari ekstraksi air dan etanol
berbagai konsentrasi, dengan penangkapan radikal bebas DPPH, persamaan regresi (a) ekstrak kulit ekstraksi air
( @ etanol 30% () dan etanol 70% ( WEserta (b) ekstrak daun ekstraksi air ( 4 ,etanol 30% (4} dan etanol
70% (™),

Interpolasi konsentrasi ekstrak daun dan kulit mangium dengan persen penangkapan
radikal bebas menghasilkan nilai ECso yang bervariasi. Menurut Minami (1998), antioksidan
dinyatakan tidak aktif bila memiliki ECsp> 100 pg/mL, aktif bila EC5010-100 pg/mL dan
sangat aktif EC50<10 pg/mL. Gambar 3 menunjukkan aktivitas antioksidan ekstrak daun dan
kulit mangium dari ekstraksi air dan etanol berbagai konsentrasi.

50 43
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Gambar 3 Aktivitas antioksidan ekstrak daun dan kulit mangium dari ekstraksi air dan etanol berbagai
konsentrasi.



Ekstrak kulit dari ekstraksi air dan etanol konsentrasi 30 dan 70% memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat karena memiliki ECso< 10pug/mL. Daun mangium dari ekstraksi
air memiliki aktivitas antioksidan yang aktif sedangkan dengan etanol konsentrasi 30 dan
70% memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat.

Kadar Total Fenol

Fenol merupakan senyawa aromatis dengan gugus OH yang mudah teroksidasi
menjadi gelap jika terkena cahaya (Robinson 1995).Penentuan kadar total fenol dilakukan
untuk mengetahui potensi ekstrak daun dan kulit mangium sebagai antioksidan yang mampu
menangkal radikal bebas. Chenet al. (1996) menyatakan bahwa senyawa fenol berfungsi
sebagai antioksidan. Gambar 4 menunjukkan kadar total fenol yang bervariasi pada ekstrak
daun dan kulit mangium dari ekstraksi air dan etanol berbagai konsentrasi.
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Jenis Pelarut Ekstraksi

Gambar 4 Kadar total fenol ekstrak daun dan kulit mangium dari hasil ekstraksi air dan etanol berbagai
konsentrasi.

Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak kulit mangium memiliki kadar total fenol
yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak daun mangium. Ekstrak kulit dan daun
mangium dari ekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% menghasilkan kadar total fenol
tertinggi. Sedangkankadar total fenol terendah dihasilkan oleh ekstrak kulit dan daun
mangium dari ekstraksi menggunakan pelarut air (Gambar 4). Hal ini disebabkan oleh tingkat
kepolaran pelarut yang digunakan. Katja dan Suryanto (2009) dalam Dungir et al.(2012)
menyatakan bahwa etanol merupakan pelarut yang efektif dalam ekstraksi komponen fenolik
dari bahan alam. Semakin rendah tingkat kepolaran pelarut maka semakin tinggi kadar total
fenol yang dihasilkan.

Kadar Flavonoid

Pengujian kadar flavonoid dilakukan pada seluruh ekstrak kulit dan daun mangium
berbagai jenis pelarut ekstraksi. Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui ekstrak yang
memiliki kadar flavonoid tertinggi karena golongan senyawa yang diduga memiliki aktivitas
sebagai antioksidan adalah flavonoid. Gambar 5 menunjukkan kadar flavonoid yang beragam
dari setiap ekstrak.
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Gambar 5 Kadar flavonoid ekstrak kulit dan daun mangium.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak daun mangium yang menggunakan
pelarut etanol memiliki kadar flavonoid lebih tinggi dibandingkan dengan kulit mangium.
Namun, ekstrak daun mangium memiliki kadar flavonoid lebih rendah dibandingkan kulit



mangium yang menggunakan pelarut air. Kadar flavonoid tertinggi terdapat pada ekstrak
daun mangium dengan pelarut etanol 70% yaitu sedangkan kadar flavonoid terendah terdapat
pada ektrak daun mangium dengan pelarut air (Gambar 5). Senyawa flavonoid mengandung
senyawa aktif antioksidan (Murningsih 2012). Kadar flavonoid berkorelasi positif dengan
aktivitas antioksidan.

Kadar Malondialdehida (MDA)

Pengujian MDA dilakukan untuk memastikan khasiat antioksidan dari ekstrak daun
dan kulit mangium terhadap tubuh mencit. Pengujian ini harus dilakukan sebelum pengujian
toksisitas akut. MDA merupakan parameter radikal bebas dalam tubuh. Tabel 1 menunjukan
kadar MDA pada kontrol, ekstrak kulit mangium dosis 8.4 mg/Kg BB mencit, dan ekstrak

Jenis ekstrak Kadar MDA (pmol)
kontrol 0.158
D30 0.103
K30 0.185

daun mangium dosis 26 mg/Kg BB mencit.
Tabel 1. Kadar MDA pada tubuh mencit
*rerata tiga kali ulangan.

Tabel 1 menunjukkan dengan pemberian ekstrak daun mangium dapat menurunkan
kadar MDA dibanding kontrol. Hal ini mengindikasikan bahwa ekstrak daun mangium
mengandung antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas. MDA pada kulit mangium
mengalami peningkatan dibanding kontrol. Ekstrak kulit mangium pada dosis ini tidak
mengindikasikan adanya antioksidan pada tubuh mencit. Hal ini diduga pemberian dosis yang
terlalu rendah. Hasil analisis statistik dengan SPSS 16 menunjukkan hasil yang tidak
signifikan (p=0.196). Hal ini diduga karena waktu pencekokan yang terlalu singkat yaitu satu
kali pencekokan. Sehingga perlu dilakukan pengujian lanjutan dengan waktu pencekokan
lebih panjang yaitu selama 7 hari.
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