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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA DENGAN KLT DENSITOMETRI DAN UJI
AKTIVITAS ANTIBAKTERI KOMBINASI EKSTRAK DAUN
MENTIMUN (Cucumis sativus L..) DAN DAUN PARE (Momordica
charantia L.) TERHADAP Staphylococcus aureus

Oleh

Nurrahmi Putri Zaidani

Latar Belakang: Penggunaan antibiotik secara berlebihan mampu meningkatkan
risiko terjadinya resistensi antibiotik. Tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai
obat tradisional karena memiliki aktivitas farmakologi sebagai antibakteri adalah
daun mentimun dan daun pare. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan
karakterisasi senyawa dengan Kromatografi Lapis Tipis Densitometri dan uji
aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak etanol daun mentimun (Cucumis sativus L.)
dan daun pare (Momordica charantia L.) pada Staphylococcus aureus.

Metode: Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan menentukan
karakterisasi senyawa dan kadar flavonoid pada daun tunggal mentimun dan pare
dengan KLT Densitometri (mgQE/g ekstrak) serta aktivitas antibakteri kombinasi
ekstrak daun mentimun dan daun pare dengan perbandingan 1:0, 0:1, 1:3, 1:1, dan
3:1 %b/v dengan metode difusi sumuran pada Staphylococcus aureus. Analisis
statistik dilakukan dengan One Way ANOVA dengan taraf kepercayaan 95%.
Hasil: Nilai Rf daun mentimun adalah sebesar 0,28 dan 0,29 dengan kadar
flavonoid sebesar 0,51% (5,1 mgQE/g ekstrak). Nilai Rf daun pare adalah 0,30
dengan kadar flavonoid sebesar 0,37% (3,7 mgQE/g ekstrak). Aktivitas antibakteri
pada kombinasi daun mentimun dan daun pare dengan konsentrasi 1:0, 0:1, 1:3,
1:1, dan 3:1 %b/v memiliki nilai zona hambat berturut-turut sebesar 7,05 mm, 5,41
mm, 11,56 mm, 5,25 mm, dan 11,15 mm. Hasil analisis data menunjukkan nilai p-
value <0,001 yang mengindikasikan terdapat perbedaan signifikan pada kombinasi
sampel.

Kesimpulan: Kombinasi ekstrak etanol dan daun pare mengandung senyawa
flavonoid dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.

Kata Kunci: Aktivitas Antibakteri, Daun Mentimun, Daun Pare, Ekstrak,
Flavonoid, Kombinasi



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF COMPOUNDS USING TLC
DENSITOMETRY AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY TESTING OF THE
COMBINATION OF CUCUMBER LEAVES EXTRACT (Cucumis sativus
L.) AND BITTER MELON LEAVES EXTRACT (Momordica charantia L.)
AGAINST Staphylococcus aureus

Oleh

Nurrahmi Putri Zaidani

Background: Excessive use of antibiotics can increase the risk of antibiotic
resistance. Plants that can be utilized as traditional medicines due to their
pharmacological activity as antibacterials include cucumber leaves and bitter melon
leaves. This study aimed to characterize compounds using Thin Layer
Chromatography Densitometry and to evaluate the antibacterial activity of
combined ethanol extracts of cucumber leaves (Cucumis sativus L.) and bitter
melon leaves (Momordica charantia L.) against Staphylococcus aureus.

Methods: This experimental study determined compunds characterization and
flavonoid content of single-leaf extracts of cucumber and bitter melon using TLC
Densitometry (mgQE/g extract), evaluated the antibacterial activity of extract
combinations at ratios of 1:0, 0:1, 1:3, 1:1, and 3:1 (% w/v) using the well diffusion
method against Staphylococcus aureus. Data analysis was performed using One-
Way ANOVA with a 95% confidence level.

Results: The Rf values for cucumber leaves were 0.28 and 0.29, with a flavonoid
content of 0.51% (5.1 mg QE/g extract). The Rf value of bitter melon leaves was
0.30, with a flavonoid content of 0.37% (3.7 mg QE/g extract). The antibacterial
activity of the combination of cucumber and bitter melon leaf extracts at ratios of
1:0, 0:1, 1:3, 1:1, and 3:1 (% w/v) resulted in inhibition zone values of 7.05 mm,
5.41 mm, 11.56 mm, 5.25 mm, and 11.15 mm, respectively. Data analysis resulted
a p-value <0,001, indicating a significant difference among the samples.
Conclusion: The combination of ethanol extracts of cucumber leaves and bitter
melon leaves contains flavonoid compounds and exhibits antibacterial activity
against Staphylococcus aureus.

Keywords: Antibacterial Activity, Bitter Melon Leaves, Combinations, Cucumber
Leaves, Extract, Flavonoids.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Infeksi merupakan suatu keadaan yang disertai atau tanpa disertai gejala klinik
sebagai akibat dari paparan mikroorganisme patogen (Permenkes, 2017). Salah
satu patogen yang dapat menyebabkan penyakit infeksi pada manusia adalah
bakteri Staphylococcus aureus. Bakteri ini merupakan penyebab penyakit
infeksi yang banyak terjadi di negara tropis, salah satunya Indonesia (Khasanah
& Emillia, 2024). S.aureus merupakan agen utama yang berperan dalam
kejadian pneumonia dan infeksi saluran pernapasan lainnya, infeksi
kardiovaskular, dan bakteremia nosokomial (Cheung ef al., 2021). Bakteri ini
mengolonisasi manusia di berbagai bagian tubuh, seperti kulit, aksila, dan
lubang hidung (Rasheed & Hussein, 2021). Bakteri S. aureus mengolonisasi
sekitar 30% manusia dengan memberikan tanda-tanda yang khas pada penyakit
yang ditimbulkannya, seperti terbentuknya abses, peradangan, dan nekrosis.
Umumnya, infeksi yang ditimbulkan dapat berupa furunkel ringan hingga
piemia fatal (Khairunnisa et al., 2023; Niken & Yusuf, 2024). Pengendalian
infeksi yang ditimbulkan oleh S. aureus dapat dilakukan dengan pemberian

antibiotik (Niken & Yusuf, 2024).

Antibiotik merupakan senyawa kimia yang memiliki fungsi untuk menghambat
pertumbuhan dan membunuh bakteri penyebab penyakit yang dihasilkan dari
organisme eukariotik, tanaman, dan jamur (Syafridah, 2022). Namun,
penggunaan antibiotik secara berlebihan mampu meningkatkan risiko
terjadinya resistensi antibiotik. Diperkirakan sekitar 1,27 juta dari 4,95 juta
kematian disebabkan oleh resistensi antibiotik langsung oleh bakteri dengan
Indonesia termasuk dalam kelompok lima negara dengan peningkatan

konsumsi antimikroba tertinggi pada tahun 2030 secara global (WHO, 2025).



Salah satu alternatif yang dapat digunakan sebagai agen untuk melawan infeksi
bakteri adalah obat dari bahan alam yang memiliki aktivitas farmakologi
sebagai antibakteri. Obat bahan alam merupakan produk yang dibuat dari
campuran atau bahan tunggal yang berasal dari sumber daya alam seperti
hewan, tumbuhan, mineral, mikroorganisme, maupun bahan alam lainnya yang
secara turun-temurun dimanfaatkan untuk mencegah, menjaga, meningkatkan,
mengobati, atau memulihkan kesehatan berdasarkan bukti empiris atau ilmiah
(Peraturan Pemerintah, 2024). Tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat
tradisional karena memiliki aktivitas farmakologi sebagai antibakteri adalah
daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.)

(Undap et al., 2017; Widiawati et al., 2022).

Daun pare mengandung senyawa metabolit sekunder seperti tanin, flavonoid,
fenol, saponin, alkaloid, dan steroid (Azizah & Widya Wati, 2018; Rizal ef al.,
2022). Penelitian yang dilakukan oleh Rizqiana et al (2021) mengukur daya
hambat ekstrak etanol daun pare (Momordica charantia L.) terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan metode difusi dengan
melihat zona bening disekitar cakram pada konsentrasi ekstrak etanol daun
pare 5%; 7%; dan 9%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun pare
memberikan daya hambat secara berturut-turut adalah 4,9 mm, 5,7 mm, dan

7,9 mm.

Penapisan fitokimia ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.)
menunjukkan bahwa ekstrak daun mentimun mengandung senyawa metabolit
sekunder saponin, tanin, steroid, flavonoid, dan alkaloid (Senaen et al., 2022).
Penelitian lain yang dilakukan oleh Widiawati et a/ (2022) menguji aktivitas
farmakologi ekstrak etanol daun mentimun terhadap pertumbuhan bakteri
Propionibacterium acne dan Staphylococcus epidermidis. Ekstrak daun
mentimun dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96% lalu diuji aktivitasnya
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Propionibacterium acne dan

Staphylococcus epidermidis melalui metode difusi sumuran. Konsentrasi



1.2.

ekstrak yang digunakan adalah 25%; 50%; dan 75%, dengan diameter

hambatan berturut-turut sebesar 9,85 mm, 10,28 mm, dan 10,53 mm.

Berdasarkan kajian tersebut, telah diketahui bahwa daun mentimun dan daun
pare memiliki aktivitas antibakteri. Namun, belum terdapat penelitian yang
membahas secara spesifik mengenai kadar flavonoid total melalui karakterisasi
senyawa pada daun mentimun dan daun pare menggunakan instrumen analisis
kromatografi lapis tipis densitometri dan aktivitas antibakteri dari kombinasi
ekstrak etanol kedua tanaman tersebut. Hal itulah yang menjadi latar belakang
peneliti untuk melakukan penelitian mengenai karakterisasi senyawa dengan
kromatografi lapis tipis densitometri serta aktivitasi antibakteri dari kombinasi
ekstrak daun mentimun dan daun pare dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus menggunakan metode maserasi dengan pelarut

etanol 96% dengan variasi konsentrasi 1:0, 0:1, 1:3, 1:1, dan 3:1 %b/v.

Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana hasil penapisan fitokimia dan karakterisasi KLT Densitometri
ekstrak etanol daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare
(Momordica charantia L.)?

2. Bagaimana aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus?

3. Bagaimana efektivitas aktivitas antibakteri dari daun tunggal
dibandingkan dengan kombinasi ekstrak etanol daun mentimun (Cucumis
sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) dalam menghambat

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus?



1.3. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Mengidentifikasi hasil karakterisasi penapisan fitokimia dan KLT
Densitometri dari ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun

pare (Momordica charantia L.).

. Mengkaji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak daun mentimun

(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) dalam

menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

. Menganalisis efektivitas aktivitas antibakteri antara ekstrak daun tunggal

dan kombinasi ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare
(Momordica charantia L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri

Staphylococcus aureus.

1.4. Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.4.1.Manfaat Bagi Peneliti

1.4.2.

Manfaat yang diperoleh peneliti melalui penelitian ini adalah untuk
meningkatkan pengetahuan mengenai penapisan fitokimia, karakterisasi
tanaman menggunakan metode KLT Densitometri, serta aktivitas
antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol daun mentimun (Cucumis
sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.). Penelitian ini juga
diharapkan dapat menjadi sumber informasi dan sumber referensi bagi
peneliti lain dalam melakukan penelitian lanjutan terutama mengenai
isolasi senyawa aktif pada daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun

pare (Momordica charantia L.).

Bagi Masyarakat

Penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan oleh masyarakat luas untuk
menjadi sumber informasi yang lebih bijak dalam memanfaatkan bahan

alam sebagai pengobatan tradisional.



1.4.3. Bagi Institusi

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi untuk
pengembangan ilmu pengetahuan khususnya dalam bidang analisis dan
bahan alam farmasi yang dapat mendukung institusi dalam melakukan

pengembangan dan penelitian di bidang yang serupa.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Tinjauan Tanaman Mentimun (Cucumis sativus L.)
2.1.1. Taksonomi

Klasifikasi ilmiah tanaman mentimun (Cucumis sativus L.) menurut
Integrated Taxonomic Information System (2025) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Cucurbitales
Famili : Cucurbitaceae
Genus : Cucumis L.
Spesies : Cucumis sativus L.
21 em

IScm

IScm

Gambar 2.1. Tanaman Mentimun (Cucumis sativus L.); (A) Daun; (B) Buah,
dan (C) Bunga (Dokumentasi Pribadi, 2025)



Mentimun (Cucumis sativus L.) dikenal juga dengan istilah koto, dimu,
kadingir, karere, kariri, daka, timu (Sumatera); suai, bojo (Sulawesi),
lepang, betiak, betik (Kalimantan); katimun, temon, bonteng, timun,
boyuk, antemon (Jawa); antimun, ktimun (Bali); timon (Aceh); hantimun
(Lampung); temon, antemon (Jawa Barat) (Hidayat & Napitupulu, 2015).
Tanaman mentimun dibudidayakan di berbagai belahan dunia untuk
diambil buahnya, baik untuk dimakan langsung saat masih segar atau

untuk diolah menjadi olahan acar (Grumet et al., 2023).

Tanaman mentimun adalah salah satu jenis sayuran tertua yang
dibudidayakan di hampir semua negara pada zona dan suhu tertentu. C.
sativus termasuk dalam spesies tanaman termofilik yang sensitif terhadap
embun beku dan tumbuh dengan sangat baik pada suhu diatas 20°C
(Saeedi et al., 2020). Cucumis sativus termasuk dalam famili
Cucurbitaceae yang sering diaplikasikan di berbagai bidang, misalnya
pengobatan dan biologi. Hal ini dikarenakan tanaman ini kaya akan
karbohidrat, mineral, dan protein serta mengandung berbagai macam
metabolit sekunder yang bertanggung jawab atas aplikasi terapeutik yang

dihasilkannya (Khan ef al., 2022).

2.1.2. Morfologi

Tanaman ini termasuk dalam famili Cucurbitaceae yang banyak
dibudidayakan di Indonesia, hampir di setiap daerah, baik pada dataran
tinggi maupun dataran rendah. Cucumis sativus merupakan tanaman
semusim yang tumbuh di permukaan tanah sepanjang 1-3 m secara
menjalar dan memiliki daun berbentuk cordate (bentuk hati) dengan
permukaan yang kasar dan terdiri atas 3-5 lekukan di bagian tepi daun.
Daun terletak menyudut terhadap batang (Zulkarnain, 2022). Mentimun
tersebar luas di berbagai belahan dunia dengan berbagai spesies yang
berbeda-beda. Akar C. sativus tumbuh baik pada tanah berstruktur remah
(gembur), subur, mudah menyerap air, dan volume tanahnya cukup

dalam. Perakaran tanaman ini termasuk dalam jenis akar tunggang yang



tumbuh ke dalam tanah sepanjang 20 cm dan akar serabut yang tumbuh

merata secara horizontal dan lebih dangkal (Endris, 2020).

Tanaman mentimun memiliki batang cukup kuat, tetapi cenderung lunak
dan berair, bentuknya bulat pipih, terdapat bulu halus, memiliki ruas, dan
berwarna hijau. Daun mentimun memiliki bulu yang sangat halus,
daunnya bergerigi, terdapat tulang daun yang bercabang dan menyirip,
ujung daunnya runcing berganda. Timun tersusun atas bunga yang
bentuknya menyerupai terompet dan ukurannya kecil, dengan panjang 2
hingga 3 cm. Bunga timun terdiri dari kelopak, tangkai, benang sari,
putik, dan mahkota bunga. Buah timun bentuknya berbeda-beda,
umumnya panjang silindris, bulat pendek, bulat sedang, bahkan bulat
panjang (Endris, 2020). Buah mentimun berbentuk silinder memanjang
dengan ujung yang meruncing, buahnya dapat tumbuh hingga
panjangnya mencapai 62 cm dengan diameter mencapai 10 cm (Javid et

al., 2024).

2.1.3. Manfaat

Tanaman mentimun memiliki berbagai manfaat, baik sebagai bahan
pembuatan obat-obatan, bahan baku makanan, serta bahan baku pada
produksi kosmetik. Mentimun sering dimanfaatkan sebagai asinan,
lalaban, salad, bahan campuran kosmetik, dan pengobatan karena
mentimun kaya akan senyawa saponin, kalsium, protein, fosfor, lemak,
belerang, vitamin A, vitamin C, vitamin A, magnesium, dan besi (Ardian

et al.,2016; Putra et al., 2024).

Mentimun mengandung mineral dalam jumlah yang bervariasi, meliputi
fosfor, magnesium, kalsium, besi, zink, natrium, dan kalium. Kulit
mentimun, buah, biji, bunga, dan daunnya mengandung banyak
fitokonstituen, diantaranya glikosida, fitosterol, fenol, flavonoid,
alkaloid, tanin, karotenoid, steroid, terpenoid, vitamin, dan resin yang

secara tradisional sering dimanfaatkan untuk mengatur tekanan darah,



mengatasi masalah kulit, menurunkan kadar glukosa darah,
menyembuhkan batu ginjal, sembelit, penyakit Alzheimer, dan
aterosklerosis, eksim (Khan et al., 2022). Selain itu, mentimun juga
sering dimanfaatkan untuk meningkatkan kualitas kulit dengan
membantu meningkatkan hidrasi kulit karena mengandung air sebesar

90% (Javid et al., 2024).

2.1.4. Aktivitas Farmakologi

Daun mentimun mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder yang
berperan dalam memberikan efek farmakologi pada daun ini. Ekstrak
daun mentimun terbukti memiliki berbagai aktivitas farmakologi,
diantaranya  sebagai agen  antibakteri, antidiare, antiulcer,
hepatoprotektif, antikolesterol, antidiabetes, dan sebagai antioksidan
(Khan et al., 2022). Penelitian yang dilakukan oleh Tuama & Mohammed
(2019) menunjukkan aktivitas antibakteri dari daun mentimun terhadap
bakteri gram positif Staphylococcus aureus. Konsentrasi yang digunakan
pada penelitian tersebut adalah 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml,
dan 100 pg/ml dengan nilai zona hambat secara berturut-turut adalah 10
mm, 11 mm, 14 mm, 17 mm, dan 20 mm. Penelitian serupa juga
dilakukan oleh Imansyah (2021) yang menunjukkan bahwa ekstrak biji
buah mentimun dengan konsentrasi 1%, 2% dan 3% b/v menunjukan
diameter hambatan terhadap bakteri Staphylococcus aureus berturut-

turut sebesar 7,66 mm, 8,33 mm dan 10,33 mm.

2.1.5.Kandungan Daun Mentimun sebagai Antibakteri

Mentimun mengandung metabolit sekunder yang terdiri atas alkaloid,
fenolik, tanin, flavonoid, saponin, terpenoid dan glikosida (Agatemor et
al., 2018). Daun mentimun merupakan sumber dari berbagai senyawa
bioaktif atau fitokonstituen, diantaranya dua produk utama flavonoid
glikol C, yaitu isovitexin-8-(4-hidroksi-1-etilbenzen) atau yang disebut
juga dengan cucumerin B dan vitexin-6-(4-hidroksi-1-etilbenzen) atau

cucumerin A (Khan et al., 2022). Selain itu, daun mentimun juga
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mengandung flavonoid lain, seperti vitexin, isovitexin, orientin,
isoorientin, lutein, luteolin, kuersetin, kaempferol, apigenin (Javid et al.,

2024; Khan et al., 2022).

Aktivitas antibakteri daun mentimun diidentifikasi pada ekstrak daun
yang dilarutkan menggunakan pelarut kloroform, etil asetat, methanol,
dam petroleum eter terhadap bakteri Enterobacterfaecalis, Bacillus
cereus, Salmonella parathypi, Staphylococcus aureus, dan Escherichia

coli (Rajasree et al., 2016).

2.2.Tinjauan Tanaman Pare (Momordica charantia L.)
2.2.1. Taksonomi

Klasifikasi ilmiah tanaman pare (Momordica charantia 1..) menurut
Integrated Taxonomic Information System (2025) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Cucurbitales

Famili : Cucurbitaceae

Genus : Momordica L.

Spesies : Momordica charantia L.

BAom

Gambar 2.2. Tanaman Pare (Momordica charantia L.); (A) Daun; (B) Buah;
dan (C) Bunga (Dokumentasi Pribadi, 2025)
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Pare (Momordica charantia 1.) merupakan tanaman semusim yang
tumbuh dengan baik di dataran rendah. Momordica charantia dikenal
juga dengan sebutan paria, pepareh, pare pahit (Jawa), prieu, pepare,
paria, kambeh (Sumatera), truwuk, paya, paliak, paitap, pania, pariak,
dan pepule (Nusa Tenggara), paria belenggede, poya, pentu, pudu, palia
(Sulawesi), peria (Minangkabau), paria (Bali), papariane (Maluku)
(Bermawie et al., 2020). Selain itu, pare juga dikenal dengan istilah paria
(Sunda, Bima, Makassar, Batak Toba), foria (Nias), papare (Jakarta),
paya truwok (Sasak), kambeh (Minangkabau), pepareh (Madura), papare
(Halmahera), papari (Buru), kepare (Ternate), beleng gede (Gorontalo),
pania (Timor) (Hidayat & Napitupulu, 2015). Tanaman ini termasuk
dalam famili Cucurbitaceae, dimana suku labu-labuan ini banyak tumbuh
di daratan tropis dan mudah dibudidayakan (Bermawie et al., 2020;
Situmorang & Hasibuan, 2023).

Tanaman pare termasuk dalam salah satu jenis tanaman yang cukup
mudah untuk dibudidayakan. Tanaman ini dapat hidup pada ketinggian
1-1.500 mdpl pada tanah subur dengan tekstur tanah lempung berpasir
dengan sistem drainase dan aerasi tanah yang optimal. Pare mampu
tumbuh pada tingkat kelembaban dalam rentang 50-70%, suhu udara
sekitar 18-24°C, serta pH 5-6 (Maghfoer ef al., 2019). Tanaman pare
memiliki rasa yang pahit, terutama pada buah dan daunnya. Rasa pahit
ini disebabkan karena adanya zat glukosida atau yang biasa disebut
sebagai momordisin. Zat momordisin yang memberikan rasa pahit ini
mempunyai banyak khasiat bagi kesehatan, diantaranya sebagai obat
untuk meredakan wasir, membantu penyembuhan diabetes, mengobati
kemandulan, menambah produksi asi, dan meningkatkan nafsu makan

(Hidayat & Napitupulu, 2015).
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2.2.2.Morfologi

Tanaman pare merupakan tanaman merambat yang sering ditemukan di
dataran rendah, baik tumbuh secara liar maupun sengaja ditanam di lahan
atau pekarangan. Pare tumbuh secara merambat dengan sulur yang
mengait pada batang tanaman lain atau tonggak yang dibentuk secara
spiral dan memiliki cabang yang banyak dengan bau khas (Bermawie et

al., 2020; Hidayat & Napitupulu, 2015).

Sistem perakaran pada tanaman pare merupakan akar tunggang dengan
bentuk seperti kerucut yang bercabang dan berwarna putih kekuningan.
Batang pada tanaman pare berwarna hijau, dengan panjang sekitar 2-5 m,
tersusun atas struktur yang tidak berkayu dan pada permukaan batangnya
memiliki lima rusuk. Batang tanaman pare memiliki cabang yang banyak
dengan ditutupi oleh rambut rapat pada tanaman yang masih muda, tetapi
rambut tersebut akan hilang seiring bertambahnya usia tanaman pare

(Maghfoer et al., 2019).

Daun tanaman pare merupakan jenis daun tunggal, dengan tangkai
berseling, berbentuk bulat menjari 5-7 dengan panjang 3-10 cm dan lebar
sekitar 2-4 cm. Pada bagian pangkal daun pare, bentuknya menyerupai
jantung serta warnanya berwarna hijau tua (Bermawie et al., 2020;
Hidayat & Napitupulu, 2015). Momordica charantia memiliki bunga
tunggal dengan tangkai panjang dan mahkota bunga pare berwarna
kuning dengan bentuk menyerupai lonceng (Hidayat & Napitupulu,
2015).

Bentuk buah Momordica charantia adalah bulat panjang yang tersusun
atas 8-10 rusuk dengan panjang 8-30 cm. Buah pare memiliki permukaan
berbintil yang tersusun secara tidak beraturan dan memiliki rasa yang
pahit. Apabila dimasak, warna buah yang awalnya berwarna hijau akan
berubah menjadi oranye yang terbagi menjadi tiga bagian (Bermawie et

al., 2020; Hidayat & Napitupulu, 2015).
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2.2.3. Manfaat

Di berbagai wilayah seperti Amerika Selatan, Afrika, dan Asia, pare
sering dimanfaatkan sebagai obat untuk menyembuhkan luka dan bisul,
menyembuhkan infeksi akibat jamur, menurunkan berat badan,
menurunkan kadar glukosa darah, mengurangi sembelit, meredakan
asma, meningkatkan sistem imun (immunomodulator), mengobati
leukemia, meningkatkan kesehatan tulang dan mencegah perkembangan
sel kanker (Bermawie et al., 2020; Nursaid et al., 2024) Di negara
berkembang, M. Charantia sering dimanfaatkan sebagai pengobatan
tradisional untuk mengobati sakit gigi, diare, hipertensi, obesitas, bisul,
infeksi akibat virus dan bakteri, pneumonia, diabetes, dan AIDS

(Muribeca et al., 2022).

Bagian yang sering dimanfaatkan dari Momordica charantia adalah
bagian buah dan daun. Buah pare biasanya dimanfaatkan untuk
meningkatkan nafsu makan, mengobati penyakit hati (penyakit kuning),
mengobati malaria, dan membantu melancarkan sistem pencernaan.
Daun pare memiliki khasiat meredakan demam, membantu pengeluaran
parasit cacing kremi, meredakan batuk, dan membantu pembersihan
darah pada wanita melahirkan, dan meredakan diare pada bayi (Hidayat

& Napitupulu, 2015).

2.2.4. Aktivitas Farmakologi

Daun pare memiliki aktivitas farmakologi diantaranya sebagai agen
antibakteri, antiinflamasi, antiobesitas, antioksidan, antiapoptotik
(Fajaryani, 2025). Selain itu, berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Ehigie et al (2021), daun pare terbukti memiliki aktivitas antikanker
dengan cara menginduksi kematian suatu sel melalui proses non-
apoptotik. Penelitian lain yang dilakukan oleh Zhong et al (2019),
menunjukkan bahwa daun pare memiliki aktivitas antipruritus melalui
penghambatan TrKA sel mast yang menghambat pelepasan histamin

(mediator rasa gatal).
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Penelitian yang dilakukan oleh Waris et al (2023) menunjukkan bahwa
daun pare (Momordica charantia L.) memiliki aktivitas antibakteri yang
dibuktikan dengan kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 2,5%; 5%; dan 7,5%
dengan diameter zona hambat yang dihasilkan adalah 5,2 mm, 5,23 mm,
dan 7,26 mm. Penelitian lainnya dilakukan oleh Birla (2016) yang
menunjukkan bahwa daun pare dapat menghambat pertumbuhan bakteri
S. aureus pada konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100% dengan masing-
masing zona hambat yang terbentuk adalah sebesar 16 mm, 17 mm, 18

mm, dan 19 mm.

2.2.5.Kandungan Daun Pare sebagai Antibakteri

Daun M. charantia tersusun dari berbagai senyawa yang memiliki
banyak manfaat. Daun pare mengandung resin, momordin, asam
trikosanik, vitamin C, vitamin A, asam stearat, minyak lemak asam
linoleat, charantin, momordisin, lemak oleostearat, dan saponin (Hidayat
and Napitupulu 2015). Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
daun pare diantaranya adalah saponin, alkaloid, dan flavonoid (Azizah &
Widya Wati, 2018). Sebuah penelitian kajian fitokimia daun pare yang
dilakukan oleh Taupik et al/ (2021) mengidentifikasi adanya senyawa
triterpenoid yang merupakan turunan terpenoid pada fraksi methanol n-

heksan daun M. charantia.

2.3. Ekstraksi
2.3.1. Definisi Ekstraksi

Ekstraksi ialah suatu proses untuk menarik kandungan senyawa kimia
yang mampu larut sehingga senyawa tersebut dapat dipisahkan dari
bahan yang tidak terlarut menggunakan pelarut cair (Dirjen POM, 2000).
Ekstraksi merupakan suatu metode pemisahan senyawa bioaktif dengan

menggunakan pelarut cair, baik dengan pemanasan maupun tanpa
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pemanasan (Sa’adah et al., 2017). Senyawa bioaktif dalam ekstrak yang
dihasilkan dipengaruhi oleh jenis dan jumlah pelarut yang digunakan
pada proses ekstraksi (Yulinar & Suharti, 2022). Metode ekstraksi yang
berbeda dapat menyebabkan interaksi tarik-menarik antara senyawa
fitokimia terlarut dengan pelarutnya apabila memiliki polaritas yang
sama. Perbedaan metode ini juga menyebabkan diperolehnya senyawa
berbeda yang dipengaruhi golongan senyawa fitokimia dan sifat fisika

kimia senyawa (Putri et al., 2022).

Berhasil atau tidaknya proses ekstraksi dipengaruhi oleh karakteristik
sampel dan sifat dari senyawa target (Candra et al., 2021). Selain itu,
pemilihan pelarut yang tepat juga menentukan hasil ekstraksi (Samudra
et al., 2022). Beberapa pertimbangan dalam memilih pelarut diantaranya
adalah selektivitas, keamanan, kelarutan, dan biaya. Pemilihan pelarut
harus didasarkan pada intermiscibility (like dissolve like) dan hukum
kesamaan, dimana pelarut yang memiliki nilai polaritas yang hampir
sama dengan polaritas zat terlarut cenderung memiliki kinerja yang lebih
baik, misalnya pada pelarut non polar dengan senyawa non polar dan
pelarut polar dengan senyawa polar (Hidayat & Wulandari, 2021;
Maslukhah et al., 2016).

Efisiensi prosedur ekstraksi juga dipengaruhi oleh ukuran partikel, suhu,
durasi ekstraksi, dan rasio antara pelarut dan padatan. Ukuran partikel
yang kecil mampu meningkatkan kemampuan pelarut untuk berpenetrasi
dan zat terlarut untuk berdifusi. Kelarutan dan difusi juga dapat
ditingkatkan dengan suhu yang tinggi, tetapi suhu yang terlalu tinggi
dapat menyebabkan dekomposisi komponen yang termolabil dan adanya
ekstraksi pengotor yang tidak diinginkan. Durasi ekstraksi mampu
meningkatkan efisiensi ekstraksi, tetapi setelah tercapai kondisi
keseimbangan zat terlarut di dalam dan di luar bahan padat, peningkatan
waktu tidak berpengaruh. Hasil ekstraksi yang tinggi dapat dipengaruhi

oleh rasio pelarut yang besar terhadap padatan. Namun, rasio pelarut
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yang terlalu tinggi memerlukan waktu lama bagi ekstrak untuk

terkonsentrasi (Hidayat & Wulandari, 2021).

Menurut Dirjen POM (2000) metode ekstraksi yang memanfaatkan
pelarut dibedakan menjadi dua metode, yaitu metode dingin dan metode
panas. Ekstraksi dengan metode dingin meliputi maserasi dan perkolasi.
Sementara itu, ekstraksi dengan metode panas meliputi refluks, soxhlet,
infus, digesti, dan dekok. Metode ekstraksi secara konvensional,
misalnya maserasi, perkolasi, dan refluks, biasanya menggunakan
pelarut organik dengan volume yang cukup besar dan memakan waktu
yang lama. Sebaliknya, metode ekstraksi modern, seperti Pressurized
Liquid Extraction (PLE), Supercritical Fluid Extraction (SFC), dan
Microwave-Assisted Extraction (MAE) menggunakan pelarut organik
dalam jumlah yang lebih sedikit dengan selektivitas yang lebih tinggi
(Hidayat & Wulandari, 2021).

2.3.2.Metode Ekstraksi
2.3.2.1.Ekstraksi Panas

Metode ekstraksi panas meliputi soxhlet, refluks, dekokta, dan

infus (Arrofiqi et al., 2024).

A. Soxhletasi
Soxhlet adalah salah satu metode ekstraksi yang
memanfaatkan alat tertentu sehingga terjadi proses ekstraksi
konstran karena adanya proses pendinginan balik.
Pemanasan pada metode ini membuat pelarut bergerak ke
atas kemudian mengalami pengembunan oleh pendingin
udara dan dikumpulkan kembali. Jika tetesan embun
melewati batas lubang pipa samping, akan terjadi sirkulasi
berulang sehingga dihasilkan proses penyaringan yang

optimal (Harahap et al., 2024).
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B. Infusa
Infusa merupakan suatu sediaan cair yang dibuat dari proses
ekstraksi menggunakan pelarut air pada suhu 90° C dalam
waktu 15 menit. Pada umumnya, metode ini dimanfaatkan
untuk simplisia dengan jaringan lunak seperti pada bagian
bunga dan daun, mengandung senyawa yang termolabil, dan

mengandung minyak atsiri (Harahap et al., 2024).

C. Dekoktasi
Dekoktasi adalah teknik ekstraksi dengan merebus pelarut air
pada suhu 90-95°C selama 30 menit (Harahap et al., 2024).
Metode ekstraksi ini biasanya digunakan pada sampel yang

memiliki sifat keras (Anwar et al., 2025).

D. Refluks
Refluks merupakan teknik ekstraksi yang memanfaatkan titik
didih pelarut dalam waktu tertentu dengan jumlah pelarut
yang terbatas. Metode ini cenderung konstan dikarenakan
adanya proses pendinginan balik yang membuat penyaringan
menjadi optimal. Refluks biasanya dilakukan secara berulang
hingga 3-6 kali terhadap residu pertama. Teknik ekstraksi ini
tidak bisa digunakan pada senyawa yang tidak tahan panas
karena dapat menyebabkan penguraian senyawa (Harahap et

al., 2024).

2.3.2.2.Ekstraksi Dingin

Metode ekstraksi dingin meliputi maserasi dan perkolasi
(Arrofiqi et al., 2024).
A. Maserasi
Maserasi merupakan suatu metode ekstraksi melalui
proses perendaman simplisia dalam suatu pelarut pada

suhu ruang menggunakan wadah yang tertutup rapat.
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Teknik ini biasanya dimanfaatkan untuk mengekstraksi
senyawa yang mudah menguap dan tidak tahan panas

(Arrofiqi et al., 2024).

B. Perkolasi

Perkolasi adalah salah satu metode ekstraksi yang
dilakukan melalui mekanisme melewatkan pelarut pada
sampel atau simplisia secara konstan pada suhu ruang.
Teknik ini dilakukan menggunakan alat perkolator yang
berbentuk kerucut sehingga mempermudah aliran pelarut
melalui simplisia hingga titik jenuh (Abas &
Takaendengan, 2021).

2.3.3.Metode Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan suatu metode ekstraksi simplisia yang
menggunakan pelarut melalui beberapa kali pengadukan pada suhu
kamar (suhu ruangan). Ekstraksi dengan metode ini termasuk dalam
metode ekstraksi dengan prinsip mencapai konsentrasi keseimbangan
(Dirjen POM, 2000). Pada proses ekstraksi dengan metode maserasi,
terjadi proses perendaman sampel yang dapat menyebabkan pecahnya
membran sel dan dinding sel tanaman. Hal ini dikarenakan terdapat
perbedaan tekanan pada bagian dalam dan luar sel sehingga senyawa
bioaktif yang terdapat dalam bagian sitoplasma dapat terlarut dalam
pelarut organik dan lama waktu perendaman dapat diatur sehingga proses
ekstraksi dapat berjalan dengan sempurna (Novitasari & Putri, 2016).
Pada proses ekstraksi dengan metode maserasi hendaknya dilakukan
dalam wadah tertutup guna meminimalisasi terjadinya penguapan pada

pelarut yang digunakan (Bitwell et al., 2023).

Ketika telah diperoleh titik equilibrium (titik jenuh) antara konsentrasi
senyawa metabolit pada bahan dan larutan, proses ekstraksi dapat

dihentikan (Nugroho, 2017). Setelah proses ekstraksi selesai, ekstrak
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disaring menggunakan saringan atau jaring dengan ukuran lubang yang
kecil (Bitwell et al., 2023). Untuk memaksimalkan perolehan rendemen,
dilakukan pengulangan prosedur sebanyak dua hingga tiga kali dengan
menggunakan ampas dari hasil maserasi tahap awal. Hal ini dilakukan
karena pada tahap awal saat titik kesetimbangan tercapai, masih terdapat
senyawa metabolit yang tersisa pada bahan yang dapat diambil kembali

untuk dimanfaatkan (Nugroho, 2017).

Ekstraksi dengan metode maserasi memiliki beberapa keuntungan,
diantaranya peralatan dan prosedur yang sederhana serta tidak melalui
proses pemanasan sehingga tidak membuat sampel menjadi terurai atau
menjadi rusak (Susanty & Bachmid, 2016). Namun demikian, metode ini
memiliki kekurangan, yaitu memerlukan pelarut dengan jumlah yang
banyak (Panjaitan & Meze, 2023). Selain itu, metode ini juga
memerlukan waktu yang kurang efisien, sekitar satu hari hingga satu
minggu, senyawa metabolit yang diambil juga rentan hilang selama
prosedur karena menempel pada bejana, kertas saring, dan lainnya, serta
adanya risiko berubahnya struktur kimia metabolit yang tidak stabil

akibat paparan dengan pelarut yang cukup lama (Nugroho, 2017).

Pada ekstraksi maserasi, dipilih pelarut etanol 96% karena memiliki
karakteristik sebagai pelarut yang lebih selektif, memiliki daya serap
yang baik, tidak beracun, serta mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dan jamur yang mungkin muncul selama proses maserasi. Selain
itu, etanol 96% merupakan pelarut universal sehingga mampu
mengekstraksi senyawa metabolit yang bersifat polar, semi polar,
maupun non-polar dengan lebih optimal. Pelarut pada konsentrasi ini
bekerja dengan menembus dinding sel simplisia dengan lebih mudah
dibandingkan dengan pelarut pada konsentrasi yang lebih rendah
sehingga ekstrak yang diperoleh cenderung lebih pekat (Mujipradhana et
al., 2018).
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2.4. Standardisasi Simplisia dan Ekstrak
2.4.1. Simplisia
2.4.1.1.Parameter Nonspesifik

Parameter nonspesifik simplisia yang diidentifikasi pada
penelitian ini adalah kadar abu dan susut pengeringan. Pengujian
susut pengeringan dilakukan dengan tujuan untuk memberikan
rentang maksimal mengenai banyaknya senyawa yang
menghilang saat prosedur pengeringan (Dirjen POM, 2000).
Syarat susut pengeringan simplisia daun mentimun dan daun pare
<10% (Kemenkes RI, 2022). Pengujian kadar abu bertujuan
untuk memberikan gambaran tentang kandungan mineral, baik
mineral internal maupun eksternal yang terdapat pada sampel dari
proses perlakuan awal bahan hingga menjadi ekstrak. (Dirjen
POM, 2000). Syarat kadar abu total pada simplisia daun
mentimun adalah tidak lebih dari 6,1% sedangkan syarat kadar
abu total pada simplisia daun pare adalah tidak lebih dari 14,9%
(Kemenkes RI, 2022).

2.4.2.Ekstrak
2.4.2.1.Parameter Spesifik

A. Organoleptis
Organoleptis diuji sebagai pengenalan awal terhadap
karakteristik ekstrak yang terdiri dari warna, bau, bentuk, dan
rasa (Dirjen POM, 2000). Menurut pedoman Suplemen I
Farmakope Herbal Indonesia Edisi II (2022), karakteristik
ekstrak daun mentimun adalah berupa ekstrak kental berwarna
cokelat kemerahan, tidak berasa, dan tidak berbau. Sementara
itu, karakteristik ekstrak daun pare adalah berupa ekstrak
kental dengan warna cokelat kehitaman, memiliki rasa yang

pahit, dan tidak memiliki bau.
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B. Kromatografi Lapis Tipis Densitometri
Pengujian kromatografi lapis tipis dilakukan untuk memberi
gambaran mengenai komposisi senyawa kimia pada bahan
berdasarkan pola kromatogram. Pola kromatogram pada KLT
dapat dinilai menggunakan lempeng silika gel dan jenis fase
gerak yang sesuai. Evaluasi kemudian dapat dilakukan dengan
dokumentasi pewarnaan lempeng atau melalui instrumen
densitometri (7LC-Scanner) (Dirjen POM, 2000). KLT
digunakan untuk menentukan pola kromatogram komponen
hasil kromatografi dengan fase diam dan fase gerak.
(Darmawansyah et al., 2023). Prinsip KLT dibagi menjadi dua
jenis fase, yaitu normal phase (fase normal) dan reverse phase
(fase terbalik). Pada fase normal, fase diam bersifat polar dan
fase gerak bersifat non polar. Sebaliknya, pada fase terbalik,
fase diamnya bersifat non polar dan fase gerak bersifat polar

(Oktaviantari et al., 2019).

Prinsip kerja KLT meliputi proses adsorpsi, desorpsi, dan
elusi. Adsorpsi terjadi saat larutan sampel ditotolkan pada fase
diam (plat KLT) dengan pipa kapiler, sehingga komponen-
komponennya menempel pada permukaan fase diam. Desorpsi
berlangsung ketika fase gerak (eluen) mendorong komponen
yang telah teradsorpsi, terjadi kompetisi antara eluen dan
komponen untuk berikatan dengan fase diam. Elusi merupakan
proses dimana komponen akhirnya terbawa bergerak bersama

eluen (Husna & Mita, 2020).

Kromatografi Lapis Tipis Densitometri dapat digunakan untuk
menentukan kadar senyawa pada sampel. Senyawa flavonoid
dianalisis menggunakan panjang gelombang maksimum
kuersetin (Nurhayati et al., 2022). Menurut Suplemen I FHI

Edisi 1T (2022), kandungan flavonoid total daun mentimun
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tidak kurang dari 0,79% dan daun pare tidak kurang dari
5,18% yang dihitung dengan pembanding kuersetin.

2.4.2.2. Parameter Nonspesifik

A. Kadar Air
Pengujian kadar air dilakukan dengan tujuan untuk mengukur
kadar air yang terdapat pada sampel dengan memberikan batasan
minimal atau rentang mengenai besarnya kandungan air pada
bahan (Dirjen POM, 2000). Syarat kadar air pada daun mentimun
dan daun pare adalah <10% (Kemenkes RI, 2022).

B. Kadar Abu

Pengujian kadar abu dilakukan dengan prinsip memanaskan
sampel pada suhu dimana senyawa organik dan turunannya
menjadi menguap dan mengalami destruksi sehingga tersisa
unsur mineral dan senyawa anorganik (Dirjen POM, 2000).
Syarat kadar abu total ekstrak kental daun mentimun adalah tidak
lebih dari 4,6%. Sementara itu, syarat kadar abu total pada ekstrak
kental daun pare syaratnya tidak lebih dari 12,4% (Kemenkes RI,
2022).

2.5. Kromatografi Lapis Tipis Densitometri (KLT Densitometri)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan suatu metode analisis yang mudah
digunakan untuk mengidentifikasi dan memisahkan senyawa dalam suatu
ekstrak. Teknik ini sering digunakan sebagai analisis kualitatif dan kuantitatif
dikarenakan biayanya yang murah dan waktu operasi yang singkat (Tasiam et
al., 2025). Analisis kromatografi lapis tipis secara kualitatif didasarkan pada
nilai Retention factor (Rf). Dua senyawa dapat dikatakan sama atau identik
apabila memiliki nilai Rf yang sama (Darmawansyah et al., 2023). Jumlah dan
bercak noda sampel pada plat KLT bergerak berdasarkan kepolaran senyawa.
Analit yang ingin dipisahkan harus mampu larut dalam eluen sehingga dapat

bergerak berdasarkan kepolarannya. Senyawa yang bersifat non polar akan
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lebih mudah terbawa oleh eluen dan sebaliknya senyawa yang polar akan
menempuh jarak yang lebih kecil sehingga bercak noda dari senyawa polar
akan memiliki nilai Rf yang lebih kecil dibandingkan senyawa non polar

(Munthe et al., 2025).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) mengalami perkembangan dalam segi
teknologi instrumen menjadi teknik semi kuantitatif sampai kuantitatif dengan
penggabungan bersama densitometer untuk mengukur intensitas noda pelat
dengan akurat dan terstandar. Metode ini yang dikenal dengan istilah KLT-
Densitometri (7LC-Densitometry) (Tasiam et al., 2025). Analisis kuantitatif
senyawa pada tanaman obat dapat dilakukan dengan menggunakan KLT
Densitometri karena prosedurnya yang sederhana dan praktis dengan akurasi
dan presisi yang baik (Mayasari ef al., 2022). KLT Densitometri mengukur
kadar suatu senyawa berdasarkan kerapatan bercak noda senyawa yang telah

dipisahkan melalui kromatografi lapis tipis (Najib, 2018).
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Gambar 2.3. Komponen Kromatografi Lapis Tipis (Malhotra, 2023)

Densitometri bekerja melalui prinsip pemindaian pelat kromatografi pada
panjang gelombang ultraviolet atau visibel. Ketika berkas cahaya melalui noda
pada pelat, cahaya akan diserap sebagian oleh senyawa dan intensitas cahaya

yang diteruskan kemudian diukur sebagai fungsi dari konsentrasi (Tasiam et
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al., 2025). Jumlah sinar yang direfleksikan kemudian diserap oleh alat

reflectionphotomultiplier dan diteruskan untuk dicatat dan diubah dalam suatu

kromatogram (Najib, 2018).
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Gambar 2.4. Kromatografi Lapis Tipis Densitometri (Noureldeen et al., 2022)

Komponen penyusun KLT Densitometri terdiri dari sumber cahaya UV (254
nm) atau visibel (366 nm), sistem scanning yang digunakan untuk mendeteksi
posisi dan ukuran bercak noda berdasarkan transmitasi (banyaknya cahaya
yang melewati senyawa) dan reflektansi (cahaya yang dipantulkan), serta
perangkat lunak untuk menganalisis dan memberikan kromatogram 2D dan

analisis kuantitatif (Tasiam et al., 2025).

2.6. Senyawa Metabolit Sekunder
2.6.1. Flavonoid

Flavonoid adalah salah satu senyawa organik alami yang berperan
sebagai antibakteri (Ahriani et al., 2021). Flavonoid dibagi menjadi
beberapa subkelas, yaitu flavon, flavonols, isoflavone, flavanon,
anthocyanidins, dan flavonol (Gloriana et al., 2021). Salah satu senyawa

aktif golongan flavonoid subkelas flavonol yang memiliki manfaat dan
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sering digunakan sebagai senyawa pembanding atau senyawa penanda

analisis adalah kuersetin (Gloriana ef al., 2021; Ihsan et al., 2019).

Pembanding kuersetin dipilih karena senyawa ini banyak ditemukan
pada tanaman tingkat tinggi (Chandra, 2023). Kuersetin memiliki
aktivitas antibakteri melalui aktivitas perubahan permeabilitas membran
bakteri, mengganggu dinding sel pada bakteri, menghambat sintesis
asam nukleat, dan mengurangi aktivitas enzim bakteri. Kuersetin
menunjukkan efek penghambatan baik terhadap pertumbuhan bakteri
Salmonella enterica, Aspergillus, E. coli, Staphylococcus aureus, dan

Pseudomonas aeruginosa, (Qi et al., 2022).
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Gambar 2.5. Struktur Kimia Flavonoid (Ullah et al., 2020)

Senyawa flavonoid mengandung gugus auksokrom dan kromofor (Sari
& Hastuti, 2020). Gugus kromofor merupakan gugus dengan ikatan
rangkap yang terkonjugasi dan memiliki kemampuan untuk menyerap
sinar ultraviolet dan sinar visibel. Sementara itu, gugus auksokrom
adalah gugus fungsi yang mengandung pasangan elektron yang tidak
berpasangan. Gugus kromofor pada senyawa flavonoid terdapat pada
gugus C=0 dan C=C terkonjugasi, sedangkan gugus auksokrom terdapat
pada gugus -OH dan -O (Febriyanti et al., 2024).
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2.6.2. Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa nitrogen heterosiklik yang berasal dari
metabolit primer asam amino, misalnya lisin, triptofan, dan tirosin (Jain
etal.,2019). Alkaloid terbagi menjadi alkaloid sejati, proto-alkaloid, dan
pseudo-alkaloid. Alkaloid sejati berasal dari asam amino dan cincin
heterosiklik dengan nitrogen, misalnya atropin dan nikotin. Proto-
alkaloid mengandung nitrogen yang berasal dari asam amino dan bukan
merupakan bagian dari cincin heterosiklik, misalnya adrenalin dan
efedrin. Pseudo-alkaloid merupakan alkaloid yang tidak berasal dari
asam amino, misalnya kafein dan teobromin (Roy, 2017). Aktivitas
antibakteri dari alkaloid ditunjukkan melalui mekanisme memberikan
gangguan pada komponen yang menyusun peptidoglikan pada sel bakteri
sehingga tidak terjadi proses pembentukan sel secara optimal

(Mewengkang et al., 2022).

Gambar 2.6. Contoh-contoh Senyawa Alkaloid (Onyema et al., 2016)

2.6.3.Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida bebas nitrogen yang tersebar luas
pada tumbuhan tingkat tinggi dan aktif secara biologis (Alina ef al.,
2023). Saponin memiliki kemampuan untuk menghasilkan busa. Busa
yang dihasilkan ini memiliki sifat stabil dan cenderung sulit untuk
menghilang (Nurkhasanah & Dhurhania, 2023). Senyawa ini bersifat
polar dan memiliki berbagai aktivitas farmakologis, diantaranya sebagai
zat antiinflamasi, antimikroba, dan memiliki aktivitas sitotoksik
(Ismawati et al., 2021). Saponin mempunyai mekanisme kerja sebagai

agen antibakteri yang mampu menyebabkan penurunan tegangan
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antarmuka pada dinding sel bakteri sehingga sel menjadi pecah dan zat

antibakteri dapat masuk ke dalam sel bakteri dan mengganggu proses

metabolismenya (Mewengkang et al., 2022).
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Gambar 2.7. Struktur Kimia Saponin (Sharma et al., 2023)

2.6.4.Fenolik

Fenolik merupakan salah satu jenis metabolit sekunder yang sering

dimanfaatkan sebagai agen antiinflamasi, antioksidan, antidiabetik,

antikanker, antimikroba, imunoregulasi, dan lain sebagainya. Senyawa

ini memiliki ciri yaitu mengandung cincin aromatik dengan gugus

hidroksil. Senyawa fenolik umumnya larut dalam air, dan mampu

membentuk ikatan dengan gula sebagai glikosida (Mahardani & Yuanita,

2021). Fenol memiliki sifat sebagai antimikroba karena mampu

mendenaturasi protein serta menyebabkan kematian pada sel (Septiani et

al., 2017).

OH

Gambar 2.8. Struktur Kimia Fenol (Abubakar & Shukor, 2017)
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2.6.5. Tanin

Tanin adalah senyawa anorganik kompleks golongan polifenol yang
memiliki berat molekul tinggi dan mampu mengikat serta mengendapkan
protein (Kurniawan et al., 2024). Berdasarkan struktur kimianya, Tanin
dibedakan menjadi dua jenis, yaitu tanin terkondensasi dan tanin
terhidrolisis (Fathurrahman & Musfiroh, 2018). Tanin dapat bersifat
sebagai astringen dan sering dimanfaatkan untuk menghentikan
pendarahan, menetralkan racun logam berat, mencegah peradangan

khususnya pada mukosa mulut, dan mengatasi diare (Hartati & Noer,

2020).

Gambar 2.9. Struktur Kimia Tanin (Hersila et al., 2023)

2.6.6.Steroid dan Terpenoid

Terpenoid merupakan senyawa turunan teroksidasi dan terdehidrogenasi
dari senyawa terpen. Senyawa ini sering disebut sebagai isoprenoid
karena memiliki kerangka karbon yang sama dengan senyawa isoprena
(Nola et al., 2021). Terpenoid bekerja dengan merusak membran dan
mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri (Dasor et al., 2021).

Turunan dari senyawa terpenoid adalah triterpenoid (Nola et al., 2021).

Steroid merupakan golongan triterpenoid yang terdiri dari inti
siklopentana perhidrofenantrena, dengan tiga cincin sikloheksana dan
satu cincin siklopentana (Nola et al., 2021). Senyawa ini merupakan jenis

senyawa terpenoid lipid yang berperan untuk mengatur metabolisme dan
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menjaga keseimbangan garam dalam tubuh (Nasrudin et al., 2017).
Steroid juga memiliki aktivitas antibakteri dengan melakukan interaksi
dengan membran fosfolipid sehingga sel menjadi rapuh (Mewengkang et

al., 2022).

HC CH; OR,

Gambar 2.10. Struktur Kimia Terpenoid (1) dan Steroid (2) (Dhanasekaran et
al., 2020)

2.7. Bakteri

Bakteri merupakan mikroorganisme uniseluler dengan ukuran yang relatif
kecil dan materi genetik yang terkandung dalam bakteri tidak diselubungi
membran inti sehingga termasuk dalam kelompok organisme prokariotik
(Harahap et al., 2021). Selain ukurannya yang sangat kecil, sel-sel bakteri juga
transparan sehingga menyebabkan pengamatan sel bakteri menjadi cukup sulit
(Fauziah, 2023). Oleh karena itu, untuk mengamati perbedaan bakteri yang satu
dengan bakteri yang lain, dikembangkan metode pewarnaan untuk melihat

struktur sel-sel dengan jelas (Fauziah, 2023).

2.7.1. Klasifikasi Bakteri

Berdasarkan pewarnaan dinding sel, bakteri dikelompokkan menjadi
gram positif dan gram negatif. Pewarnaan gram bakteri merupakan
suatu metode yang dilakukan untuk menentukan suatu bakteri masuk
ke dalam kelompok bakteri gram positif atau negatif. Metode ini
dikembangkan oleh Denmark Hans Christian Gram pada tahun 1884
(Effendi, 2020). Reaksi pewarnaan didasarkan pada retensi zat warna

(kristal violet yang mengalami reaksi pembentukan kompleks dengan
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yodium) pada dinding sel bakteri. Pada reaksi pewarnaan bakteri gram
positif, warna akan bertahan setelah dicuci dengan alkohol, sebaliknya
pada bakteri gram negatif, warna akan hilang setelah pencucian dengan
alkohol dan selanjutnya dapat diwarnai dengan karbol fuchsin atau

safranin (Koentjoro dan Prasetyo, 2020).

Pada umumnya, bakteri patogen yang termasuk dalam kelompok gram-
negatif lebih berbahaya jika dibandingkan dengan kelompok bakteri
gram positif. Hal ini dikarenakan lipopolisakarida yang terkandung
dalam dinding sel bakteri gram negatif cenderung memiliki sifat lebih
toksik dan lapisan membran luar dapat membantu melindungi bakteri
dalam melawan pertahanan sel inangnya. Selain itu, membran sel
bagian luar bakteri gram negatif dapat menghalangi masuknya zat
antibiotik sehingga biasanya lebih resisten terhadap antibiotik apabila

dibandingkan dengan bakteri gram positif (Campbell et al., 2000).

2.7.1.1.Bakteri Gram Positif

Dinding sel bakteri gram positif tersusun atas peptidoglikan
sebagai lapisan terbesar yang menyebabkan dinding selnya
menjadi kaku. Bagian luar lapisan peptidoglikan mengandung
senyawa yang disebut dengan asam teikoat. Struktur dinding sel
merupakan lapisan tunggal (monolayer) yang memiliki
ketebalan sekitar 15-80 nm. Bakteri gram positif lebih rentan
dengan penisilin dan kurang peka terhadap streptomisin. Toksin
yang dihasilkan oleh bakteri ini berupa endotoksin dan

eksotoksin (Rini & Rochmah, 2020).

Kelompok genus bakteri gram positif diantaranya
Staphylococcus sebagai penyebab penyakit bronkitis dan
keracunan makanan, Streptococcus yang menyebabkan radang
paru dan meningitis, Enterococcus sebagai penyebab enteritis,

Listeria sebagai penyebab listeriosis, Bacillus menyebabkan
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antrax, Clostridium sebagai penyebab tetanus, dan
Mycobacterium sebagai penyebab penyakit tuberculosis (Rini &
Rochmah, 2020).

2.7.1.2.Bakteri Gram negatif
Dinding sel bakteri gram negatif tersusun atas 3 lapis, yaitu
lapisan peptidoglikan, lipopolisakarida, dan lipoprotein.
Susunan dinding sel bakteri gram negatif lebih tipis
dibandingkan bakteri gram positif, yaitu 10-15 nm dengan
kandungan lipid yang lebih tinggi dan peptidoglikan. Bakteri
jenis ini memiliki kemampuan untuk bertahan terhadap
antibiotik dengan lebih baik. Bakteri gram negatif membentuk
toksin endotoksin dan tidak memiliki asam teikhoat (Rini &

Rochmah, 2020).

Kelompok genus bakteri gram negatif diantaranya adalah
Salmonella yang menyebabkan penyakit salmonellosis,
Escherichia yang merupakan penyebab gastroenteritis, Shigella
menyebabkan penyakit disentri, dan Neisseria sebagai agen

penyebab penyakit meningitis (Rini & Rochmah, 2020).

2.8. Staphylococcus aureus
2.8.1. Definisi dan Morfologi

S. aureus adalah salah satu jenis bakteri gram positif yang menjadi bagian
dari flora normal pada manusia dan hewan. Bakteri Staphylococcus
aureus dapat hidup dan menyebabkan infeksi berbagai jaringan inang dan
menjadi penyebab utama berbagai penyakit menular, seperti infeksi kulit
superfisial hingga penyakit invasif pada jaringan yang lebih dalam,
seperti jantung, saluran pencernaan, dan tulang (Balasubramanian et al.

2017; Idrees et al. 2021).
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S. aureus tegolong gram positif dikarenakan bakteri ini memberikan
warna ungu pada pewarnaan gram bakteri. Warna ungu ini dihasilkan dari
warna kristal violet selama proses pewarnaan. Bakteri S. aureus memiliki
diameter 0.5-2.5 pum, memiliki bentuk seperti buah anggur tidak
beraturan, dan dapat diidentifikasi baik dalam bentuk tunggal maupun
berpasangan (Rahayu et al. 2023). Penyakit yang ditimbulkan oleh
penyakit ini biasanya menunjukkan tanda yang khas, yaitu peradangan
(Khairunnisa et al., 2023). Hasil karakteritik biokimia bakteri S. aureus,
yaitu katalase positif, mampu memfermentasi glukosa dan mannitol,

serta Voges-Proskauer positif (Karimela et al., 2017).

S. aureus merupakan patogen yang menjadi penyebab infeksi kulit ringan
dan infeksi lainnya dengan tingkat yang lebih parah, dan menjadi agen
yang bertanggung jawab terhadap kejadian pneumonia dan infeksi
pernapasan lain, infeksi pada lokasi operasi, infeksi kardiovaskular,
infeksi bakteri nosokomial, dan infeksi sendi prostetik (Cheung et al.,
2021; Khasanah & Emillia, 2024). Toksin yang dihasilkan oleh bakteri
ini bersifat invasif dan mampu menjadi penyebab terjadi hemolisis. Pada
suhu 6.5-46°C dan pH 4.2-9.3, S. aureus mampu tumbuh secara optimal.
Pembentukan koloni bakteri memerlukan waktu selama 24 hingga 48 jam
dengan ciri khas terdapat pigmen lipokromik berwarna kuning keemasan
hingga kuning jingga. Formasi koloni dapat mencapai diameter 4 mm,

dan mampu memfermentasi glukosa dan matinol (Rahayu ef al., 2023).

Staphylococcus aureus membentuk biofilm dengan struktur kompleks
dari polimer ekstraseluler yang menciptakan lingkungan yang aman dan
mendukung pembentukan mikrokoloni bakteri, menjaga kelangsungan
hidupnya, serta memungkinkan sel-sel yang menetap untuk melakukan
kolonisasi kembali setelah tersebar. Selain itu, biofilm pada bakteri ini
juga melindungi S. aureus dari berbagai kondisi, seperti perubahan suhu,
kekurangan nutrisi, dehidrasi, dan melindungi sel dari zat antibakteri

(Idrees et al., 2021).



33

2.8.2. Klasifikasi dan Taksonomi

Klasifikasi ilmiah dan taksonomi dari bakteri Staphylococcus aureus
menurut List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature

(LPSN) adalah sebagai berikut:

Domain  : Bakteri

Filum : Bacillota

Kelas : Bacilli

Ordo : Caryophanales

Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Gambar 2.11. Koloni Staphylococcus aureus (Centre for Disease Control and
Prevention, 2025)

2.9.Antibakteri
2.9.1. Definisi Antibakteri

Antibakteri adalah suatu zat yang memiliki kemampuan untuk
membunuh dan menekan proses reproduksi atau pertumbuhan bakteri
(Rawung et al., 2020). Berdasarkan cara kerjanya, zat antibakteri dibagi
menjadi bakteriostatik dan bakterisidal. Bakterisidal merupakan suatu
zat yang bekerja dengan cara menyebabkan kematian pada bakteri
sedangkan bakteriostatik merupakan suatu zat yang memiliki
kemampuan untuk menghambat proses pertumbuhan bakteri. Zat
antibakteri bekerja melalui mekanisme yang berbeda-beda, diantaranya
mengubah molekul asam nukleat, menghambat kerja enzim,

menghambat sintesis dinding sel, memengaruhi permeabilitas sel, dan
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menghambat sintesis asam nukleat dan sintesis protein pada sel bakteri

(Wilapangga & Syaputra, 2018).

Terdapat banyak tanaman yang mengandung molekul sebagai sumber
antibakteri yang potensial dan memiliki spektrum aktivitas yang luas,
misalnya molekul turunan fenol, alkohol terpena, dan aldehida aromatik

(Berteina-Raboin, 2025).

2.9.2. Metode Pengujian Antibakteri

Metode untuk menguyji aktivitas antibakteri dalam suatu senyawa, dapat
dilakukan melalui tiga cara, diantaranya adalah metode dilusi, difusi,

dan broth mikrodilusi (Nurul et al., 2023).

2.9.2.1.Metode Dilusi

Secara umum, metode dilusi bertujuan untuk mengidentifikasi
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dengan memperkirakan kadar senyawa
antimikroba yang diuji dalam media agar (metode dilusi agar)
atau media cair seperi kaldu (metode makrodilusi atau

mikrodilusi) (Balouiri ef al., 2016).

2.9.2.2.Metode Difusi

Pada umumnya, metode difusi memiliki tujuan untuk
mengetahui resistensi atau sensitivitas dari suatu bakteri
terhadap antibakteri tertentu (Nurul et al., 2023). Prinsip dari
metode difusi adalah didasarkan pada kemampuan senyawa uji
yang memiliki aktivitas antibakteri untuk berdifusi ke dalam
media padat yang telah diinokulasikan dengan mikroba uji.
Aktivitas antibakteri ditunjukkan dari ada atau tidaknya area
atau zona hambat pertumbuhan bakteri berupa zona bening yang

terbentuk di sekitar kertas cakram (Balouiri et al., 2016).
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Metode difusi dibedakan menjadi 3 cara, yaitu metode silinder,
difusi sumuran (well diffusion), serta cakram kertas (paper disk).
Difusi silinder merupakan suatu metode yang dilakukan dengan
cara meletakkan beberapa silinder berbahan besi anti karat pada
permukaan media agar yang telah diisi dengan larutan uji dan
telah diinkubasi (Putri et al., 2023). Sementara itu, metode
difusi sumuran dan cakram kertas memiliki prinsip yang sama,
dimana keduanya mendeteksi zat antimikroba dalam melakukan
penghambatan pada pertumbuhan suatu mikroba (Kundera &
Abdurahman, 2017).

Gambar 2.12. Difusi Silinder (Abdelaziz ef al., 2012)

Metode difusi sumuran dilakukan dengan cara membuat suatu
lubang berukuran kecil (sumuran) pada suatu media agar yang
telah diinokulasikan bersama dengan mikroba uji. Larutan zat
antimikroba kemudian dimasukkan ke dalam sumuran tersebut.
Zona hambat yang terbentuk di sekitar sumur diukur untuk
menentukan aktivitas antimikroba dari zat uji (Kundera &
Abdurahman, 2017). Sementara itu, metode difusi paper disk
dilakukan dengan memanfaatkan suatu kertas cakram (paper
disk) yang memiliki fungsi untuk menampung bahan
antimikroba yang diujikan. Kertas tersebut ditempatkan di atas
media agar yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme uji,
lalu diinkubasi. Zona bening yang timbul di sekitar kertas
cakram menunjukkan adanya aktivitas penghambatan

pertumbuhan bakteri (Widya et al., 2024).
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Gambar 2.13. Difusi Cakram (1) dan Difusi Sumuran (2) (Nurhayati
et al., 2020).

Metode difusi sumuran mempunyai keunggulan berupa
kemudahan dalam mengukur luas area zona hambat yang
terbentuk di sekitar sumuran. Hal ini dikarenakan aktivitas
antibakteri tidak hanya terbatas pada permukaan nutrien agar,
tetapi juga hingga ke bagian bawah. Namun, kelemahan dari
metode ini adalah adanya kemungkinan terdapat sisa agar pada
media yang digunakan untuk membuat sumuran dapat
menyebabkan timbulnya retak atau pecah di area sekitar
sumuran. Hal ini dapat mempengaruhi proses penyerapan
antibiotik dalam media sehingga memengaruhi pembentukan

diameter zona hambat bakteri (Nurhayati ef al., 2020).

Metode sumuran lebih sensitif dan efisien dibandingkan dengan
metode cakram dalam pengujian bahan alami yang bersifat
kationik. Hal ini dikarenakan senyawa kationik cenderung
menempel pada permukaan kertas cakram yang bersifat
hidrofilik sehingga menghambat difusi ke dalam medium

(Bubonja-Sonje e al., 2020).
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2.10. Kerangka Teori

Penelitian ini berlandaskan pada kejadian resistensi antibiotik yang terus
meningkat dan menjadi ancaman serius bagi kesehatan masyarakat Indonesia.
Resistensi antibiotik sintetis ini dapat menyebabkan sulitnya pengobatan
berbagai penyakit infeksi yang diderita masyarakat. Salah satu alternatif
untuk mengatasi resistensi terhadap antibiotik adalah senyawa yang mampu
melawan bakteri dari bahan alami, yaitu daun mentimun dan daun pare. Daun
mentimun dan daun pare diekstraksi menggunakan metode maserasi,
kemudian dilakukan uji parameter spesifik dan nonspesifik serta penapisan
fitokimia. Senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun mentimun dan
daun pare kemudian dianalisis menggunakan KLT Densitometri dan hasilnya
menjadi dasar pengujian antibakteri dari kombinasi kedua daun tersebut.
Pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan secara in vitro dengan metode

difusi sumuran.
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Kerangka Konsep

Kerangka konsep yang dibuat berdasarkan kerangka teori penelitian
menggambarkan hubungan antara variabel bebas dan variabel terikat dalam
penelitian yang dilakukan. Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini
adalah variasi konsentrasi kombinasi ekstrak daun mentimun (Cucumis
sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.), sedangkan variabel
terikat pada penelitian ini adalah hasil karakterisasi senyawa pada ekstrak dan

diameter zona hambat koloni bakteri Staphylococcus aureus.

Variabel bebas: Variabel terikat:
Variasi konsentrasi kombinasi ekstrak daun > Hasil karakterisasi senyawa dan
mentimun (Cucumis sativusL.) dan daun diameter zona hambat koloni
pare (Momordica charantia L.) bakteri Staphylococcus aureus

Gambar 2.15. Kerangka Konsep

Hipotesis

HO: Tidak ada aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) terhadap

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

H1: Ada aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) terhadap

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

HO: Tidak terdapat perbedaan antara variasi konsentrasi kombinasi ekstrak
daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia

L.) terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

H1: Terdapat perbedaan antara variasi konsentrasi kombinasi ekstrak daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.)

terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.



BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

3.1.Desain Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental yang dilakukan untuk
mengetahui kadar flavonoid menggunakan instrumen KLT Densitometri dan
menguji aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) pada
konsentrasi 1:3; 1:1, 3:1, 1:0, dan 0:1 %b/v sebagai kelompok uji dan
kelompok yang tidak diberi kombinasi ekstrak digunakan sebagai kelompok
kontrol negatif yaitu DMSO 10% dan kelompok yang diberi antibiotik
ciprofloxacin Spg/ml sebagai pembanding untuk menguyji aktivitas antibakteri

Staphylococcus aureus.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1. Tempat Penelitian

Adapun tempat dilaksanakannya penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Proses determinasi tanaman dilakukan di Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Universitas Lampung
2. Ekstraksi bahan dan penapisan fitokimia dilakukan di
Laboratorium Kimia Farmasi Analisa Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung
3. Uji KLT Densitometri dilakukan di Qlab Universitas Pancasila
4. Uji antibakteri dilakukan di Laboratorium Kesehatan Daerah

Bandar Lampung.
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3.2.2. Waktu Penelitian

Penelitian akan dilaksanakan pada bulan Agustus 2025 hingga
Desember 2025.

3.3.Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1. Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah KLT Densitometer
(Camag®), moisture balance (SHIMADZU), inkubator (Memmert),
Laminar Air Flow (Thermo Scientific™), rotary evaporator
(Rotavapor R-100 BUCHI®), botol vial, blender, penjepit kayu, tanur,
krus silikat, pipet tetes, autoklaf, mikropipet (Socorex), batang
pengaduk, tabung reaksi, labu erlenmeyer (Pyrex®), gelas kimia
(Iwaki®), gelas ukur (Pyrex®, corong kaca (Pyrex®), bejana maserasi,
neraca analitik (BEL Engineering®), jangka sorong (Mitutoyo), ose,
pipet tetes, labu bunsen, cawan porselain, cork borer steril, waterbath,
cawan petri, swab steril, alumunium foil, kertas saring, plastic wrap,
kertas perkamen, silika gel GFzss, chamber kromatografi, label,

handscoon.

3.3.2.Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mentimun daun
pare yang diambil dari Ogan Komering Ilir, kultur biakan murni bakteri
Staphylococcus aureus, Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient Agar,
kuersetin (Sigma-aldrich®), etanol 96%, etanol 70%, antibiotik
ciprofloxacin 5ug/ml, akuades steril, DMSO 10%, FeCls 10%, H2SO4
(asam sulfat), CH3COOH (asam asetat), pereaksi wagner, asam asetat
glasial, kloroform, HCI pekat (asam klorida pekat), pereaksi
Lieberaman Burchard, reagen pewarna gram (Sigma-aldrich®), serbuk

magnesium.
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3.4.Variabel Penelitian
3.4.1. Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini adalah kombinasi
ekstrak etanol daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare
(Momordica charantia L.) dengan beberapa perbandingan kombinasi

konsentrasi yaitu 1:0, 0:1 1:3; 1:1; dan 3:1 %b/v.

3.4.2. Variabel Terikat

Variabel terikat yang digunakan pada penelitian ini adalah hasil
karakterisasi senyawa pada ekstrak dan aktivitas antibakteri pada
Staphylococcus aureus yang dinilai berdasarkan diameter zona hambat

(mm) pada media agar.

3.4.3. Variabel Kontrol

Variabel kontrol pada penelitian ini terdiri dari kuersetin (mgQE/g
ekstrak) sebagai baku pembanding pada uji KLT Densitometri, DMSO
10% sebagai kontrol negatif dan antibiotik ciprofloxacin Spg/ml

sebagai kontrol positif pada uji aktivitas antibakteri.

3.5.Definisi Operasional

Definisi operasional penelitian ini dijelaskan pada Tabel 3.1.

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Skala
Variabel bebas

Variasi Kombinasi ekstrak  Neraca Kombinasi Ordinal
perbandingan etanol daun analitik ekstrak etanol
kombinasi mentimun daun  mentimun

ekstrak daun  (Cucumis sativus (Cucumis sativus

mentimun L.) dan daun pare L.) dan daun pare

(Cucumis (Momordica (Momordica

sativus) dan daun  charantia L) charantia L.)

pare (Momordica  dengan

charantia)

perbandingan 1:3,
1:1, 3:1, 1:0, dan
0:1 %b/v
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Variabel terikat
Diameter zona Zona atau daerah  Diukur Dalam satuan  Rasio
hambat bakteri jernih di sekitar menggunakan  milimeter (mm)
Staphylococcus ~ sumur media jangka sorong >20 mm: sangat
aureus tumbuh  bakteri untuk kuat
Staphylococcus mengukur 10-20 mm: kuat
aureus yang tidak  diameter zona  5-10 mm: sedang
ditumbuhi bakteri hambat. <5 mm: lemah
(Putri et al., (Geofani et al,
2016). 2022)
Nilai Rf dan Refention factor Diukur Dalam satuan  Rasio
kadar flavonoid (Rf) adalah menggunakan  persentase (%) dan
total perbandingan instrumen mgQE/g ekstrak)
jarak tempuh KLT
senyawa pada Densitometri
permukaan fase
diam dengan
jarak tempuh fase
gerak yaitu
pelarut
(Darmawansyah
etal., 2023).
Flavonoid  total
adalah  jumlah
keseluruhan
senyawa
flavonoid
tumbuhan
(Mustofa et al.,
2023).
Variabel kontrol
Kuersetin Pembanding Membuat Kurva standar  Rasio
kuersetin  dipilih  larutan kuersetin (mgQE/g
karena senyawa pembanding ekstrak)
ini banyak yang diukur
ditemukan pada pada KLT
tanaman tingkat Densitometri
tinggi (Chandra,
2023)
Ciprofloxacin Antibiotik Neraca Larutan Rasio
Sw/ml spektrum luas  analitik ciprofloxacin
yang bersifat Swml
bakterisida (Amin
etal., 2025)
DMSO 10% Kontrol  negatif Neraca Larutan DMSO  Rasio
yang tidak  analitik 10% sebanyak 10
memiliki aktivitas ml
antibakteri
(Dianasari &

Iftitah, 2019)




44

3.6.Prosedur Penelitian

3.6.1.

3.6.2.

3.6.3.

3.6.4.

Pengambilan Sampel

Sampel yang akan digunakan pada penelitian ini adalah daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia
L.) yang diperoleh dari Desa Tugu Jaya, Kecamatan Lempuing,
Kabupaten Ogan Komering Ilir, Kota Palembang, Provinsi Sumatera

Selatan.

Identifikasi Tanaman

Identifikasi tanaman dilakukan dengan tujuan untuk mengidentifikasi
daun mentimun dan daun pare yang digunakan adalah benar daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia
L.). Kedua daun tersebut diidentifikasi di Laboratorium Botani
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA)

Universitas Lampung.

Pembuatan Simplisia

Daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica
charantia L.) segar yang telah dikumpulkan kemudian dijemur di
bawah sinar matahari. Setelah dikeringkan, simplisia dihaluskan
hingga menjadi bubuk yang relatif kasar. Simplisia kemudian
disimpan dalam wadah kedap udara dan terhindar dari sinar matahari

langsung (Munawarah et al., 2023).

Pembuatan Ekstrak

Menurut Farmakope Herbal Indonesia Edisi II (2017), satu bagian
serbuk kering simplisia sebanding dengan 10 bagian pelarut.
Sebanyak 400 g serbuk daun mentimun dan daun pare dimaserasi
dalam bejana terpisah dengan menggunakan pelarut etanol 96%

sebanyak 4000 mL (4 Liter).
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Proses ekstraksi berlangsung selama 2 x 24 jam di suhu kamar dengan
dilakukan pengadukan beberapa kali pada rendaman ekstrak. Ekstrak
yang diperoleh kemudian disaring menggunakan kertas saring dengan
bantuan vakum untuk mempercepat proses penyaringan. Ampas yang
didapat dari proses filtrasi kemudian diremaserasi dengan dua kali
pengulangan menggunakan pelarut yang sama. Filtrat kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak

yang kental (Widiawati ef al., 2022).

3.6.5. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Rendemen ekstrak etanol daun pare yang telah diuapkan kemudian
dihitung persentase bobotnya (b/b) menggunakan perbandingan
jumlah ekstrak yang diperoleh dibandingkan dengan berat simplisia
yang digunakan pada awal ekstraksi (Rusmin et al., 2020). Menurut
Farmakope Herbal Indonesia Edisi II (2017), rendemen ekstrak kental
yang diperoleh nilainya tidak kurang dari 10%.

Rendemen (%) = Bobot ekstrak o 100%

Bobot simplisia

3.6.6. Penapisan Fitokimia Ekstrak Daun Mentimun (Cucumis sativus)

dan Daun Pare (Momordica charantia)

A. Uji Flavonoid
Ditambahkan serbuk Magnesium dan HCI pekat (tetes demi tetes)
ke dalam sampel. Keberadaan flavonoid ditandai dengan
perubahan warna larutan menjadi merah muda atau merah
(Harborne, 1984; Maheshwaran, Nadarajah, Senadeera,

Ranaweera, et al., 2024).

B. Uji Alkaloid
Ditambahkan 1-2 tetes pereaksi Wagner (2 g Kalium Iodida dan
1,27 g lodin) pada larutan ekstrak. Keberadaan alkaloid ditandai
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dengan adanya endapan berwarna cokelat kemerahan

(Maheshwaran, Nadarajah, Senadeera, Ranaweera, et al., 2024).

C. Uji Saponin
Sebanyak 500 mg ekstrak dimasukkan dalam 5 ml akuades lalu
dihomogenkan dengan cara dikocok selama 30 detik. Keberadaan
saponin ditunjukkan dengan dengan terbentuknya busa stabil pada

campuran selama 10 menit (Harborne, 1984; Shaikh & Patil, 2020).

D. Uji Tanin
Ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCl3 10% dalam 2 mL sampel.
Keberadaan tanin ditandai dengan perubahan warna larutan
menjadi biru atau hijau kehitaman (Harborne, 1984; Shaikh &
Patil, 2020).

E.Uji Fenolik
Ditambahkan FeCl; 5% sebanyak 1-2 tetes larutan dalam 2 mL
sampel. Keberadaan tanin ditunjukkan dengan terjadinya
perubahan warna larutan uji menjadi biru, hijau, ungu dan merah
kehitaman (Harborne, 1984; Maheshwaran, Nadarajah, Senadeera,

Ranaweera, et al., 2024).

F. Uji Steroid dan Terpenoid
Sebanyak 1 ml larutan ditambahkan dengan asam asetat anhidrat,
H>SO4, dan kloroform. Keberadaan steroid ditunjukkan dengan
terjadinya dengan perubahan warna sampel menjadi biru, merah
muda, ungu atau hijau hingga hijau pekat. Sedangkan, keberadaan
terpenoid ditandai dengan perubahan warna sampel menjadi
kuning atau merah (Harborne, 1984; Maheshwaran, Nadarajah,

Senadeera, Ranaweera, ef al., 2024).
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3.6.7. Standardisasi Simplisia dan Ekstrak
3.6.7.1. Parameter Non Spesifik

Parameter non spesifik yang diujikan pada penelitian ini

adalah sebagai berikut:

A. Kadar Air
Ditimbang 1 g ekstrak dengan seksama menggunakan
cawan pada alat moisture balance. Alat kemudian diatur
pada suhu 105°C, kemudian ditutup dan dilakukan
proses pengeringan selama beberapa menit hingga alat
menampilkan hasil analisis kadar air (Rukmawati et al.,

2017).

B. Susut Pengeringan
Ditimbang sebanyak 1 g hingga 2 g serbuk simplisia
kemudian diratakan di atas wadah alumunium pada alat
moisture balance. Alat kemudian dipanaskan pada suhu
105°C selama 10 menit. Proses pengeringan dilakukan
hingga alat berbunyi dan nilai tertera pada alat (Putri et
al., 2023; Yanti et al., 2022).

C. Kadar Abu Total
Sebanyak 2 hingga 3 g sampel ditimbang dalam krus
silikat yang telah ditara dan dipijar, dipijar perlahan
sampai arang habis, kemudian ditimbang setelah

didinginkan (Kemenkes RI, 2017).
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3.6.7.2.Parameter Spesifik

Parameter spesifik yang dilakukan pada penelitian ini adalah

sebagai berikut:

A. Karakterisasi Senyawa  Kuersetin  dengan  KLT
Densitometri
Hasil analisis dengan kromatografi lapis tipis dilihat dari
dua faktor, yaitu nilai retensi (Rf) dan luas area noda
sampel yang terbentuk (Prasetyawan ef al., 2024). Ekstrak
tunggal daun mentimun dan daun pare beserta baku
kuersetin ditotolkan dengan jarak 1,5 hingga 2 cm dari
posisi tepi bawah lempeng. Diletakkan lempang silica gel
pada rak penyangga, hingga posisi totolan sampel terletak
pada bagian bawah, kemudian dimasukkan rak dalam

bejana kromatografi (Kemenkes RI, 2022).

Selanjutnya, lempeng dielusi pada chamber yang telah
mengalami proses penjenuhan dengan fase gerak
(Sulistyowati et al., 2021). Identifikasi senyawa kuersetin
dan penentuan kadar kuersetin menggunakan fase gerak

toluena:etil asetat:asam format (5:4:0,2 v/v/v) (Adhikari

& Saha, 2022).

Bercak noda pada plat kromatografi dianalisis
menggunakan densitometer pada panjang gelombang
yang telah ditentukan (Rollando et al., 2025). Bercak
diamati di bawah sinar tampak, sinar ultraviolet pada
panjang gelombang pendek (254 nm), dan ultraviolet pada
panjang gelombang panjang (366 nm). Jarak pada masing-
masing bercak dari titik penotolan diukur dan dianalisis
harga Rf yang didapat (Kemenkes RI, 2022). Sementara
itu, kadar kuersetin pada tiap sampel dapat dihitung
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menggunakan persamaan kurva baku yang diperoleh
(Sulistyowati et al., 2021). Nilai Rf dihitung dengan
menggunakan rumus sebagai berikut (Parwiyanti et al.,

2025).

__Jarak bercak bergerak ke atas

Rf

Jarak permukaan eluen

B. Organoleptis
Parameter spesifik yang dilakukan pada penelitian ini
adalah uji organoleptis yang terdiri atas bau, warna,

bentuk, dan rasa (Rusmin et al., 2020).

3.6.8. Pembuatan Larutan Uji

Pada penelitian ini, penguji menggunakan sampel yang terdiri dari
kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun pare dengan
perbandingan  1:0, 0:1, 1:3, 1:1, dan 3:1 %b/v serta antibiotik
ciprofloxacin 5Spg/ml sebagai kontrol positif (+) dan DMSO 10%
sebagai kontrol negatif (-), lalu dilakukan pengujian penghambatan
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan 5 kelompok
perlakuan, seperti yang disajikan pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Perbandingan Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Mentimun dan

Daun Pare
Komposisi Rasio
Ekstrak Etanol (g) DMSO
Kelompok Perlakuan Daun Daun 10%
Mentimun Pare
S1 Kombinasi ekstrak 1:0 5 - 10 mL
S2 Kombinasi ekstrak 0:1 - 5 10 mL
S3 Kombinasi ekstrak 1:3 1,25 3,75 10 mL
S4 Kombinasi ekstrak 1:1 2,5 2.5 10 mL

S5 Kombinasi ekstrak 3:1 3,75 1,25 10 mL
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3.6.9. Uji Aktivitas Antibakteri

A. Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol dilakukan untuk mendapatkan ekstrak daun
mentimun dan daun pare yang murni tanpa adanya kontaminasi
melalui pembebasan ekstrak dari etanol. Selain itu, uji ini
dilakukan untuk menghindari terjadinya hasil positif palsu pada
perlakuan terhadap sampel dikarenakan etanol memiliki sifat
sebagai antibakteri (Sukadiasa et al., 2023). Pengujian bebas
etanol dalam ekstrak dilakukan dengan metode esterifikasi
dengan menambahkan asam sulfat (H2SOs4) dan asam asetat
(CH3COOH) pada ekstrak, lalu dilakukan pemanasan. Hasil uji
negatif pada pengujian bebas etanol bila tidak terdapat bau khas
ester pada sampel (Konay ef al., 2019).

B. Sterilisasi Alat
Seluruh alat yang akan digunakan pada pengujian aktivitas
antibakteri seperti tabung reaksi, gelas ukur, dan pipet tetes,
cawan petri, dan erlenmeyer dilakukan pembungkusan
menggunakan alumunium lalu disterilisasi dengan autoklaf pada
tekanan 1 atm, temperatur 121°C, dan waktu 15 menit. Alat lain
seperti jarum ose disterilisasi menggunakan alkohol 70% dan

dipijarkan dengan api bunsen (Armaleni et al., 2019).

C. Pembuatan Media Agar
Mueller Hinton Agar yang digunakan sebagai media untuk
bakteri Staphylococcus aureus ditimbang sebanyak 11,4 g
kemudian dilarutkan menggunakan aquadest sebanyak 300 mL.
Media kemudian dipanaskan menggunakan hotplate hingga
mendidih dan disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121° C,
tekanan 2 atm, dalam waktu 15 menit. pH media diatur hingga

7,4. (Putri et al., 2019).
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D. Peremajaan Suspensi Bakteri
Bakteri Staphylococcus aureus yang telah diinkubasi dan tumbuh
diambil menggunakan jarum ose, lalu diinokulasikan secara
aseptis dengan dioleskan ke dalam media Nutrient Agar miring
dalam tabung reaksi. Selanjutnya, tabung reaksi diinkubasi
selama 1 x 24 jam di dalam inkubator pada suhu 37°C (Rosmania
& Yuniar, 2021; Widiawati et al., 2022). Bakteri S. aureus yang
telah diremajakan diambil menggunakan ose yang telah
disterilkan. Dibuat suspensi bakteri menggunakan larutan NaCl
0.9% sebanyak 0.5 mL dan diencerkan hingga diperoleh
kekeruhan yang sesuai dengan standar Mc. Farland (Widiawati et

al., 2022).

E. Uji Pewarnaan Gram Bakteri
Pewarnaan gram bakteri diawali dengan mensterilkan kaca objek
dengan alkohol 95% dan dilewatkan beberapa kali pada api
bunsen, kemudian ditunggu beberapa saat hingga sedikit dingin.
Diambil isolat bakteri menggunakan jarum ose secara aseptis
kemudian dioles tipis di permukaan gelas objek. Dilakukan
fiksasi spesimen dengan melewatkan kaca objek diatas api
bunsen sebanyak tiga kali (Rahmatullah et al., 2021). Pengujian
diawali dengan meneteskan Reagen 1C (larutan pewarna) dan
didiamkan selama 1 menit agar pewarna bereaksi dengan sel.
Sediaan dibilas dengan akuades selama 5 detik. Dilanjutkan
dengan ditetesi sediaan menggunakan Reagen 2 (larutan Logul)
dan didiamkan selama 1 menit dan dibilas dengan akuades selama
5 detik. Selanjutnya, ditambahkan larutan dekolorisasi (Reagen
3) dan didiamkan selama 5-10 detik, kemudian dibilas dengan
akuades selama 5 detik. Setelah itu, ditambahkan Reagen 4
(larutan fuchsin bebas fenol) selama 15-30 detik dan dibilas
dengan akuades selama 5 detik. Dikeringkan menggunakan udara

(diangin-anginkan) (Sigma-Aldrich, 2025).
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F. Pengujian Aktivitas Antibakteri
Sebanyak 1 mL suspensi bakteri Staphylococcus aureus yang
telah dibuat kemudian dituangkan pada cawan petri dan
dihomogenkan dengan MHA, didiamkan hingga memadat.
Dibuat lubang sumuran pada media yang sudah memadat
menggunakan alat cork borer. Pada masing-masing lubang
ditambahkan sebanyak 50 ul larutan uji yaitu sampel daun pare
tunggal, daun mentimun tunggal, kombinasi daun pare dan daun
mentimun dengan perbandingan 1:3, 1:1, 3:1, 1:0 dan 0:1 %b/v.
Kemudian diinkubasi sampel pada suhu 37°C selama 24 jam

(Ningsih et al., 2023).

G. Pengukuran Zona Hambat
Diameter zona hambat yang didapatkan dari hasil pengukuran
aktivitas antibakteri kemudian diukur dengan jangka sorong
(mm) dari dalam ke luar setelah melalui proses inkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Hasil yang diperoleh kemudian dicatat
pada tabel pengamatan (Widiawati et al., 2022). Kategori zona
hambat disajikan pada Tabel 3.3.

Tabel 3.3. Klasifikasi Zona Hambat Uji Aktivitas Antibakteri (Geofani

etal., 2022)
Diameter Zona Bening (mm) Kategori
>20 Sangat kuat
10-20 Kuat
5-10 Sedang
<5 Lemah

3.7. Analisis Data

Data nilai daya hambat antibakteri dilakukan uji normalitas menggunakan uji
Saphiro — Wilk dikarenakan metode pengujian ini sangat efektif untuk
menganalisis sampel kecil dan untuk mengukur kesesuaian data dengan
distribusi normal (Nurhaswinda et al., 2025). Uji Shapiro — Wilk digunakan
pada sampel penelitian yang kurang dari 50 (Weldy et al., 2022). Data

terdistribusi normal apabila nilai signifikan p-value > 0,05 (Purwoko et al.,
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2025). Analisis data dilanjutkan dengan uji homogenitas untuk menguji
apakah setiap kelompok data memiliki varian yang sama (Purwoko et al.,
2025). Uji dilanjutkan dengan one way ANOVA apabila data homogen dan
terdistribusi normal, tetapi jika data terdistribusi normal dan tidak homogen,
dilanjutkan dengan uji Welch atau Brown-Forsythe. Apabila data tidak
terdistribusi normal, digunakan uji Kruskal-Wallis (Firdausy et al., 2020). Uji
ini dilakukan untuk menguji aktivitas kombinasi ekstrak terhadap diameter

zona hambat bakteri S. aureus (Alouw et al., 2022; Sulfianti et al., 2024).

Etik Penelitian

Penelitian yang dilakukan telah diajukan izin persetujuan etik dari Komisi

Etik Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

Alur Penelitian

Penelitian dilakukan berdasarkan alur penelitian yang telah disusun seperti
yang tertera pada gambar. Kerangka alur penelitian ini digunakan untuk
mempermudah peneliti dalam melaksanakan penelitian dimulai dari
pembuatan etik penelitian, persiapan alat dan bahan, ekstraksi sampel,
pengujian parameter spesifik dan nonspesifik, penapisan fitokimia, serta uji

antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
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BABYV
SIMPULAN DAN SARAN

5.1.Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil penapisan fitokimia menunjukkan bahwa daun mentimun dan daun
pare mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin, fenolik, dan
terpenoid, sedangkan steroid hanya terdeteksi pada daun pare. Hasil
identifikasi senyawa flavonoid ekstrak daun mentimun menggunakan
instrumen KLT Densitometri menunjukkan nilai Rf sebesar 0,28 dan 0,29
dengan kadar flavonoid total sebesar 0,51%. Sementara daun pare
menunjukkan nilai Rf sebesar 0,30 dengan kadar flavonoid total sebesar
0,37%.

2. Kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun pare memiliki kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus yang
ditunjukkan oleh terbentuknya zona hambat pada setiap perlakuan uji.
Hasil uji statistik One Way ANOVA menunjukkan nilai p value < 0,05 (p =
0,000).

3. Kombinasi ekstrak dengan konsentrasi 3:1 dan 1:3 %b/v menunjukkan
zona hambat paling besar dibandingkan dengan ekstrak tunggal pada
masing-masing daun mentimun dan daun pare. Hasil aktivitas antibakteri
kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun pare dengan konsentrasi 1:0,
0:1, 1:3. 1:1, dan 3:1 %b/v menunjukkan hasil berturut-turut adalah
sebesar 7,05 mm (sedang), 5,41 mm (sedang), 11,56 mm (kuat), 5,25 mm
(sedang), dan 11,15 mm (kuat).
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5.2.Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan
beberapa hal, diantaranya sebagai berikut:

1. Dapat dilakukan identifikasi senyawa metabolit sekunder golongan lain
pada ekstrak maupun fraksi daun mentimun dan daun pare menggunakan
instrumen KLT Densitometri.

2. Dapat dilakukan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode lain, seperti
metode dilusi cair atau padat untuk menentukan nilai KHM dan KBM pada
ekstrak daun mentimun dan daun pare.

3. Dapat dilakukan analisis hubungan antara kandungan senyawa metabolit

sekunder dengan aktivitas antibakteri pada daun mentimun dan daun pare.
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