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ABSTRACT

COMPOUND CHARACTERIZATION USING FOURIER TRANSFORM
INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR) AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY
TEST OF COMBINED CUCUMBER LEAF (Cucumis sativus L.) AND
BITTER MELON LEAF (Momordica charantia L..) EXTRACTS AGAINST
Escherichia coli

By

M. Rosari Resalia

Background: Diarrhea is a mortality disease, affecting nearly 1.7 billion children
annually. One cause of diarrhea is bacterial infection, including Escherichia coli,
which is commonly treated with antibiotics, which can lead to antibiotic resistance.
One treatment option is to utilize plants such as cucumber leaves (Cucumis sativus
L.) and bitter melon leaves (Momordica charantia L.), which have antibacterial
activity against both gram-positive and gram-negative bacteria. However, research
on the effectiveness of the combination of the two in inhibiting E. coli has not yet
been conducted.

Method: Experimental research was conducted using ethanol extraction of
cucumber and bitter melon leaves. Phytochemical screening was performed
qualitatively. Compound characterization was performed using Fourier Transform
Infrared Spectroscopy. Antibacterial activity was determined in vitro using well
diffusion.

Result: Cucumber leaf and bitter melon leaf extracts contain several secondary
metabolite compounds whose presence is supported by the presence of absorption
peaks in the FTIR analysis results which indicate the functional groups O-H, C-H
aliphatic, C-H, C=0, and C-H aromatic. Variations in the combination ratio of
cucumber and bitter melon leaf extracts inhibited the growth of Escherichia coli (p-
value < 0,05).

Conclusion: Variations in the ratio of the combination of cucumber leaf extract and
bitter melon leaf extract have the ability to inhibit the growth of Escherichia coli
bacteria. However, the best inhibition zone diameter was achieved by the single
bitter melon leaf extract.

Keywords: Bitter Melon Leaves, Cucumber Leaves, Escherichia coli, FTIR
Analysis, Phytochemical Screening



ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA DENGAN MENGGUNAKAN FOURIER
TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR) DAN UJI AKTIVITAS
ANTIBAKTERI KOMBINASI EKSTRAK DAUN MENTIMUN (Cucumis
sativus L..) DAN DAUN PARE (Momordica charantia L.) TERHADAP
BAKTERI Escherichia coli

Oleh

M. Rosari Resalia

Latar Belakang: Penyakit diare sebagai penyebab mortalitas dan terdapat hampir
1,7 miliar kasus pada anak setiap tahunnya. Salah satu penyebab diare adalah karena
adanya infeksi bakteri, salah satunya adalah Escherichia coli yang umumnya
diobati dengan penggunaan antibiotik yang bisa menimbulkan resistensi antibiotik.
Salah satu upaya penanganan adalah dengan memanfaatkan tanaman seperti daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) yang
memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri gram positif dan gram negatif. Namun,
penelitian mengenai kombinasi keduanya dalam menghambat E. coli belum
ditemukan.

Metode: Penelitian secara eksperimental dilakukan dengan ekstraksi etanol daun
mentimun dan daun pare. Penapisan fitokimia dilakukan secara kualitatif.
Karakterisasi senyawa dilakukan dengan analisis Fourier Transform Infrared
Spectroscopy. Aktivitas antibakteri dilakukan secara in vitro dengan menggunakan
difusi sumuran.

Hasil: Ekstrak daun mentimun dan daun pare mengandung beberapa senyawa
metabolit sekunder yang didukung keberadaanya dengan adanya puncak serapan
pada hasil analisis FTIR yang mengindikasikan gugus fungsi O-H, C-H alifatik, C-
H, C=0, dan C-H aromatik. Variasi perbandingan kombinasi ekstrak daun
mentimun dan daun pare dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli
(p-value < 0,05).

Simpulan: Variasi perbandingan kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun pare
memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Namun, diameter zona hambat terbaik dihasilkan oleh ekstrak tunggal daun pare.

Kata Kkunci: Analisis FTIR, Daun Mentimun, Daun Pare, Escherichia coli,
Penapisan Fitokimia
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diare merupakan salah satu masalah kesehatan pada masyarakat, terkhusus
pada anak-anak yang berusia dibawah 5 tahun. Diare juga merupakan salah satu
penyakit utama yang membahayakan selain penyakit ISPA, Campak, dan
infeksi lainnya. Di Indonesia diare sangat umum terjadi karena kurangnya
kontrol kesehatan pada masyarakat yang tidak efektif dan standar kesehatan
yang buruk. Umumnya penularan diare bersumber dari makanan atau minuman
yang mengandung bakteri penyebab diare (Anbhuselvam et al., 2019). Akibat
fatal yang dapat ditimbulkan ketika penanganan diare tidak tepat adalah
kematian (Nadiya & Asharina, 2016).

Menurut data World Health Organization (WHO) diare menyebabkan kematian
sekitar 443.832 setiap tahun pada anak di bawah usia 5 tahun dan 50.851 pada
anak berusia 5 hingga 9 tahun. Secara keseluruhan di dunia terdapat hampir 1,7
miliar kasus diare setiap tahunnya (WHO, 2024). Di Indonesia prevalensi diare
mencapai 1.017.290 dan jumlah prevalensi di Provinsi Lampung mencapai
32.148 (Riskesdas, 2018). Diare disebabkan karena infeksi oleh bakteri, virus,
dan parasit. Salah satu patogen yang umum ditemukan dalam penyakit diare
adalah bakteri yang meliputi Escherichia coli, Salmonella, dan Shigella.
Patogen yang paling umum menjadi penyebab diare adalah E. coli (WHO,
2024). E. coli merupakan bakteri yang dapat hidup di saluran pencernaan, tetapi
dapat bersifat patogen oportunistik ketika jumlahnya pada tubuh melebihi batas
normal sehingga menyebabkan penyakit diare (Firmansyah et a/., 2021; Nadiya
& Asharina, 2016; Rahayu et al., 2018).



Diare diobati dengan diberikan cairan rehidrasi, zink dan antibiotik
(Anbhuselvam et al., 2019). Namun, penggunaan antibiotik yang tidak rasional
dapat menimbulkan resistensi antibiotik yang menyebabkan hilangnya
efektivitas obat dalam melawan infeksi bakteri (Alvarez-Martinez etal., 2020;
Meila et al., 2020). Oleh karena itu, diperlukan alternatif lain yang bisa
mengatasi masalah diare dan meminimalkan risiko resistensi antibiotik, salah
satunya melalui pemanfaatan obat bahan alam (Gupta & Birdi, 2017). Saat ini,
permintaan mengenai obat bahan alam mengalami peningkatan dan diharapkan
memberikan dampak positif. Pemerintah pusat dan daerah mendukung
pengembangan serta penelitian yang memanfaatkan potensi bahan alam yang
aman, berkhasiat, dan bermutu (BPOM, 2023). Salah satu tanaman yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat bahan alam dan memiliki aktivitas sebagai
antibakteri adalah daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare

(Momordica charantia L.) (Anugerah et al., 2023; Widiawati et al., 2023).

Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa ekstrak buah mentimun (Cucumis
sativus L.) yang diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan metanol
70% memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri Salmonella thypii dengan daya
hambat terbesar sebesar 18,5 mm pada konsentrasi 70% (Endarini ef al., 2022).
Ekstrak etanol 95% buah mentimun yang dilakukan ekstraksi dengan metode
maserasi juga menunjukkan aktivitas antibakteri pada Escherichia coli dengan
daya hambat sebesar 8 mm pada konsentrasi 200 mg/mL (Olubunmi et al.,
2024). Penelitian yang dilakukan oleh Widiawati et a/ (2023) menyebutkan
bahwa daun mentimun yang diekstraksi dengan metode maserasi dan
menggunakan etanol 96% menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus epidermidis dengan konsentrasi 25%, 50%, dan 75% yang
secara berturut-turut menghasilkan daya hambat 9,85 mm, 10,28 mm, dan 10,53
mm (Widiawati et al., 2023).

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa ekstrak buah dan daun pare
(Momordica charantia L.) yang diekstraksi dengan menggunakan metode

maserasi yang menggunakan pelarut etanol 70% memiliki aktivitas antibakteri



terhadap Escherichia coli dengan zona hambat masing-masing yaitu 5,3 mm
dan 26 mm pada konsentrasi 60% (Rasmi et al., 2023). Ekstrak buah pare yang
dilakukan ekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dan pelarut etanol
96% juga menunjukkan aktivitas antibakteri pada Pseudomonas aeruginosa
dengan zona hambat terbesar sebesar 18,81 mm pada konsentrasi 100% (S. N.
Putri et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh Anugerah et a/ (2023) yang
mengekstraksi daun pare menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol
96% menyebutkan bahwa ekstrak tersebut memiliki aktivitas antibakteri pada
bakteri Staphyloccoccus aureus dan Salmonella thypii dengan zona hambat

masing-masing 7,36 mm dan 17,06 mm pada konsentrasi 7,5%.

Berdasarkan kajian tersebut diketahui bahwa daun mentimun (Cucumis sativus
L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) memiliki aktivitas sebagai
antibakteri. Namun, penelitian yang mengkombinasikan daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) dalam menguji
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli belum ditemukan. Oleh
karena itu, berdasarkan uraian diatas peneliti bertujuan ingin mengetahui hasil
karakterisasi senyawa pada ekstrak etanol 96% daun mentimun dan daun pare
serta apakah dengan mengkombinasikan kedua ekstrak tersebut dapat

menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana hasil penapisan fitokimia serta karakterisasi senyawa
menggunakan alat Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) pada
masing-masing ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare
(Momordica charantia L.)?

2. Bagaimana aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol 96% daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli?

3. Bagaimana perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak tunggal daun

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



dengan kombinasi ekstrak keduanya dalam menghambat pertumbuhan

bakteri Escherichia coli?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Mengidentifikasi kandungan senyawa metabolit sekunder melalui uji
penapisan fitokimia serta hasil karakterisasi senyawa menggunakan alat
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) pada masing-masing
ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica
charantia L.).

Mengidentifikasi aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol 96%
daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia
L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Mengidentifikasi perbandingan aktivitas antibakteri antara ekstrak tunggal
daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia
L.) dengan kombinasi ekstrak keduanya dalam menghambat pertumbuhan

bakteri Escherichia coli.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti

Meningkatkan pengetahuan peneliti mengenai karakterisasi senyawa
dan penapisan fitokimia dari masing-masing ekstrak daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.) serta
aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak etanol 96% daun mentimun

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

1.4.2 Manfaat Bagi Praktisi

1. Bagi Peneliti Lain
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar bagi penelitian
selanjutnya yang bertujuan untuk mengkaji efektivitas antibakteri

dari kombinasi ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan



daun pare (Momordica charantia L.) terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli.

Bagi Institusi

Penelitian ini dilaksanakan dengan tujuan untuk memberikan
sumber informasi mengenai aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica

charantia L.) terhadap bakteri Escherichia coli.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

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

Menurut Plant of the World Online (POWO) (2023) klasifikasi tanaman

mentimun adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Violales

Famili : Cucurbitaceae
Genus : Cucumis
Spesies : Cucumis sativus

18,5 cm

16 cm

18 cm

)

Gambar 2.1 Mentimun (Dokumentasi Pribadi)



2.1.2

Mentimun dengan nama latin Cucumis sativus L. merupakan jenis
tanaman yang merambat dan mudah untuk dibudidayakan. Mentimun
dapat tumbuh dengan baik pada dataran rendah dan dataran tinggi pada
ketinggian 1300 meter di atas permukaan laut (Endris, 2020).
Mentimun dibudidayakan pada tanah yang subur dan gembur, dan harus
mendapatkan sinar matahari dengan baik (Putri, 2019). Budidaya
mentimun pertama kali dilakukan di India khususnya pada bagian utara.
Tanaman ini memiliki penyebaran yang sangat luas di dunia, sehingga
tanaman ini dapat ditemukan di banyak negara dengan spesies yang

berbeda (Endris, 2020).

Dalam bahasa inggris mentimun bernama Cucumber, di Jepang
tanaman ini disebut dengan Kyuuri, sedangkan di Indonesia tanaman
ini memiliki penyebutan yang berbeda pada setiap daerah. Di daerah
Sumatera khususnya sebagian daerah Sumatera Selatan dan Lampung
tanaman ini disebut dengan Lepang, serta di Aceh tanaman ini disebut
Timon. Di daerah Sunda tanaman ini disebut dengan Bonteng, di
Madura tanaman ini disebut Temon atau Antemon, dan di Jawa tanaman

ini disebut Timun Bali, Ketimun atau Antimun (Endris, 2020).

Morfologi Mentimun

Tanaman mentimun memiliki warna yang khas yaitu hijau termasuk
pada bagian batangnya. Batang dari tanaman ini memiliki bulu kasar,
basah, dan panjang 0,5-2,5 meter. Mentimun memiliki bentuk sulur
dahan yang spiral dan keluar dari sisi tangkai daun. Sulur dari tanaman
mentimun tumbuh dengan merambat pada tempat tanaman tersebut
tumbuh (Putri, 2019). Batang mentimun tergolong lunak karena
memiliki kandungan air yang cukup banyak (Maulana, 2021).
Mentimun memiliki akar tunggang dan terdapat bulu-bulu akar pada
akarnya, serta memiliki serabut akar. Akar tunggang mentimun dapat
menembus tumbuh lurus ke dalam tanah berkisar antara 30-60 cm. Akar

serabut mentimun hanya tumbuh di permukaan tanah (Maulana, 2021).



2.1.3

Tanaman mentimun memiliki bunga yang tumbuh dengan warna putih
kekuningan pada mentimun jantan dan memiliki bentuk seperti
terompet yang ditutupi bulu-bulu pada permukaannya pada mentimun
betina (T. Putri, 2019). Bakal buah mentimun yang berbentuk lonjong
dan membengkak ada pada bunga betina sedangkan bunga jantan tidak

memiliki bakal buah (Sunarjono & Nurrohmah, 2018).

Mentimun memiliki daun yang tunggal dengan letak yang berseling,
berwarna hijau, bertangkai panjang, dan memiliki bentuk bulat telur
lebar. Daun mentimun tersusun atas 3-7 dengan pangkal yang berbentuk
jantung, tepi bergerigi, dan ujungnya yang runcing (T. Putri, 2019).
Daun mentimun memiliki aroma yang kurang sedap dan langu serta
terdapat bulu-bulu tipis pada daun yang tidak begitu tajam tidak
(Sunarjono & Nurrohmah, 2018).

Manfaat Mentimun

Mentimun telah dimanfaatkan sebagai tanaman obat sejak zaman
dahulu mulai dari akar, batang, daun, biji, dan buah. Mentimun
memiliki manfaat untuk penyembuhan luka seperti luka bakar dan luka
dingin, menyembuhkan kulit ruam dan jerawat serta dimanfaatkan juga
dalam bidang kosmetik sebagai pelembab. Di Tiongkok mentimun telah
dimanfaatkan untuk pengobatan diare dan gonore, pembengkakan, dan
memperlancar buang air kecil (Idemudia & Enogieru, 2024). Di daerah
Indo-Cina mentimun dimanfaatkan sebagai pencahar, mengatasi
hyperdipsia, insomnia, penyakit kuning, bronkitis, dan digunakan
sebagai pengobatan disentri pada anak-anak (Raheman, 2020). Di
beberapa daerah di Indonesia mentimun dimanfaatkan sebagai obat
untuk mengatasi hipertensi dan menghentikan pendarahan (Oktoba et
al., 2024). Mentimun juga memiliki manfaat sebagai antioksidan, anti
kanker, dan memiliki efek diuretik, serta mencegah dehidrasi karena

kandungan air yang sangat tinggi pada mentimun (Fatimah, 2023).



2.1.4 Aktivitas Farmakologi Tanaman Mentimun

Tanaman mentimun yaitu bagian daun, batang, dan akar yang masing-
masing diekstrak dengan menggunakan etanol 96% menunjukkan
aktivitas biofungisida pada fungi Fusarium oxysporum. Ekstrak dari
masing-masing organ mentimun dilakukan penapisan fitokimia untuk
mengidentifikasi kandungan metabolit sekunder secara kualitatif. Hasil
menunjukkan bahwa daun mentimun memiliki aktivitas biofungisida
yang paling besar dibandingkan dengan bagian akar dan batang
mentimun. Hasil tersebut juga menunjukkan bahwa seiring dengan
semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan maka zona hambat

yang dihasilkan semakin besar (Senaen et al., 2022).

Ekstrak buah mentimun yang diekstraksi dengan pelarut metanol
menunjukkan aktivitas sebagai antikolesterol. Ekstrak buah mentimun
diisolasi untuk mendapatkan senyawa flavonoid, senyawa flavonoid
yang didapatkan kemudian diberikan pada mencit yang telah diberi
perlakuan pemberian makanan cepat saji. Hasil menunjukkan bahwa
flavonoid pada ekstrak buah mentimun dapat menurunkan kadar
kolesterol darah mencit tersebut. Hasil penelitian juga menunjukkan
bahwa semakin besar dosis flavonoid yang digunakan maka semakin

besar penurunan kadar kolesterol total darah mencit (Rusmini et al.,

2019).

Ekstrak etanol 70% buah mentimun menunjukkan adanya aktivitas
sebagai antioksidan, hasil menunjukkan bahwa ekstrak buah mentimun
memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ICso 27,56 pg/ml yang
termasuk ke dalam aktivitas antioksidan yang kuat dan juga
menunjukkan aktivitas antihipertensi pada hewan uji dan pada uji in
silico. Ekstrak ini secara signifikan menurunkan hipertensi karena
adanya kandungan senyawa fisetin yang berperan dalam menurunkan

tekanan darah (Aprilliani et al., 2022; Irianto et al., 2020).



2.1.5 Kandungan Mentimun sebagai Antibakteri

Mentimun memiliki aktivitas antibakteri pada beberapa bakteri gram
positif dan negatif. Penelitian yang dilakukan oleh Mahulauw et al
(2024) menunjukkan aktivitas antibakteri mentimun pada bakteri
Propionobacterium acnes hasil pengukuran menunjukkan bahwa
ekstrak etanol mentimun memiliki daya hambat dengan kriteria kuat
sampai sangat kuat. Pada bakteri gram negatif yaitu Salmonella thypii
ekstrak buah mentimun juga menunjukkan aktivitas antibakteri dengan
kriteria kuat (Endarini ef al., 2022). Hal ini disebabkan karena ekstrak
mentimun mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu alkaloid,
flavonoid, saponin, tanin, steroid, terpenoid, triterpenoid, dan glikosida
yang berperan dalam aktivitas antibakteri (Hakim & Saputri, 2017;
Senaen et al., 2022; Uzuazokaro et al., 2018).

Senyawa alkaloid dan saponin pada mentimun memiliki aktivitas
antibakteri dengan cara menyebabkan kerusakan pada dinding sel
bakteri. Alkaloid bekerja dengan menghambat komponen penyusun
dinding sel bakteri seperti peptidoglikan yang mengakibatkan rusaknya
dinding sel bakteri akibat gagalnya pembentukan dinding sel sehingga
menyebabkan kematian sel (Riyanto et al., 2019). Senyawa saponin
bekerja dengan meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga
struktur membran berubah dan akan terjadi denaturasi protein di

membran sel kemudian sel rusak dan pecah (Juariah & Wati, 2020).

Senyawa flavonoid pada mentimun memiliki aktivitas sebagai
antibakteri karena dapat menghambat perkembangan bakteri dengan
cara mendenaturasi dan mengkoagulasi protein pada sel bakteri.
Flavonoid bekerja dengan menyebabkan kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri dan membentuk khelat dengan protein ekstraseluler
sehingga membran sel bakteri rusak (Heriyanti et al., 2016; Sagita et

al., 2017).
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Senyawa tanin sebagai antibakteri bekerja dengan menghentikan
pengikatan bakteri, mencegah kerja enzim, mengerutkan membran sel,
dan menghambat sintesis peptidoglikan pada pembentukan dinding sel
sehingga dinding sel tidak terbentuk dengan utuh dan sel menjadi lisis
kemudian sel mati (Pertiwi et al., 2022). Senyawa terpenoid juga
menyebabkan kerusakan membran sel karena bereaksi dengan porin
dan mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri, yang menyebabkan
bakteri kekurangan nutrisi dan menghambat pertumbuhan kemudian sel

bakteri akan mati (Amalia et al., 2017).

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

Menurut Plant of the World Online (POWO) (2023) taksonomi pare
dikelompokkan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dioctyledoneae

Ordo : Cucurbitales

Famili : Cucurbitaceae

Genus : Momordica

Spesies : Momordica charantia

15,5 cm

Gambar 2.2 Pare (Dokumentasi Pribadi)



2.2.2
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Tanaman pare atau dengan nama latin Momordica charantia L. yang
termasuk famili Cucurbitaceae merupakan tanaman semak semusim
dengan pertumbuhan yang merambat dan memiliki sulur yang panjang.
Pare memiliki aroma langu yang khas. Tanaman ini merupakan tanaman
yang berasal dari benua Asia (Subahar, 2004). Tanaman pare banyak
dibudidayakan di daerah tropis. Tanaman ini tumbuh dengan baik pada
dataran rendah dan tumbuh merambat. Tanaman ini dapat tumbuh
didaerah yang sejuk karena tidak membutuhkan terlalu banyak sinar
matahari (Dalimartha, 2008). Pare dikenal sangat luas di Indonesia
sehingga memiliki penyebutan yang berbeda di berbagai daerah. Di
daerah Jawa tanaman ini disebut dengan pare. Pada masyarakat Batak,
Bugis, Bima, Makassar, dan Sumba menyebut tanaman ini dengan
paria. Di wilayah Sumatera dikenal dengan sebutan prieu, paria, folia,

dan kembeh (Subahar, 2004).

Morfologi Pare

Tanaman pare memiliki akar tunggang yang bercabang-cabang, bentuk
kerucut, dan berwarna putih. Batang tanaman pare memiliki struktur
yang tidak berkayu dengan warna hijau dan permukaan batang tegaknya
berusuk lima. Panjangnya 2-5 m dan memiliki banyak cabang. Pada
tanaman pare yang masih muda bagian batangnya terdapat rambut yang
rapat tetapi akan menghilang ketika sudah tua. Buah pare yang masih
muda berwarna hijau, sedangkan buah yang sudah tua berwarna jingga.
Buah pare berbentuk bulat memanjang dan memiliki 8-10 rusuk,
permukaan buahnya memiliki bintik-bintik yang tidak beraturan
dengan panjang 8-30 cm, dan memiliki rasa yang pahit. Buah pare
memiliki biji yang berwarna coklat kekuningan, keras, berbentuk pipih,
memanjang, dan tersebar banyak di dalam buah pare (Maghfoer et al.,

2019).
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Tanaman pare memiliki daun tunggal yang bertangkai panjang
berukuran 1,5-5,3 cm dengan keadaan pada batang berseling, memiliki
bentuk bulat panjang, pangkal daun memiliki panjang 3,5-8,5 cm, lebar
2,5-6 cm, dan berwarna hijau tua. Tanaman pare memiliki bunga
tunggal. Pada satu pohon tanaman pare, bunga tanaman ini memiliki 2
kelamin yaitu bunga jantan dan bunga betina. Pada bunga jantan
memiliki panjang 2-5,5 cm, sedangkan bunga betina memiliki panjang
1-10 cm. Kelopak bunga berbentuk seperti lonceng dengan mahkotanya
berwarna kuning (Maghfoer et al., 2019).

Manfaat Pare

Secara tradisional tanaman pare telah dimanfaatkan secara luas di
Indonesia untuk meningkatkan nafsu makan, pencahar, serta sebagai
obat untuk penyakit kuning dan cacingan (W. Sari et al., 2016).
Tanaman pare terutama bagian daunnya memiliki manfaat sebagai
pengawet alami karena memiliki kandungan senyawa kimia yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri sehingga menghambat pembusukan
(Cahyaningsih ef al., 2021). Selain itu, pare juga dimanfaatkan untuk
melancarkan pencernaan, menurunkan diabetes, dan digunakan sebagai
obat pegal linu (Nurlita ef al., 2023). Tanaman pare memiliki manfaat
dalam membersihkan usus, mengatasi sembelit, menjaga kesehatan
mata, menurunkan tekanan darah, antioksidan alami, dan bisa
digunakan dalam pencegahan penyakit tumor, kanker, dan stroke, serta

menjaga kesehatan tulang (Suparni & Wulandari, 2013).

Aktivitas Farmakologi Tanaman Pare

Ekstrak etanol 96% buah pare menunjukkan aktivitas antidepresan pada
mencit yang diinduksi stres. Hasil menunjukkan bahwa ekstrak pare
berpengaruh pada waktu imobilitas mencit, karena adanya kandungan
triterpenoid yang berpotensi sebagai antidepresan (Hanifah & Suzana,
2024). Selain itu, ekstrak buah pare juga menunjukkan aktivitas

penyembuhan luka pada mencit yang diberikan luka sayat. Hasil
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menunjukkan efek yang signifikan dalam penyembuhan luka sayat pada
mencit, karena buah pare mengandung senyawa bioaktif seperti
flavonoid, tanin, dan triterpenoid yang memiliki aktivitas antiinflamasi

(Astriyani, 2024).

Fraksi etanol, etil asetat, dan n-heksan ekstrak buah pare menunjukkan
aktivitas antidiabetik pada tikus yang telah diberikan perlakuan
sehingga kadar glukosa darahnya tinggi. Hasil menunjukkan bahwa
fraksi n-heksan memiliki aktivitas penurunan kadar glukosa darah tikus
yang paling tinggi dan terdapat perbedaan gambaran histopatologi
jaringan pankreas pada setiap tikus yang diberikan perlakuan

(Parawansah et al., 2020).

Ekstrak etanol daun pare menunjukkan adanya efek proteksi terhadap
kerusakan mukosa lambung pada mencit. Hal ini dikarenakan pada
daun pare mengandung senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid,
flavonoid, fenolik, tanin, dan saponin yang memiliki aktivitas dalam
memproteksi mukosa lambung. Hasil menunjukkan bahwa semakin
besar dosis yang diberikan pada mencit maka semakin besar efek
perlindungan yang dihasilkan terhadap mukosa lambung (Rizal ef al.,

2022).

Kandungan Pare sebagai Antibakteri

Tanaman pare termasuk buah, daun, dan bijinya memiliki aktivitas
sebagai antibakteri. Daun pare memiliki aktivitas antibakteri dengan
menghambat pertumbuhan bakteri pada bakteri gram positif dan gram
negatif. Pada penelitian yang dilakukan oleh Anugerah (2023) daun
pare menunjukkan aktivitas antibakteri pada bakteri gram positif yaitu
Staphylococcus aureus dengan kriteria aktivitas antibakteri sedang dan
bakteri gram negatif yaitu Salmonella thypii dengan kriteria aktivitas
antibakteri kuat. Hal ini disebabkan karena pada pare terdapat

kandungan senyawa fitokimia seperti flavonoid, saponin, dan alkaloid.
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Senyawa fitokimia seperti flavonoid, saponin, dan alkaloid
menunjukkan aktivitas antibakteri dengan cara mengganggu
permeabilitas sel bakteri, menghambat terbentuknya dinding sel
bakteri, dan menghambat proses kerja enzim dan sintesis protein pada
sel bakteri, sehingga ketika semuanya dihambat bakteri akan lisis dan
mati (Handayani et al., 2020). Kandungan senyawa steroid pada
tanaman pare juga memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri
dengan cara menyebabkan kebocoran pada liposom sel bakteri sehingga
bentuk membran sel berubah sehingga sel rapuh dan lisis (Gulo &

Silitonga, 2021; Sriwijayanti ef al., 2024).

2.3 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan bagian jaringan aktif makhluk hidup dari
komponen tidak aktif dengan melibatkan suatu prosedur dan menggunakan
pelarut yang sesuai. Hasil dari proses ekstraksi berupa ekstrak yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat (BPOM, 2023). Proses ekstraksi akan menyebabkan
terpisahnya senyawa yang diinginkan dan tidak diinginkan. Ekstraksi
merupakan langkah awal untuk mendapatkan senyawa yang diinginkan tersebut
yaitu senyawa aktif atau senyawa kimia dengan menggunakan berbagai pelarut

dan adanya prosedur ekstraksi standar (Mun’im & Ahmad, 2023).

Tujuan dari ekstraksi yaitu untuk menarik senyawa kimia yang ada pada bahan
alam. Proses ekstraksi didasarkan pada prinsip perpindahan massa komponen
zat pada lapisan antarmuka lalu terjadi proses difusi ke dalam pelarut. Proses
ekstraksi dipengaruhi oleh derajat kehalusan serbuk simplisia dan perbedaan
konsentrasi, faktor tersebut mempengaruhi kecepatan ekstraksi, karena semakin
halus serbuk simplisia maka luas permukaan kontak serbuk dan pelarut semakin
luas sehingga jika semakin halus maka semakin mempercepat kecepatan

ekstraksi (Wayuningsih & Rakhmawati, 2024).
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Metode ekstraksi terbagi menjadi 3, yaitu metode ekstraksi tradisional atau

konvensional, metode ekstraksi modern atau non konvensional, dan metode

ekstraksi minyak atsiri. Metode ekstraksi tradisional terbagi menjadi dua

macam Yyaitu ekstraksi dingin yang meliputi metode maserasi dan perkolasi

serta metode ekstraksi panas yang meliputi metode sokletasi, refluks, digesti,

dekokta, dan infusa (BPOM, 2023).

Metode ekstraksi tradisional atau konvensional dingin yaitu sebagai berikut:

1.

Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang sederhana karena proses
pengerjaannya sangat praktis yaitu dengan merendam bahan simplisia
dalam pelarut yang sesuai. Metode ini cocok digunakan pada simplisia
yang mengandung zat aktif yang mudah larut dalam pelarutnya dan
cocok digunakan pada simplisia yang tidak mengandung benzoin, tiraks,
dan lilin serta tidak mengandung zat yang mudah mengembang pada

pelarutnya (Najib, 2018).

Metode maserasi digunakan untuk mengekstraksi senyawa kimia yang
termolabil atau sensitif terhadap panas dari tumbuhan dengan
menggunakan alat berupa bejana maserasi. Simplisia yang telah
dihaluskan disimpan dan dibiarkan pada bejana maserasi agar kontak
dengan pelarut dengan jangka waktu tertentu dengan sesekali
pengadukan (Julianto, 2019). Pengadukan dilakukan untuk meratakan
konsentrasi larutan pada serbuk simplisia sehingga zat aktif akan larut
karena pelarut akan masuk dan menembus dinding sel kemudian menuju
ke rongga sel yang mengandung zat aktif. Perbedaan konsentrasi yang
terjadi di dalam dan luar sel akan menyebabkan zat aktif (zat terlarut)
ditarik keluar (Najib, 2018). Proses ini berlangsung hingga terjadi
keseimbangan konsentrasi antara larutan yang ada di luar sel dan di
dalam sel. Endapan yang diperoleh dilakukan penyaringan sebagai
proses pemisahan untuk memperoleh filtrat yang kemudian dilakukan

penguapan sehingga diperoleh ekstrak kental (Ghozaly et al., 2023).
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Terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam melakukan
ekstraksi ini yaitu perbandingan pelarut dengan bahan baku, suhu,
kecepatan pengadukan, waktu maserasi, derajat kehalusan simplisia dan
penggunaan alat ekstraksi karena semakin halus simplisia makan
semakin mudah simplisia tertinggal pada alat. Pelarut yang digunakan
harus disesuaikan dengan bahan dan senyawa aktif yang menjadi tujuan
(BPOM, 2023). Pemilihan pelarut menjadi hal yang penting karena
harus disesuaikan dengan polaritas, karena sifat pelarut dengan
kepolaran yang tinggi akan menarik senyawa polar, sedangkan pelarut
dengan kepolaran rendah akan menarik senyawa non polar (Najib,

2018).

Metode maserasi memiliki beberapa keuntungan yaitu peralatan yang
digunakan sederhana, proses pengerjaan yang mudah untuk dilakukan,
biaya yang relatif murah, dan dapat digunakan untuk mengekstraksi
senyawa yang termolabil atau tidak tahan terhadap proses pemanasan.
Metode ini juga memiliki beberapa kekurangan yaitu waktu yang
dibutuhkan cukup lama untuk mengekstrak sampel, memerlukan banyak
pelarut, dan terdapat beberapa senyawa yang sulit diekstraksi pada suhu

kamar (Ghozaly et al., 2023).

. Perkolasi

Metode perkolasi adalah prosedur yang paling umum digunakan untuk
mengekstraksi pada pembuatan tingtur dan ekstrak cairan pada bahan
aktif yang ada pada ekstrak bahan alam (BPOM, 2023). Metode ini
menggunakan perkolator yang merupakan wadah sempit berbentuk
kerucut yang terbuka di kedua ujungnya. Proses pada metode ini sampel
tumbuhan yang berbentuk padat dibasahi dengan pelarut hingga
simplisia terendam yang kemudian dibiarkan selama beberapa jam
dalam wadah tertutup dan bagian atas perkolator ditutup. Bagian bawah
perkolator dibiarkan terbuka agar cairan yang terkandung didalamnya

menetes perlahan (Julianto, 2019).
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Prinsip dari metode perkolasi adalah dengan adanya perpindahan yang
terus menerus pelarut yang melalui simplisia ke bawah untuk
mendapatkan ekstrak (Rismiyati et al., 2025). Pelarut yang digunakan
akan melarutkan zat aktif yang dialirkan dari atas ke bawah gerakan ini
disebabkan karena adanya gaya gravitasi. Hasil dari ekstraksi ini berupa
perkolat yang dipisahkan dan dipekatkan untuk menghasilkan ekstrak
kental (Ghozaly et al., 2023).

Metode perkolasi memiliki beberapa kelebihan seperti tidak
membutuhkan energi panas sehingga teknik ini cocok untuk mengisolasi
senyawa yang tidak tahan panas, sampel yang digunakan akan selalu
dialiri oleh pelarut yang baru, dan proses ekstraksi akan lebih sempurna
karena pelarut dialirkan ke dalam sampel. Kekurangan dari metode ini
adalah kontak antara sampel dan pelarut tidak lama karena pelarut
dialirkan dan menetes ke bawah sehingga proses ekstraksi bisa kurang
merata, membutuhkan banyak pelarut, dan membutuhkan waktu yang

cukup lama (Ghozaly et al., 2023).

Metode ekstraksi tradisional atau konvensional panas yaitu sebagai berikut:

1.

Sokletasi

Metode ekstraksi sokletasi merupakan ekstraksi yang digunakan untuk
memisahkan senyawa pada padatan dengan menggunakan pelarut
organik. Ekstraksi ini biasa disebut ekstraksi antara padat dan cair.
Proses dari ekstraksi ini dengan melakukan pencampuran pelarut
dengan bahan alam yang akan diekstrak lalu dipisahkan dengan

beberapa fase (Ghozaly et al., 2023).

Prinsip dari metode ini adalah dengan melibatkan adanya kontak antara
padatan dan cairan untuk menghilangkan senyawa dari padatan dengan
melarutkan senyawa tersebut ke dalam fase cair refluks. Sampel yang
digunakan dalam metode ini harus ditumbuk halus kemudian dibungkus

pada kantong berpori yang terbuat dari kertas saring atau selulosa yang
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kuat, kantong yang digunakan ini disebut dengan “thimble”. Pelarut
yang digunakan akan dipanaskan ke labu bawah dan akan menguap pada
sampel, kemudian mengembun pada kondensor dan akan menetes
kembeali. Proses ekstraksi ini dilakukan pengulangan dan menggunakan
energi dalam bentuk panas untuk meningkatkan sistem pelepasan zat

aktif saat proses ekstraksi (Ghozaly et al., 2023).

Metode ini memiliki beberapa keuntungan seperti dapat mengekstraksi
sejumlah sampel dengan pelarut yang sedikit, ekonomis dalam segi
waktu, energi, dan biaya, proses ekstraksi terjadi berulang sehingga
hasil ekstraksi bisa lebih sempurna, proses ekstraksinya berjalan lebih
cepat (BPOM, 2023; Ghozaly et al., 2023). Kekurangan dalam metode
ini adalah tidak dapat digunakan pada simplisia yang memiliki
kandungan metabolit sekunder yang tidak tahan panas karena akan
terjadi degradasi pada senyawa tersebut, proses pemanasan yang akan
menyebabkan adanya penguraian senyawa, metode ini terbatas karena
tidak dapat digunakan untuk ekstrak yang menggunakan pelarut

campuran (Ghozaly et al., 2023).

. Refluks

Metode refluks merupakan proses ekstraksi yang menggunakan pelarut
yang bekerja pada titik didihnya dengan waktu tertentu dan dengan
jumlah pelarut tertentu yang dilengkapi dengan sistem pendingin yaitu
kondensor (Ghozaly et al., 2023). Metode ini dilakukan pada suhu yang
panas dan waktu yang lama dengan pengulangan 3 sampai 5 kali pada
residu pertama untuk mendapatkan hasil ekstrak yang baik (Ghozaly et
al., 2023; Rismiyati et al., 2025).

Prinsip dari metode refluks adalah dengan menggunakan pelarut yang
mudah menguap pada suhu tinggi dengan bantuan kondensor, sehingga
pada kondensor akan ada embun yang berasal dari uap pelarut, dan akan

turun ke dalam wadah reaksi sehingga selama proses ekstraksi
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berlangsung pelarut akan tetap ada. Senyawa kimia yang ada pada
simplisia akan ditarik dengan cara sampel akan dimasukkan ke dalam
labu alas bulat bersamaan dengan pelarut yang kemudian akan
dipanaskan. Uap pelarut akan terkondensasi pada kondensor dan uap
tersebut akan turun kembali ke labu alas bulat dan akan melewati lagi
simplisia yang digunakan. Proses ini dilakukan sebanyak 3 kali setiap
3-4 jam. Hasil akhir dari proses ini berupa filtrat yang akan dikumpulkan

dan dipekatkan (Ghozaly et al., 2023).

Metode ini memiliki beberapa kelebihan seperti dapat digunakan pada
sampel dengan tekstur yang kasar dan dapat digunakan pada sampel
dengan kandungan metabolit sekunder yang tahan pada suhu panas yang
tinggi (Ghozaly et al., 2023). Adapun kekurangan dari metode ini adalah
metode ini tidak dapat digunakan untuk mengisolasi senyawa yang tidak
tahan panas karena adanya proses pemanasan yang terus menerus

(Yulinar & Suharti, 2023).

. Digesti

Digesti merupakan proses ekstraksi yang memiliki mekanisme kerja
yang hampir sama dengan maserasi, perbedaannya ada pada proses
pengadukan dan metode ini perlu dilakukan pemanasan pada suhu
rendah yaitu pada suhu 40-50°C. Simplisia yang terisolasi pada suhu
biasa sangat baik untuk dilakukan ekstraksi dengan metode ini (Dirjen
POM, 2000; Ghozaly et al., 2023). Prinsip dari metode ini adalah
dengan melakukan pengadukan berulang pada proses ekstraksi dan
dilakukan pemanasan pada suhu yang rendah sehingga hasil ekstraksi
dari metode ini dapat lebih baik daripada metode maserasi (Ghozaly et

al., 2023).

Metode ini cocok digunakan untuk proses ekstraksi senyawa metabolit
sekunder yang stabil terhadap pemanasan, prosesnya mirip seperti

menyeduh teh yaitu dengan pemanasan yang ringan (Arrofiqi et al.,
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2024). Pemanasan pada proses ekstraksi ini bertujuan untuk
meningkatkan efektivitas dari pelarut yang digunakan untuk

mengekstraksi sampel (Najib, 2018).

. Dekokta

Metode dekokta merupakan metode seperti infusa tetapi membutuhkan
waktu yang lebih lama dengan suhu lebih dari 30°C dan temperatur
sampai titik didih air (Dirjen POM, 2000). Proses ekstraksi dari metode
ini adalah simplisia direbus dalam air pada volume dan waktu tertentu,
kemudian dilakukan pendinginan dan penyaringan (BPOM, 2023).
Proses perebusan simplisia dalam air dilakukan hingga volume air
tersebut berkurang. Metode ini biasanya digunakan untuk
mengekstraksi bahan simplisia yang memiliki tekstur keras seperti biji,
akar, dan kulit batang serta metode ini juga digunakan untuk
mengekstraksi senyawa aromatik yang tidak mudah menguap. Proses
dalam metode ini hampir mirip dengan metode infusa tetapi proses
penyaringan dilakukan pada kondisi panas dan pada wadah yang terbuka

(Arrofiqi et al., 2024).

. Infusa

Metode infusa merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan
pelarut air dan menggunakan bejana infus yang terendam dalam
penangas air mendidih pada suhu 96-98°C selama 15-20 menit (Dirjen
POM, 2000). Metode ekstraksi ini sering digunakan untuk
mengekstraksi bahan aromatik seperti bunga, daun, dan batang yang
memiliki senyawa metabolit sekunder yang larut dalam air (Hakim et
al., 2021), tetapi metode ini tidak dapat digunakan untuk mengekstraksi
senyawa yang bersifat hidrofobik seperti alkaloid, resin, dan lipid
(Arrofiqi et al., 2024).
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Metode infusa memiliki beberapa kelebihan diantaranya seperti
prosesnya relatif lebih mudah dan lebih murah, serta dapat diaplikasikan
dengan mudah kepada masyarakat karena prosesnya hampir mirip
dengan cara pembuatan obat tradisional yang sudah biasa dilakukan
pada masyarakat. Adapun kekurangan dari metode ini adalah waktu
simpan ekstrak tidak tahan lama yaitu tidak dapat digunakan lebih dari
24 jam karena pelarut yang digunakan adalah air sedangkan air memiliki
sifat tidak stabil dan mudah tercemar oleh jamur dan kapang (Ghozaly

et al., 2023).

Terdapat faktor-faktor yang dapat memengaruhi mutu dari ekstrak yang
dihasilkan yaitu faktor biologi dan faktor kimia. Faktor biologi yang
mempengaruhi mutu ekstrak adalah identitas jenis (spesies), lokasi tumbuhan
asal yaitu lingkungan tumbuhan tumbuh, waktu pemanenan hasil tanaman,
penyimpanan bahan tanaman, usia tanaman, dan bagian tanaman yang

digunakan (BPOM, 2023).

Faktor kimia yang berpengaruh pada mutu ekstrak terdapat faktor internal dan
faktor eksternal. Faktor internal yang berpengaruh meliputi jenis senyawa aktif
dalam bahan, kandungan kualitatif senyawa aktif, kandungan kuantitatif
senyawa aktif, dan kadar total rata-rata senyawa aktif. Faktor eksternal yang
berpengaruh meliputi metode ekstraksi, perbandingan ukuran alat ekstraksi,
kondisi bahan, pelarut yang digunakan dalam ekstraksi, kandungan logam berat,

dan kandungan pestisida (BPOM, 2023).

Pelarut menjadi salah satu faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi untuk itu
dalam penelitian ini menggunakan pelarut 96% karena pelarut ini relatif tidak
toksik dibandingkan dengan aseton dan metanol, biaya yang murah dan mudah
untuk didapatkan, dapat digunakan di berbagai metode ekstraksi, dapat
menghasilkan rendemen yang tinggi karena senyawa yang dapat disari dengan
etanol lebih banyak, dan merupakan pelarut universal yang dapat melarutkan

senyawa polar dan semi polar (Chen et al., 2020; Sunarmi ef al., 2024).
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2.4 Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia merupakan uji pendahuluan sebagai analisis kualitatif
untuk ekstrak tanaman. Analisis ini dilakukan dengan tujuan untuk
mengidentifikasi adanya senyawa metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
farmakologi pada ekstrak tanaman (Hariyanto et al., 2024). Uji ini merupakan
salah satu pengujian yang penting untuk dilakukan karena merupakan langkah
awal untuk mengetahui kandungan senyawa tertentu pada ekstrak bahan alam

yang diteliti (Razoki et al., 2023).

Metode penapisan fitokimia yang umumnya digunakan adalah penggunaan
pereaksi warna yang digunakan khusus untuk mengidentifikasi adanya
kandungan senyawa pada ekstrak bahan alam. Penggunaan pereaksi warna akan
memberikan perubahan warna yang khas jika terdapat kandungan senyawa
metabolit sekunder tertentu. Adanya perubahan warna tersebut yang menjadi
pertanda adanya senyawa-senyawa pada sampel yang diteliti (Razoki et al.,

2023).

Berikut beberapa senyawa metabolit sekunder yang umumnya diidentifikasi
dengan penapisan fitokimia untuk melihat keberadaannya pada tanaman:
1. Fenolik
Senyawa fenolik merupakan senyawa metabolit sekunder pada
tumbuhan dengan karakteristik cincin aromatik yang mengandung satu
atau dua gugus hidroksil (OH). Senyawa ini memiliki ciri-ciri seperti
mudah larut dalam pelarut polar atau cenderung larut dalam air, tidak
berwarna pada keadaan murni, akan teroksidasi dengan menimbulkan
warna gelap jika terkena udara, membentuk komplek dengan protein,
sangat peka terhadap oksidasi enzim, mudah teroksidasi oleh basa kuat,

dan menyerap sinar UV-Vis (Harborne, 1984; Julianto, 2019).

Senyawa fenolik merupakan golongan metabolit sekunder yang terbagi
dalam beberapa sub kelompok, salah satunya adalah flavonoid.

Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang tersebar luas di alam.
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Struktur molekul flavonoid terdiri dari kerangka dasar karbon yang
memiliki 15 atom karbon dan membentuk susunan C6-C3-C6 (Julianto,
2019). Fenolik tersebar luas pada tumbuhan hijau sehingga dapat
ditemukan pada setiap ekstrak tumbuhan. Flavonoid dapat ditemukan
pada tanaman yang memberikan pigmen berwarna kuning, oranye,
merah, biru, dan ungu. Senyawa ini merupakan kelompok polifenol
yang larut dalam air (Arifin & Ibrahim, 2018). Fenol dan flavonoid
memiliki gugus fungsi hidroksil (OH) yang memiliki aktivitas
antibakteri dengan karena bersifat toksik terhadap bakteri dan
menyebabkan perubahan pada komponen organik bakteri karena adanya

perubahan pada transport nutrisi (Egra ef al., 2019).

Senyawa fenolik dapat dideteksi dengan menggunakan prosedur klasik
sederhana dengan melihat adanya perubahan warna yang terjadi.
Perubahan warna yang terjadi ketika suatu sampel mengandung fenol
adalah adanya perubahan menjadi warna hijau, ungu, biru, atau hitam
yang intens. Larutan yang digunakan dalam identifikasi senyawa ini

adalah campuran 1% ferri klorida dan 1% kalium (Harborne, 1984).

. Alkaloid

Senyawa alkaloid merupakan senyawa tunggal zat sekunder yang
terdapat pada tumbuhan dalam jumlah terbesar. Alkaloid adalah zat-zat
basa yang mengandung satu atau lebih atom hydrogen dengan
kombinasi sebagai bagian dari sistem siklik (Harborne, 1984). Senyawa
ini terdiri atas unsur penyusun seperti karbon, hydrogen, nitrogen, dan
oksigen. Senyawa ini bersifat alkali karena adanya nitrogen dalam
lingkar pada struktur kimia alkaloid (Takeuchi, 2006). Gugus amina
pada alkaloid memiliki aktivitas antibakteri dengan pembentukan ikatan
hidrogen pada biomolekul seperti reseptor, enzim, dan protein yang

akan mempengaruhi dinding sel bakteri (Alibi ef al., 2021).
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Senyawa ini ditemukan dalam berbagai bagian tanaman seperti bunga,
biji, daun, ranting, akar, dan kulit batang (Ningrum et al., 2016).
Alkaloid umumnya tidak berwarna, dan merupakan zat yang aktif secara
optik, kebanyakan berbentuk kristal tetapi beberapa ada yang berbentuk
cair pada suhu kamar. Alkaloid memiliki aktivitas fisiologis yang
beragam sehingga banyak digunakan dalam pengobatan. Karakteristik
dari senyawa ini adalah rasa pahit yang ditimbulkan dilidah terutama

dalam daun atau buah segar (Harborne, 1984).

Alkaloid dapat diidentifikasi dengan berbagai pelarut dengan pereaksi
Mayer (merkuri potassium iodide), pereaksi Wagner (larutan I; dalam
kalium iodide), pereaksi Marme (cadmium potassium iosida), pereaksi
Dragendorff (bismuth potassium iodide), pereaksi Scheiber (asam
fosfutangstat), dan pereaksi Sonnenshein (asam fosfomolibdat)

(Takeuchi, 2006).

. Terpenoid

Terpenoid atau terpena merupakan senyawa organik hidrokarbon yang
sangat banyak ditemukan pada berbagai jenis tumbuhan. Senyawa
terpenoid memiliki struktur berupa alil siklik dan merupakan senyawa
tak jenuh dengan adanya satu atau lebih ikatan rangkap. Terpenoid
memiliki aktivitas antibakteri karena adanya gugus hidroksil dan
karbonilasi yang mengubah jalur fotorespirasi dan fotosintesis dengan

penghambatan metabolisme glutamat dan aspartat (Alibi ef al., 2021).

Senyawa ini memiliki bau yang kuat dan khas sehingga dapat
melindungi tumbuhan dari herbivora atau predator. Senyawa ini juga
merupakan komposisi penting minyak atsiri pada beberapa jenis bunga
dan tumbuhan yang dimanfaatkan sebagai wangi-wangian, parfum, dan
sebagai aromaterapi (Julianto, 2019). Senyawa ini umumnya larut dalam
lemak dan dapat ditemukan pada sitoplasma tumbuhan, Kelemahan dari

senyawa ini adalah rentan mengalami reaksi adisi dengan hidrogen,
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halogen, dan asam. Namun, beberapa reaksi adisi yang terjadi memiliki
kegunaan sebagai antiseptik. Selain itu, senyawa ini mudah mengalami
reaksi polimerasi dan dehidrogenasi serta mudah teroksidasi dengan

adanya agen pengoksidasi (Harborne, 1984; Julianto, 2019).

Saponin

Senyawa saponin merupakan kelompok glikosida dari terpenoid dan
sterol yang terdapat pada sebagian besar tumbuhan. Struktur molekul
saponin terdiri dari rangkaian atom karbon dan hidrogen. Saponin
merupakan agen aktif permukaan yang memiliki kemampuan dalam
menyebabkan pembusaan dan hemolisis sel darah (Harborne, 1984).
Senyawa ini merupakan senyawa amfilik karena tersusun atas bagian
polar dan non polar sehingga terjadi penurunan tegangan permukaan
pada membran sel bakteri karena adanya kebocoran sitoplasma yang

menyebabkan kematian bakteri (Naufal ez al., 2025).

Saponin umumnya bereaksi netral yaitu larut dalam air tetapi ada
beberapa yang bereaksi asam yaitu sukar larut dalam air dan sebagian
kecil ada yang bereaksi basa (Elisa et al., 2022). Senyawa ini
menghasilkan rasa pahit atau getir. Senyawa ini dapat membentuk
larutan koloida dan dapat mengiritasi membran mukosa dengan
membentuk senyawa kompleks dengan kolesterol (Malik & Ernawita,
2022). Saponin memiliki aktivitas sebagai antibakteri dan banyak
digunakan dalam pembuatan sabun. Senyawa ini juga banyak digunakan

pada bidang industri (Khafid, 2018).

. Tanin

Tanin adalah senyawa polifenol yang berasal dari tumbuhan. Senyawa
ini biasanya dapat ditemukan pada bagian tanaman seperti daun, buah,
kulit dahan, dan batang (Listiana et al., 2022). Struktur molekul
senyawa tanin terdiri dari gugus hidroksil fenol bebas yang terbentuk

ikatan stabil dengan protein. Gugus hidroksil menyebabkan perubahan
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pada komponen organik bakteri karena adanya perubahan pada proses
penyaluran nutrisi sehingga menghambat pertumbuhan bakteri (Egra et

al., 2019).

Senyawa tanin memiliki rasa pahit dan sepat serta dapat membuat
protein menjadi menggumpal. Senyawa ini terkandung banyak di
tumbuhan pada bagian kulit batang dan daun yang berfungsi untuk
melindungi tumbuhan dari hama. Senyawa ini dapat larut dalam air dan
memberikan perubahan warna menjadi coklat kehitaman. Tanin
memiliki aktivitas farmakologi sebagai antidiare, antioksidan,
antibakteri dan astringen. Senyawa ini efektif sebagai antibakteri karena
memiliki kemampuan dalam mengendapkan protein bakteri dan sangat
berikatan dengan aktivitas antidiare, terutama diare yang disebabkan

karena adanya inflamasi bakteri (Khafid, 2018).

Steroid

Senyawa steroid adalah kelompok triterpenoid dengan bentuk struktur
memiliki sistem cincin siklopentana perhidrofenantrena, yang terdiri
atas satu cincin siklopentana dan tiga cincin sikloheksana. Pada
tumbuhan steroid terdapat pada jaringan dan senyawa ini ada pada
tumbuhan tingkat tinggi dan tingkat rendah (Harborne, 1984). Semua
steroid yang ada pada tumbuhan disebut dengan sterol karena steroid ini
berupa alkohol yang memiliki gugus hidroksil pada bagian C-3. Gugus
hidroksil (OH) bersifat toksik terhadap bakteri sehingga menyebabkan
perubahan pada komponen organik bakteri karena adanya perubahan
pada transport nutrisi (Egra ef al., 2019). Sebagian steroid yang ada pada
tumbuhan memiliki fungsi sebagai pelindung dari serangga. Steroid
merupakan senyawa yang memainkan peran penting untuk menjaga
keseimbangan garam dan mengatur metabolisme. Steroid juga
menunjukkan efek penurunan kolesterol dan anti kanker (Ariani ef al.,

2022; Nola et al., 2021) .
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2.5 Parameter Standardisasi Simplisia dan Ekstrak

Standardisasi simplisia dan ekstrak merupakan suatu proses yang digunakan
untuk memenuhi standar mutu produk sehingga khasiat dan keamanannya
terjamin (Sutomo et al., 2021). Menurut Farmakope Herbal Indonesia Edisi
Kedua (2017) parameter simplisia dan ekstrak yang digunakan untuk menjamin
mutu simplisia dan ekstrak dibagi menjadi dua parameter, yaitu parameter

spesifik dan non spesifik.

2.5.1 Parameter Spesifik
Pemeriksaan parameter spesifik pada simplisia dan ekstrak bertujuan
sebagai pengenalan awal yang sederhana dan objektif serta didasarkan
pada pengamatan dengan menggunakan panca indra yang
mendeskripsikan bentuk, warna, bau, dan rasa pada sampel yang
digunakan (BPOM, 2023). Karakterisitik organoleptik dari ekstrak kental
daun mentimun adalah berwarna cokelat kemerahan, tidak berbau, dan
tidak berasa. Ekstrak kental daun pare memiliki karakteristik dengan
warna cokelat kehitaman, tidak berbau, dan memiliki rasa yang pahit

(Kemenkes RI, 2022).

2.5.2 Parameter Non Spesifik
Pengujian parameter non spesifik pada simplisia dan ekstrak terdiri dari

pengujian susut pengeringan, kadar air, kadar abu, dan kadar abu total.

A. Susut pengeringan

Parameter susut pengeringan pada simplisia dan ekstrak bertujuan
untuk menetapkan batasan maksimum (rentang) mengenai jumlah
senyawa yang hilang saat proses pengeringan berlangsung (BPOM,
2023). Uji susut pengeringan melibatkan proses pemanasan pada
suhu 105°C, pada suhu ini air akan mengalami penguapan sehingga
senyawa-senyawa yang memiliki titik didih dibawah air akan

menguap (Andasari et al., 2021).
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B. Kadar Air
Parameter kadar air pada simplisia dan ekstrak bertujuan untuk
menetapkan rentang minimal mengenai adanya kandungan air dalam
sampel (BPOM, 2023). Pengujian kadar air dapat dilakukan dengan
menggunakan metode titrasi, destilasi, atau gravimetri (Dirjen POM,

2000).

C. Kadar Abu
Parameter penetapan kadar abu pada simplisia dan ekstrak bertujuan
untuk menunjukkan adanya kandungan mineral yang berasal dari
proses pengerjaan simplisia hingga terbentuk menjadi ekstrak.
Pengujian parameter kadar abu didasarkan pada prinsip pemanasan
sampel pada suhu tertentu yang menyebabkan senyawa organik dan
turunannya mengalami kerusakan dan menguap, sehingga hanya

menyisakan unsur organik dan mineral (BPOM, 2023).

2.6 Analisis Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Fourier Transform Infrared Spectrophotometers (FTIR) merupakan suatu alat
dan teknik yang digunakan dalam mengidentifikasi gugus fungsi dalam suatu
sampel. Teknik ini dapat digunakan pada sampel yang berbentuk gas, cairan,
dan padatan dengan menggunakan radiasi infrared. FTIR dapat
mengidentifikasi gugus fungsi dengan mengukur serapan radiasi infrared yang
dilakukan oleh setiap ikatan pada molekul yang hasilnya berupa spektrum (A.
Khan et al., 2022). FTIR dapat menganalisis gugus fungsi pada sampel tanpa

merusak sampel (Mauricio-Sanchez et al., 2018).
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Gambar 2.3 FTIR Spectrophotometers (Pavia et al., 2013)

Prinsip kerja dari alat ini adalah adanya interaksi antara energi dan materi
(sampel). Cahaya IR yang dipancarkan akan melewati celah ke sampel, celah
ini berfungsi untuk mengontrol jumlah energi yang dipancarkan pada sampel.
Kemudian pancaran sinar IR akan diserap oleh sampel dan sebagiannya akan
ditransmisikan melalui permukaan sampel sehingga pancaran sinar IR akan
menuju ke detektor untuk dilakukan pembacaan sinyal yang terukur. Hasil
kemudian dikirim ke komputer dan direkam dalam bentuk spektrum berupa

puncak-puncak (N. W. Sari et al., 2018).

Sampel atau molekul yang menyerap radiasi IR akan menampilkan spektrum
penyerapan kemudian dilakukan pengukuran pada jumlah radiasi yang diserap
oleh molekul tersebut. Penyerapan radiasi IR akan menciptakan momen dipol
karena adanya pergerakan dari molekul. Gelombang elektromagnetik yang ada
pada IR dibagi menjadi 3 yaitu IR dekat (14000-4000 cm™'), IR sedang (4000-
400 cm™), dan IR jauh (400-40 cm™). Salah satu keuntungan dari spektro FTIR
ini adalah kemampuan untuk mengidentifikasi gugus fungsi seperti C=0, C-H,
dan N-H (S. A. Khan et al., 2018).

Hasil spektrum infrared berupa plot intensitas cahaya yang diukur dengan
sampelnya rentang energi ini dinyatakan dalam bilangan gelombang (cm™).
Absorbansi yang dihasilkan diukur karena adanya jumlah cahaya yang diserap
oleh sampel. Hasil serapan dengan adanya puncak menyatakan bahwa sejumlah

besar cahaya IR diserap oleh sampel pada bilangan gelombang tersebut (Khan



30

etal.,2018). Spektrum yang dihasilkan pada FTIR berupa informasi data yang
kompleks sehingga menyediakan gambaran menyeluruh karakteristik kimia

dari suatu sampel (Mauricio-Sanchez et al., 2018).

Teknik analisis dengan FTIR memiliki beberapa kelebihan seperti mudah
digunakan, dapat digunakan pada sampel dengan berbagai bentuk fisik, analisis
non-destruktif, lebih ekonomis, dan cepat dalam proses pengerjaannya karena
sampel tidak memerlukan perlakuan awal sehingga menjadi sederhana secara
mekanis. Teknik analisis FTIR dapat digunakan untuk menganalisis kualitatif
dan kuantitatif rutin. Sebagian besar senyawa memiliki kemampuan dalam
menyerap radiasi infrared sehingga mempermudah proses analisis (Nugroho et
al., 2024; Ronauli, 2021; Santos et al., 2019). Teknik analisis FTIR juga
memiliki beberapa kekurangan seperti keakuratan hasil analisis dipengaruhi
oleh kondisi eksperimental, interpretasi spektrum, dan persiapan sampel.
Interpretasi spektrum yang menjadi kekurangan dari teknik analisis ini adalah
hasil spektrum serapan senyawa yang tumpang tindih karena analit pada sampel

tidak terpisah (Hendrajaya ef al., 2021; Nugroho et al., 2024).

2.7 Bakteri

Bakteri merupakan mikroorganisme yang memiliki sel tunggal dan tidak
memiliki membran inti. Bakteri berkembang biak dengan membelah diri
dengan pembelahan biner dan aktif secara metabolik. Bakteri adalah salah satu
mikroorganisme yang menjadi penyebab utama penyakit karena bakteri
merupakan makhluk hidup yang kompleks dan sangat mudah untuk beradaptasi
pada lingkungan tempat tinggalnya (Baharuddin ef al., 2025). Bakteri
merupakan suatu makhluk hidup yang disebut dengan jasad saprofitik atau jasad
yang memiliki sifat parasitik karena tidak memiliki klorofil. Bakteri umumnya
dapat hidup dengan baik pada suhu minus 5°C hingga 80°C dan bakteri yang
bersifat patogen bisa hidup dengan baik pada suhu 37°C (Nadjamuddin et al.,
2023).
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Bakteri memiliki sejumlah bentuk seperti berbentuk bola, bentuk batang, hingga
bentuk spiral. Bakteri memiliki tubuh dengan panjang beberapa mikrometer,
umumnya ukuran bakteri sebesar 0,5-5 um, tetapi ada juga bakteri yang
memiliki ukuran hingga 700 um. Bakteri dapat hidup di berbagai lingkungan
seperti tanah, air, limbah radioaktif, dan biosfer pada kerak bumi. Bakteri juga
dapat bersifat sebagai agen patogen atau parasit sehingga dapat juga tumbuh
dan berkembang biak dalam tubuh manusia. Beberapa jenis bakteri memiliki
kemampuan untuk bergerak karena beberapa bakteri memiliki flagel (Effendi,

2020).

Bakteri dapat diklasifikasikan menjadi dua kelompok berdasarkan struktur
dinding selnya. Berdasarkan prosedur pewarnaan sederhana yaitu pewarnaan
gram. Bakteri dibedakan menjadi gram positif yang ditunjukkan dengan warna
ungu dan gram negatif yang ditunjukkan dengan warna merah atau merah muda.

(S. & Sopialena, 2022).

2.7.1 Kilasifikasi Bakteri Berdasarkan Pewarnaan Dinding Sel

Klasifikasi bakteri dapat dibedakan dengan melakukan pewarnaan
dinding sel. Dinding sel merupakan salah satu ciri yang memiliki peran
penting untuk klasifikasi karena terdapat perbedaan berdasarkan
lapisan di dalamnya yang akan memberikan perbedaan warna sehingga
pewarnaan gram ini berfungsi untuk mengklasifikasikan bakteri
berdasar pada wvariasi lapisan dinding sel bakteri. Berdasarkan
pewarnaan dinding sel, bakteri dibedakan menjadi dua yaitu bakteri

gram positif dan bakteri gram negatif (S. & Sopialena, 2022).

1. Bakteri Gram Positif
Bakteri dengan gram positif memiliki warna biru keunguan. Bakteri
dengan gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal (S.
& Sopialena, 2022). Bakteri gram positif memiliki dinding sel
dengan tebal 25-30 nm. Terjadinya warna biru keunguan disebabkan

karena bakteri menyerap pewarna dasar yang digunakan pada proses
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pewarnaan yaitu kristal violet (Rini & Rohmah, 2020). Dinding sel
bakteri gram positif mengandung asam teikoat yang merupakan
struktur polimer yang berfungsi sebagai transportasi ion positif
(Rostikawati & Supratman, 2021). Bakteri dengan gram ini
memiliki 40 lapis rangka dasar murein yang terdiri dari meliputi 30-
70% berat kering dinding sel bakteri. Dinding sel bakteri gram
positif terdiri dari senyawa lain yaitu polisakarida yang terikat secara
kovalen dan asam teikoat yang sangat spesifik (D. G. S. Harahap et
al.,2021).

. Bakteri Gram Negatif

Bakteri gram negatif memiliki dinding sel yang kompleks sehingga
dapat melindungi sel bakteri dengan lebih baik dan agak sulit untuk
dikendalikan. Dinding sel pada bakteri gram negatif terdiri dari lebih
banyak lapisan membran glikolipid, bagian membran luar tersusun
atas lipoprotein dan fosfolipid dan mengandung lipopolisakarida
(Rini & Rohmah, 2020; S. & Sopialena, 2022). Dinding sel pada
bakteri gram ini hanya terdiri dari satu lapis rangka dasar murein dan
berat kering dinding sel hanya mencakup 10% (D. G. S. Harahap et
al., 2021). Bakteri gram negatif memiliki dinding sel tipis yaitu 10-
15 nm. Warna merah atau merah muda pada bakteri ini disebabkan
karena bakteri tidak begitu menyerap pewarna dasar tetapi dengan

pewarnaan safranin (merah) (Rini & Rohmah, 2020).
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2.8 Tinjauan Bakteri Escherichia coli
2.8.1 Taksonomi dan Morfologi

Menurut List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature
(LPSN) (1997) klasifikasi Escherichia coli adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies  : Escherichia coli

Gambar 2.4 Escherichia coli (CDC, 2002)

Escherichia coli adalah salah satu bakteri yang termasuk dalam famili
Enterobactericeae. Bakteri yang termasuk dalam bakteri ini merupakan
bakteri enterik yaitu bakteri yang dapat bertahan dan hidup di saluran
pencernaan. Sehingga E. coli hidup pada saluran pencernaan makhluk
hidup. Bakteri ini umumnya bersifat non patogen tetapi bisa bersifat
patogen sehingga menyebabkan penyakit pada manusia. E. coli adalah
bakteri gram negatif yang memiliki ukuran antara 1,0-1,5 pm x 2,0-6,0
pum. Bakteri ini memiliki bentuk batang yang memiliki flagela dan dapat
tumbuh dengan atau tanpa oksigen. Bakteri ini bersifat anaerobik dan
dapat tetap tumbuh pada daerah yang memiliki nutrisi sedikit (Rahayu
etal., 2018).
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E. coli disebut juga memiliki sifat anaerob fakultatif karena bakteri ini
dapat tumbuh pada lingkungan yang aerob dan anaerob. Sebagian besar
bakteri E. coli hidup pada suhu 37°C. Bakteri ini tidak menghasilkan
spora dan tidak bisa melakukan pergerakan. Struktur dinding sel E. coli
tersusun atas 3 macam antigen yaitu antigen permukaan disebut dengan
antigen O, antigen kapsul yang disebut dengan antigen K, dan antigen
flagel yang disebut dengan antigen H. Saat proses peremajaan bakteri
E. coli membentuk koloni yang cembung, bundar, dan halus dengan

bagian pinggir jelas (Rahman et al., 2025).

Patogenesis

Bakteri E. coli dapat bersifat patogen ketika mikroorganisme lain
menambahkan gen virulensi karena adanya perpindahan gen, konjugasi
plasmid, atau melalui bakteriofage. E. coli menyebabkan penyakit
ketika bakteri ini dapat masuk ke tubuh sel inang dan dapat bertahan
dengan lingkungan sel inangnya. Bakteri ini kemudian menyerang

sistem imun dan menyebabkan penyakit (Rahayu et al., 2018).

Patogenesis dari bakteri E. coli memiliki beberapa tahapan seperti
kolonisasi dan penempelan pada saluran pencernaan seperti sel mukosa
pada permukaan usus, pembelahan sel, perusakan sel usus, melewati sel
usus, masuk ke pembuluh darah, serta mengikat pada organ target dan
menyebabkan kerusakan organ. E. coli menempel pada sel permukaan
usus diperantai oleh bagian tubuh bakteri yaitu oleh pilus (Rahayu et
al., 2018).

Bakteri E. coli melakukan kolonisasi di dalam sel epitel usus harus
kemudian melakukan penempelan melalui fimbriae pada sel mukosa
usus dan menghasilkan enterotoksin (Jaybhaye & Deb, 2021). Bakteri
ini menghasilkan enterotoksin LT (enterotoksin labil panas) dan ST
(enterotoksin stabil panas). Kedua enterotoksin yang dihasilkan oleh

bakteri E. coli yang akan dilepaskan ke epitel sel inang dan
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menyebabkan diare. Enterotoksin LT dan ST akan meningkatkan
sintesis nukleotida siklik dengan mengaktifkan adenilil dan guanilat
siklase yang akan menyebabkan kadar cAMP dan cGMP tinggi
sehingga meningkatkan sekresi air dan elektrolit dilumen usus sehingga

memperparah kejadian diare (Zhang et al., 2022).

Enterotoksin LT yang dihasilkan oleh E. coli juga memfasilitasi
penempelan bakteri sehingga terjadi kolonisasi usus yang kemudian
akan memasukkan molekul asing ke dalam sel inang. Enterotoksin ini
memperparah kejadian diare dengan mengurangi kemampuan sel epitel
usus untuk bertahan dan menyebabkan kematian sel epitel usus. Selain
itu, enterotoksin ini juga menghambat penyerapan vitamin C di usus

sehingga usus menjadi rentan terinfeksi (Subramenium et al., 2019).

2.9 Antibakteri

Antibakteri merupakan suatu obat atau zat yang digunakan untuk mengatasi
infeksi bakteri yang ada pada tubuh manusia. Prinsip dalam pengobatan dengan
antibakteri adalah bahwa senyawa yang digunakan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri tanpa membahayakan sel manusia (Muntasir ef al., 2021).
Dalam terapi pengobatan, antibakteri bisa digunakan sebagai profilaksis atau
juga sebagai terapi dari penyakit yang disebabkan oleh bakteri (Yasir et al.,
2024)

Dalam proses mekanisme kerjanya antibiotik dapat bersifat bakterisida
(membunuh bakteri) atau bakteriostatika (mencegah perkembangan sel bakteri).
Mekanisme kerja dari antibiotik dibedakan menjadi dua yaitu menghambat
sintesis dinding sel bakteri atau merusak dinding sel bakteri (Yasir et al., 2024).
Sebagai zat yang digunakan dalam menghambat pertumbuhan bakteri atau
membunuh bakteri target mekanisme antibakteri ada beberapa yaitu melalui
perusakan dinding sel dengan menghambat komponen penyusun dinding sel
yang digunakan untuk sintesis dinding sel bakteri, mengubah permeabilitas sel

dengan merusak bagian terpenting pada bakteri seperti sitoplasma yang
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merupakan pengatur aktivitas sel bakteri, menghambat kerja enzim dengan

menghambat beberapa enzim yang berfungsi dalam sintesis asam folat pada

bakteri, menghambat sintesis asam nukleat dan protein, serta mengubah

molekul protein dan asam nukleat yang diproduksi oleh bakteri (Rollando,

2019)

2.9.1 Metode Pengujian Antibakteri

Metode pengujian aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan

beberapa metode yaitu metode dilusi, metode difusi agar, dan metode

difusi dilusi. Metode difusi merupakan metode analisis pengujian

antibakteri yang sering digunakan. Terdapat 3 cara yang dapat

dilakukan dari metode difusi yaitu metode sumuran, metode cakram,

dan metode silinder (R. T. Utami ef al., 2023).

1.

Difusi Sumuran (well diffusion)

Metode difusi sumuran merupakan salah satu metode yang paling
banyak digunakan. Metode ini bersifat kualitatif karena tidak
mengukur jumlah senyawa yang terdifusi pada media agar. Prinsip
dari metode ini adalah permukaan pelat agar diinokulasi dengan
mikroba. Kemudian dibuat lubang dengan alat sumuran dengan
diameter 6-8 mm proses ini dilakukan secara aseptis. Lubang
sumuran yang terbentuk digunakan untuk meletakkan larutan uji,
larutan kontrol positif, dan larutan kontrol negatif. Kemudian
dilakukan inkubasi pada pelat agar selama 24 jam pada suhu 37°C
atau dapat disesuaikan dengan bakteri yang diujikan. Setelahnya
akan terbentuk zona hambat karena agen antibakteri yang diuji akan
berdifusi dalam media agar dan menghambat perkembangan bakteri
yang diujikan setelah itu dilakukan pengukuran pada media agar

(Balouiri et al., 2016).
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Keuntungan dari metode ini adalah memudahkan dalam mengukur
zona hambat yang terbentuk karena aktivitas bakteri tidak hanya di
permukaan atas nutrien agar tetapi sampai ke permukaan bawah (L.
S. Nurhayati et al., 2020). Selain itu, kelebihan dari metode ini
adalah lebih ekonomis, mudah dalam proses pelaksanaannya, lebih
sensitif, dan karena sampel yang dimasukkan pada lubang sumuran
akan mengalami proses osmosis menyebabkan metode ini lebih
baik dalam menghambat bakteri daripada metode difusi cakram

(Bubonja-Sonje et al., 2020).

. Difusi Cakram (kirby bauer)

Metode difusi cakram juga merupakan salah satu metode yang
dipilih karena dianggap lebih praktis. Metode ini dilakukan dengan
menggunakan kertas cakram sebagai media yang dapat menyerap
bahan antibakteri yang digunakan kemudian dijenuhkan ke dalam
bahan uji (L. S. Nurhayati ez al., 2020). Metode ini memiliki banyak
kelebihan seperti lebih ekonomis, fleksibel, dan pertumbuhan
organisme yang visibel (Coorevits et al., 2015). Tetapi metode ini
juga memiliki beberapa kekurangan yaitu dalam pembacaan zona
hambat bisa mengalami kesulitan karena zona hambat yang

dihasilkan cenderung kecil (Z. A. A. Sari & Febriawan, 2021).

Prinsip dari difusi ini adalah dengan menggunakan kertas cakram.
Senyawa antibakteri yang telah dibuat diserapkan pada kertas
cakram yang berdiameter 6 mm. Kemudian kertas cakram tersebut
diletakkan pada permukaan media agar yang telah dilakukan
inokulasi dengan bakteri uji. Selanjutnya dilakukan inkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Hasilnya akan terbentuk zona hambat
disekitar kertas cakram yang berwarna bening (Wilapangga &
Syaputra, 2018).
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3. Difusi Silinder
Metode difusi silinder merupakan metode yang biasanya digunakan
pada industri farmasi yang memproduksi antibiotik. Industri
farmasi menggunakan metode difusi silinder untuk menguji
parameter pada uji potensi antibiotik. Metode ini menggunakan
silinder baja tahan karat. Silinder baja ini kemudian diletakkan di
atas permukaan agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji.

Sampel antibiotik kemudian diteteskan ke permukaan silinder baja

(Latirah & Nugroho, 2025).

Terdapat beberapa faktor yang perlu diperhatikan dalam menggunakan
metode difusi seperti ketebalan media agar, komposisi media agar, suhu
inkubasi, waktu inkubasi, dan nilai pH. Faktor-faktor tersebut dapat
mempengaruhi pertumbuhan bakteri, kecepatan difusi dari zat
antibakteri, dan diameter zona hambat yang dihasilkan (Wilapangga &
Syaputra, 2018).

Kerangka Teori

Penelitian ini berdasarkan pada adanya resistensi antibiotik karena
penggunaan yang tidak rasional dan menyebabkan bakteri menjadi kebal
dengan antibiotik sehingga diperlukan pengobatan alternatif untuk
meminimalisir adanya resistensi antibiotik tersebut. Zat aktif antibakteri
dapat diperoleh dari bahan alam yaitu pada daun mentimun dan daun pare.
Daun mentimun dan daun pare diekstraksi dengan menggunakan metode
maserasi, kemudian diuji parameter spesifik dan non spesifiknya, dilakukan
penapisan fitokimia, serta dilakukan karakterisasi senyawa dengan
menggunakan alat Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan
hasilnya menjadi dasar untuk pengujian aktivitas antibakteri. Pengukuran
aktivitas antibakteri dilakukan secara in vitro dengan metode difusi

sumuran.
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Kemenkes RI, 2017; WHO, 2024)
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Kerangka Konsep

Berdasarkan pada kerangka teori penelitian yang telah disusun, dapat dibuat
suatu kerangka konsep yang memperlihatkan hubungan antara variabel
bebas dan variabel terikat dalam penelitian ini. Variabel bebas pada
penelitian ini adalah ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun
pare (Momordica charantia L.) yang akan mempengaruhi variabel terikat
berupa hasil karakterisasi senyawa dan diameter zona hambat bakteri

Escherichia coli.

Variabel Bebas Variabel Terikat

Karakterisasi senyawa

\ 4

Ekstrak daun mentimun (Cucumis

sativus L.) dan daun pare (Momordica

charantia L.) dengan metode

maserasi dan pelarut etanol 96% > Diameter zona hambat bakteri

Escherichia coli

Gambar 2.6 Kerangka Konsep

Hipotesis

HO: Tidak terdapat pengaruh ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.)
dan daun pare (Momordica charantia L.) terhadap hasil karakterisasi

senyawa dan daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

H1: Terdapat pengaruh ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan
daun pare (Momordica charantia L.) terhadap hasil karakterisasi senyawa

dan daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah eksperimental laboratorium dengan
melakukan karakterisasi senyawa pada masing-masing daun mentimun dan
daun pare dengan menggunakan alat Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) dan menguji ekstrak daun mentimun dan daun pare
serta kombinasi dari kedua ekstrak tersebut pada perbandingan 1:1, 1:3, 3:1,
1:0, dan 0:1 sebagai kelompok uji, sedangkan kelompok yang tidak diberi
kombinasi ekstrak sebagai kelompok kontrol negatif dan kelompok yang
diberi antibiotik ciprofloxacin sebagai kontrol positif, sehingga menjadi
pembanding untuk menguji aktivitas antibakteri pada bakteri Escherichia

coli.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada tempat berikut:

1. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

2. Laboratorium Kimia Farmasi Analisa Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung.

3. Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi Lampung.

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus hingga November

2025.



3.3 Komponen Penelitian

3.3.1 Sampel perlakuan
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Sampel perlakuan uji yang digunakan untuk penelitian adalah variasi

kombinasi ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun

pare (Momordica charantia. L.) dengan beberapa perbandingan

yaitu 1:1, 1:3, 3:1, 1:0, dan 0:1.

3.3.2

Hasil Perlakuan

Hasil perlakuan pada penelitian adalah aktivitas antibakteri pada

bakteri Escherichia coli yang diukur berdasarkan diameter zona

hambat yang terbentuk pada media agar.

3.33

Baku Pembanding

Baku pembanding pada penelitian ini terdiri dari kontrol positif pada

uji aktivitas antibakteri yaitu antibiotik ciprofloxacin.

3.4 Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini tercantum pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Definisi Operasional Penelitian

Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Skala
Variabel Bebas
Kombinasi Sediaan kental yang Ditimbang Kombinasi ekstrak  Ordinal
ekstrak daun didapatkan dengan dengan daun  mentimun
mentimun dan mengekstraksi menggunakan dan daun pare
daun pare senyawa aktif dari neraca dengan
simplisia dengan analitik perbandingan 1:1,

pelarut yang sesuai
dan diuapkan untuk
menghilangkan

pelarut.  Kemudian
ekstrak  diencerkan

menggunakan

1:3, 3:1 1:0, dan
0:1.
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DMSO 10% (Dirjen
POM, 2000).

Variabel Terikat

Diameter zona

Zona bening yang

Digunakan

Diameter zona

Rasio

hambat bakteri terbentuk di sekitar jangkasorong hambat (mm)

Escherichia sumuran pada media untuk

coli agar yang telah mengukur Kategori aktivitas
diinokulasikan diameter zona antibakteri
dengan bakteri uji hambat yang Sangat kuat: >20
setelah penambahan terbentuk. mm
ekstrak, kontrol Kuat: 10-20 mm
positif, dan negatif Sedang: 5-10 mm
(Widiawati et al., Lemah: <5 mm
2023). (Geofani et al.,

2022)

Variabel Kontrol

Ciprofloxacin  Ciprofloxacin adalah Ditimbang Larutan Rasio
antibiotik golongan dengan ciprofloxacin
floroquinolon yang menggunakan sebagai  kontrol
digunakan dalam neraca positif
pengobatan  bakteri analitik.
untuk bakteri gram
positif dan gram
negatif (NCI, n.d.).

3.5 Perlakuan Uji

Pada penelitian ini, peneliti menggunakan sampel yang terdiri dari
kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun pare yang akan diuji pada
variasi perbandingan 1:1, 1:3, dan 3:1, serta ekstrak tunggal masing-masing
daun pada perbandingan 1:0 (ekstrak daun mentimun) dan 0:1 (ekstrak daun
pare) dengan antibiotik ciprofloxacin 5 pg/mL sebagai kontrol positif (+)
dan DMSO 10% sebagai kontrol negatif (-), kemudian dilakukan uji
aktivitas antibakteri dengan metode difusi sumuran pada bakteri
Escherichia coli, sehingga diperoleh 7 kelompok perlakuan seperti yang

disajikan pada tabel 3.2.
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Tabel 3.2 Variasi Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Mentimun dan Daun Pare

(Amaliah & Lisdiana, 2022)

Komposisi Rasio

Jumlah
Kelompok Rasio Perlakuan Ekstrak Etanol 96% (g) Larutan
Daun Daun Pare Uji (mL)
Mentimun
S1 - Kontrol positif (+) - - 10
S2 - Kontrol negatif (-) - - 10
S3 1:1 Kombinasi ekstrak 1:1 2,5 2,5 10
S4 1:3  Kombinasi ekstrak 1:3 1,25 3,75 10
S5 3:1 Kombinasi ekstrak 3:1 3,75 1,25 10
S6 1:0  Ekstrak tunggal 5 - 10
S7 0:1 Ekstrak tunggal - 5 10
Keterangan:
S1 = Kontrol positif: antibiotik ciprofloxacin 5 pg/mL
S2 = Kontrol negatif: DMSO 10%
S3 = Kombinasi ekstrak 1:1 (25% b/v : 25% b/v)
S4 = Kombinasi ekstrak 1:3 (12,5% b/v : 37,5% b/v)
S5 = Kombinasi ekstrak 3:1 (37,5% b/v : 12,5% b/v)
S6 = Ekstrak tunggal daun mentimun (50% b/v)
S7 = Ekstrak tunggal daun pare (50% b/v)

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1 Persiapan Penelitian

3.6.1.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah
autoklaf, seperangkat alat rotary evaporator (Rotavapor R-
100 BUCHI®), Fourier Transform Infrared
Specthrofotometers (Shimadzu®), inkubator (Maskot IN),
laminar air flow (LAF), tanur (GALLENKAMP), moisture
balance (Shimadzu®), neraca analitik (BEL Engineering®),
waterbath (IKA®), oven, bejana maserasi, cawan porselen,
gelas ukur, gelas beker, erlenmeyer, batang pengaduk, tabung
reaksi, penjepit kayu, krus silikat, jangka sorong, handscoon,
ose, pipet tetes, mikropipet, cork borer steril, pembakar

bunsen, cawan petri, hotplate, dan alat tulis.
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3.6.1.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica
charantia. L.), kertas perkamen, benang katun, aluminium
foil, serbuk magnesium, kloroform, HCI pekat, pereaksi
mayer, akuades, FeCl;, FeClz 10%, asam asetat glasial,
H>SO4, asam klorida encer, swab steril, kultur biakan murni
bakteri Escherichia coli, Natrium Klorida (NaCl), nutrien
agar, Mueller-Hinton Agar (MHA), etanol 96%, antibiotik
ciprofloxacin, DMSO 10%, dan reagen pewarnaan gram
yang meliputi larutan kristal violet, natrium hidrogen, lugol,

penghilang warna, dan fuchsin (bebas fenol).

3.6.2 Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tanaman
mentimun dan pare yang diperoleh dari Desa Tugu Jaya, Kecamatan
Lempuing, Kabupaten Ogan Komering Ilir, Kota Palembang,
Provinsi Sumatera Selatan. Bagian tanaman yang diambil berupa
bagian daun yang masih segar dan berwarna hijau serta tidak terlihat

adanya pembusukan pada daun.

3.6.3 Identifikasi Tanaman

Identifikasi tanaman bertujuan untuk memastikan bahwa daun
mentimun dan daun pare yang digunakan adalah daun mentimun
(Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia L.).
Proses identifikasi tanaman dilakukan di Laboratorium Botani
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas

Lampung.
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3.6.4 Pembuatan Simplisia

Simplisia daun mentimun dan daun pare diperoleh dengan
mengeringkan daun mentimun dan daun pare di bawah sinar
matahari hingga mengering selama satu hingga tiga hari yang
sebelumnya telah dilakukan sortasi basah, pencucian, dan
dilanjutkan dengan sortasi kering serta penghalusan. Kemudian
kedua simplisia masing-masing dilakukan pengujian pada parameter

spesifik dan non spesifik (BPOM, 2023).

3.6.5 Pembuatan Ekstrak

Ekstraksi dilakukan selama 2x24 jam pada suhu kamar kemudian
dilakukan pengadukan beberapa kali pada ekstrak, selanjutnya
ampasnya diremaserasi kembali dengan pelarut etanol 96% yang
baru secukupnya. Dilakukan pengulangan sebanyak 2 kali dengan
jumlah pelarut yang sama. Filtrat yang dihasilkan diuapkan dengan
menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental

(Widiawati ef al., 2023).

3.6.5.1 Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Daun Mentimun
dan Daun Pare

Ekstrak kental yang diperoleh dari proses ekstraksi dihitung
hasil rendemen yang diperoleh dengan persentase bobot (b/b)
antara rendemen dengan bobot serbuk simplisia yang
digunakan dalam proses ekstraksi yang kemudian dikalikan
dengan 100%. Syarat rendemen ekstrak daun mentimun
adalah tidak kurang dari 14% dan pada daun pare adalah
tidak kurang dari 16,4% (Kemenkes RI, 2022). Rumus untuk

menghitung rendemen dapat dinyatakan sebagai berikut:

bobot ekstrak (akhir)

Rendemen (%) =
( 0) bobot simplisia (awal)

x 100%

(Kemenkes RI, 2017)
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3.6.5.2 Penapisan Fitokimia
A. Uji Flavonoid

Sampel sebanyak 0,5 g ditambahkan dengan serbuk
Magnesium sebanyak 0,5 g dan HCI pekat (tetes demi tetes)
sebanyak 5 mL. Adanya flavonoid ditandai dengan
perubahan warna larutan menjadi merah atau kuning dengan

adanya busa yang timbul (Harborne, 1984).

B. Uji Alkaloid

Sampel sebanyak 1 mL ekstrak ditambahkan dengan HC1 2N
serta 9 mL akuades dan ditambahkan dengan 3 tetes pereaksi
Wagner (2 g Kalium lodida dan 1,3 g iodine) adanya alkaloid
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan berwarna coklat

hingga hitam (Harborne, 1984).

C. Uji Saponin

Sampel sebanyak 0,5 g ditambahkan dengan 5 mL akuades,
lalu dikocok selama 30 detik, adanya saponin ditunjukkan
dengan timbulnya busa stabil selama 10 menit (Harborne,

1984).

D. Uji Tanin

Sampel sebanyak 0,5 g ditambahkan dengan larutan FeCls
10% sebanyak 3 tetes, adanya kandungan senyawa tanin
ditunjukkan pada perubahan warna larutan sampel menjadi

hitam kebiruan (Harborne, 1984).
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E. Uji Fenolik

Sampel ekstrak dilarutkan sebanyak 2 mL kemudian
ditambahkan dengan beberapa larutan FeCls, adanya fenolik
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna larutan sampel

menjadi hijau kebiruan (Harborne, 1984).

F. Uji Steroid dan Terpenoid

Sampel sebanyak 0,5 g dicampurkan dengan asam asetat
glasial sebanyak 0,5 mL dan H>SO4 sebanyak 0,5 mL.
Adanya kandungan senyawa steroid ditunjukkan dengan
perubahan warna larutan sampel menjadi biru atau ungu
sedangkan adanya terpenoid ditunjukkan dengan perubahan
warna larutan sampel menjadi merah atau kuning (Harborne,

1984).

3.6.5.3 Pengujian Parameter Non Spesifik dan Spesifik Simplisia
dan Ekstrak
A. Parameter Spesifik

Pada pemeriksaan parameter spesifik dilakukan uji
organoleptik dengan dilakukan pengamatan terhadap
bentuk, bau, warna, dan rasa yang dideskripsikan dengan

panca indera (Kemenkes RI, 2017).

B. Parameter Non Spesifik
a. Penetapan Kadar Air

Penetapan kadar air untuk simplisia dan ekstrak
menggunakan alat moisture balance. Sampel
ditimbang sebanyak 1 g dan diletakkan di aluminium
pada alat moisture balance selama 10 menit pada suhu

105°C. Hasil dari pengukuran kadar air akan tertera
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pada alat tersebut (Rukmawati et al., 2017). Syarat
kadar air ekstrak kental daun mentimun adalah < 10%
dan pada ekstrak kental daun pare adalah < 10,6%
(Kemenkes RI, 2022).

. Susut Pengeringan

Sebanyak 1 g sampel ditimbang dan diletakkan pada
aluminium secara merata pada alat moisture balance
selama 10 menit pada suhu 105°C. Hasil pengujian
susut pengeringan akan tertera pada alat moisture
balance (Dharma et al., 2023). Syarat susut
pengeringan simplisia daun mentimun dan daun pare

adalah < 10% (Kemenkes RI, 2022).

Penetapan Kadar Abu Total

Sebanyak 2 sampai 3 g sampel ditimbang dan
dimasukkan ke dalam krus silikat yang telah dilakukan
pemijaran dan ditara. Selanjutnya dilakukan pemijaran
secara perlahan hingga arang habis kemudian
didinginkan dan dilakukan penimbangan. Jika arang
tidak dapat dihilangkan maka ditambahkan air panas
kemudian dilakukan pengadukan dan penyaringan
dengan kertas saring bebas abu. Dilakukan pemijaran
pada kertas saring beserta sisa penyaringan yang ada
pada krus yang sama. Perhitungan kadar abu total
terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam % b/b
(Kemenkes RI, 2017).

Syarat kadar abu total simplisia daun mentimun adalah
< 6,1% dan untuk ekstrak mentimun adalah < 4,6%.

Pada simplisia daun pare syarat kadar abu total adalah
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< 14,9% dan untuk ekstrak daun pare adalah < 12,4%
(Kemenkes RI, 2022).

3.6.5.4 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol bertujuan untuk memastikan apakah masih
terdapat kandungan etanol yang merupakan pelarut pada
ekstrak. Uji ini dilakukan dengan cara memasukkan 1 mL
ekstrak kental ke tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2
tetes H2SO4 dan 2 tetes asam asetat kemudian dilakukan
pemanasan. Bila tidak ada bau ester yang khas dari etanol

maka ekstrak dikatakan bebas etanol (Tivani et al., 2021).

Karakterisasi Senyawa dengan Metode Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR)

Masing-masing sampel ekstrak sebanyak 5 mg diteteskan pada pelat
KBr, kemudian dikeringkan dan dianalisis dengan alat spektroskopi
inframerah (FTIR). Pengukuran dilakukan pada rentang bilangan
gelombang 4000-400 cm™ (Agustina et al., 2022; Gamah et al.,
2023).

Uji Aktivitas Antibakteri
3.6.7.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan dilakukan pencucian dengan air
mengalir kemudian dikeringkan dan dibungkus dengan
kertas perkamen atau aluminium foi/l dan diikat dengan
benang katun. Alat-alat tersebut kemudian disterilkan dengan
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C

(Bassy et al., 2023; Senja et al., 2024)
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3.6.7.2 Uji Pendahuluan Pewarnaan Gram

Pengujian pewarnaan gram pada bakteri dilakukan sebagai
identifikasi awal dalam membedakan bakteri berdasarkan
dinding sel bakteri (Paray et al., 2023). Pengujian ini
menggunakan beberapa reagen seperti reagen la yaitu
larutan kristal violet, reagen 1b yaitu larutan natrium
hidrogen, reagen lc yaitu botol untuk reagen la dan 1b,
reagen 2 yaitu larutan lugol yang distabilkan, reagen 3 yaitu
larutan penghilang warna, dan reagen 4 adalah larutan
fuchsin (bebas fenol). Preparat bakteri yang telah diberikan
perlakuan dengan menggunakan reagen tersebut kemudian
dilakukan pengeringan dan diberi minyak imersi untuk
analisis dengan secara mikroskopis dengan mikroskop pada
perbesaran >40x. Interpretasi hasil dari pengujian ini adalah
bakteri dengan gram positif berwarna biru tua dan bakteri

gram negatif berwarna merah (Sigma-Aldrich, 2024).

3.6.7.3 Pembuatan Media Agar

MHA (Mueller-Hinton Agar) yang digunakan sebagai media
pertumbuhan bakteri Escherichia coli sebanyak 11,4 g
ditimbang dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL
kemudian dilarutkan dengan akuades sebanyak 300 mL dan
dipanaskan dengan menggunakan Aotplate hingga mendidih.
Media yang digunakan diatur pada pH 7,4 dan disterilisasi
pada suhu 121°C selama 15 menit dengan autoklaf. Media
dituangkan sebanyak 30 mL dalam cawan petri dan dibiarkan

memadat (R. M. Putri et al., 2019).
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3.6.7.4 Peremajaan dan Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri Escherichia coli diambil sebanyak 1 ose dari biakan
kemudian dilakukan pembiakan bakteri dengan cara
digoreskan pada permukaan media nutrien agar dengan
posisi miring secara aseptis. Selanjutnya dilakukan inkubasi
selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C. Hasil dari peremajaan
bakteri Escherichia coli dibuat suspensi bakteri dengan cara
mengambil hasil peremajaan bakteri Escherichia coli dengan
ose steril yang kemudian disuspensikan dengan larutan NaCl
0,9% sebanyak 5 mL dan dilakukan pengenceran yang
memiliki kekeruhan sesuai pada standar Mc. Farland

(Widiawati et al., 2023).

3.6.7.5 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri dilakukan dengan pengujian daya
hambat oleh variasi kombinasi ekstrak daun mentimun dan
daun pare yang dilakukan pada bakteri Escherichia coli
dengan menggunakan metode difusi sumuran pada medium
Mueller-Hinton Agar (MHA). Suspensi bakteri Escherichia
coli dimasukkan dan disebarkan dengan menggunakan swab
steril hingga suspensi tersebar merata lalu diamkan selama
10 menit agar suspensi tersebut terserap pada medium MHA.
Lubang sumuran dibuat secara aseptis dengan menggunakan
cork borer steril dengan kedalaman 6 mm. Selanjutnya
dimasukkan kombinasi ekstrak daun mentimun dan daun
pare dengan perbandingan 1:1, 1:3, 3:1, 1:0, dan 0:1 pada
masing-masing lubang sumur yang telah dibuat. Antibiotik
ciprofloxacin 5 pg/mL sebagai kontrol positif dan DMSO
10% sebagai kontrol negatif juga dimasukkan ke dalam
lubang sumuran. Kemudian dilakukan inkubasi pada suhu

37°C selama 24 jam. Selanjutnya, dilakukan pengamatan dan
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pengukuran pada zona hambat atau zona bening yang

terbentuk (Bassy et al., 2023).

3.6.7.6 Pengamatan dan Pengukuran Zona Hambat

Pengamatan dan pengukuran diameter zona hambat yang
terbentuk dilakukan dengan menggunakan alat jangka
sorong. Pengukuran dilakukan dengan mengukur diameter
zona hambat yang terbentuk dari dalam keluar setelah
dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil
yang diperoleh dicatat pada tabel hasil pengamatan
(Widiawati ef al., 2023).

Interpretasi hasil pengujian aktivitas antibakteri digolongkan
ke beberapa kategori berdasarkan ukuran diameter zona
hambat yang dihitung pada rumus dibawah ini dan kategori
tersebut dapat dilihat pada Tabel 3.3 terkait kategori aktivitas

antibakteri.

(Dv — Dc/s) + (Dh — Dc/s)
2

Keterangan:
Dv : Diameter vertikal
Dh : Diameter horizontal
Dc/s  : Diameter cakram/sumuran
(Magyvirah et al., 2020)

Tabel 3.3 Kategori Aktivitas Antibakteri (Geofani et al., 2022)

Diameter zona hambat Kategori Aktivitas Antibakteri

>20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang

<5 mm Lemah
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3.7 Alur Penelitian

Penelitian ini dilakukan berdasarkan alur yang sudah disusun seperti
dibawah ini. Kerangka alur penelitian ini akan mengarahkan dan membantu
peneliti dalam menjalankan penelitian, dimulai dari pengumpulan sampel
daun mentimun dan daun pare hingga karakterisasi senyawa serta pengujian
aktivitas antibakteri. Data hasil pengujian yang diperoleh akan dianalisis

untuk menjawab rumusan masalah.
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3.8 Pengolahan dan Analisis Data

Analisis data yang digunakan pada penelitian ini adalah dengan

menggunakan analisis statistik yang akan mengolah data menjadi 2 macam

analisis data, yaitu sebagai berikut:

1.

Analisis Univariat

Analisis univariat digunakan untuk menilai mean dan standar deviasi
dari penelitian ini. Analisis ini digunakan untuk menjelaskan
karakteristik setiap variabel yang diteliti dalam penelitian ini, variabel
bebas dalam penelitian ini yaitu pengaruh kombinasi ekstrak daun
mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare (Momordica charantia
L.) dan variabel terikat yaitu pertumbuhan bakteri Escherichia coli

(Sulfianti et al., 2024).

2. Analisis Bivariat

Data yang diperoleh akan dilakukan analisis untuk menguji normalitas
data dengan menggunakan uji Saphiro-wilk test. Uji ini digunakan
karena jumlah sampel dalam penelitian kurang dari 50. Data
terdistribusi normal jika p-values menunjukkan nilai > 0,05 dan jika p-
values < 0,05 nilai ini menunjukkan bahwa data terdistribusi tidak
normal. Uji statistik analisis One Way ANOVA dilakukan jika data
terdistribusi normal dan dilanjutkan dengan Levene test untuk analisis
uji homogenitas. Apabila data yang diperoleh terdistribusi tidak normal
maka analisis yang digunakan adalah uji alternatif Kruskal-Wallis.
Analisis Kruskal-Wallis digunakan untuk menganalisis variabel bebas
dan variabel terikat, yaitu untuk mengetahui aktivitas antibakteri pada
kombinasi ekstrak daun mentimun (Cucumis sativus L.) dan daun pare
(Momordica charantia L.) terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia
coli. Hipotesis dianggap terdapat pengaruh apabila hasil p-values < 0,05
dan tidak terdapat pengaruh apabila hasil p-values > 0,05 (Sulfianti et
al., 2024).
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3.9 Etika Penelitian

Sebagai wujud dari komitmen terhadap prinsip etika penelitian, seluruh
prosedur dalam studi ini akan melewati proses peninjauan dan mendapatkan
persetujuan resmi oleh Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.



BABV
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil penapisan fitokimia menunjukkan bahwa masing-masing ekstrak daun
mentimun dan daun pare mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, fenolik, tanin, saponin, steroid dan terpenoid. Hasil karakterisasi
senyawa menggunakan FTIR pada masing-masing ekstrak menunjukkan
adanya pita serapan yang khas pada gugus fungsi O-H, C-H alifatik, C-H,
C=0, dan C-H aromatik yang mengindikasikan keberadaan adanya senyawa
metabolit sekunder, sehingga mendukung hasil penapisan fitokimia yang
diperoleh.

2. Variasi perbandingan konsentrasi ekstrak daun mentimun dan daun pare
menunjukkan aktivitas antibakteri yang ditunjukkan dengan terbentuknya
diameter zona hambat pada bakteri Escherichia coli. Hasil uji One-Way
ANOVA menunjukkan nilai p-value < 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa
variasi perbandingan kombinasi ekstrak mampu menghambat pertumbuhan
bakteri.

3. Variasi perbandingan konsentrasi dari kedua ekstrak, menunjukkan bahwa
ekstrak tunggal daun pare menghasilkan diameter zona hambat yang lebih
besar dibandingkan dengan kombinasi kedua ekstrak. Penurunan aktivitas
antibakteri pada kombinasi ekstrak diduga disebabkan karena adanya
interaksi antagonis antarsenyawa aktif, sehingga dapat mengurangi

efektivitas senyawa dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
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5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka penulis menyarankan:

1.

Perlu dilakukan fraksinasi atau pemisahan senyawa aktif dari masing-
masing ekstrak, untuk mengontrol potensi interaksi antar senyawa dan

memungkinkan evaluasi aktivitas antibakteri secara lebih spesifik.

. Perlu dilaksanakan karakterisasi senyawa secara kualitatif dan kuantitatif

untuk mengidentifikasi senyawa aktif secara lebih lanjut.

. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap jenis bakteri lain

serta dikombinasikan dengan penentuan MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) untuk mengevaluasi secara kuantitatif kemampuan ekstrak
dalam menghambat bakteri.

Dapat dilakukannya pengembangan ekstrak menjadi sediaan farmasi yang
sesuai, disertai dengan evaluasi stabilitas fisik dan kimia serta efektivitas

sediaan guna menjamin mutu dan keamanan penggunaan.
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