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ABSTRACT 

Infection is a disease that many people suffering and continuously develops. 

Yellow pumpkin seeds (Cucurbita moschata Duch Poir) contain alkaloids and 

flavonoids. These compounds can give the antioxidant and antibacterial effects. 

This research aims to find the antioxidant and antibacterial effects of C. moschata 

seeds chloroform fraction toward the Staphylococcus aureus bacteria.  

The C. moschata seeds were extracted by the maceration method using 70% 

ethanol as the solvent. The extract was fractionated using chloroform. The 

antioxidant activity C. moschata seeds chloroform fraction was tested uses the 

DPPH method (1,1- diphenyl-2-picrylhydrazil). The antibacterial activity was 

tested using disc diffusion method with tetracycline as the positive control toward 

the  Staphylococcus aureus FNCC 0047 bacteria. The identification of the active 

compounds uses Thin Layer Chromatography method. The % inhibition data from 

antioxidant test shown in linear regression curve. The equation result from linear 

regression curve was used to measuring IC50 value. The antibacterial activity test 

was analyzed by measuring the clear zone diameter. The active compounds 

identification was analyzed by counting the emerging Rf spot value. 

C. moschata seeds chloroform fraction in the concentration of 100; 200; 

300; and 400 µg/ ml had weak antioxidant activity with the IC50 value was 356.33 

µg/ ml.  C. moschata seeds chloroform fraction in the concentration of 5%; 10%; 

25%; and 50% had a weak antibacterial activity toward S. aureus. The chloroform 

fraction contained flavonoids and alkaloids.  
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PENDAHULUAN 

Infeksi merupakan penyakit yang 

dapat ditularkan dari satu orang ke 

orang lain atau dari hewan ke 

manusia yang disebabkan oleh 

berbagai mikroorganisme seperti 

bakteri, virus, riketsia, jamur, dan 

protozoa.
1 

Penyakit infeksi telah 

menyebabkan kematian sebesar 13 

juta orang di seluruh dunia setiap 

tahun, terutama di negara-negara 

berkembang seperti Indonesia.
2
 

Salah satu penyebab penyakit infeksi 

adalah bakteri.
 

Beberapa bakteri 

yang dapat menyebabkan infeksi 

diantaranya Staphylococcus aureus. 

Beberapa antibiotik yang dapat 

digunakan untuk menghambat S. 
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aureus antara lain ampisilin, 

penisilin, tetrasiklin, kloksasilin, 

sefalosporin, vankomisin, dan 

metisilin.
3
 Terapi infeksi dengan 

antibiotik dapat membawa masalah 

tersendiri, yaitu adanya resistensi 

bakteri terhadap antibiotik. Upaya 

mencari alternatif lain dalam 

pengobatan infeksi adalah dengan 

penggunaan obat alam. Salah satu 

tanaman yang dapat dikembangkan 

untuk pengobatan antiinfeksi adalah 

biji labu kuning. Antioksidan 

menjadi topik yang menarik baru-

baru ini. Antioksidan dapat 

membantu melindungi tubuh 

manusia melawan kerusakan yang 

disebabkan oleh senyawa  radikal 

bebas. Akibat reaktivititas yang 

tinggi, radikal bebas dapat merusak 

berbagai sel makromolekul, 

termasuk protein, karbohidrat, lemak 

dan asam nukleat.
4 

Radikal bebas 

dapat ditangkal atau diredam dengan 

pemberian antioksidan atau dengan 

mengkonsumsi antioksidan.
5 

Banyak 

penelitian telah membuktikan 

manfaat mengkonsumi tanaman yang 

berkhasiat antioksidan, seperti dapat 

menurunkan resiko penyakit jantung, 

kanker, katarak dan penyakit 

degeneratif lain. Salah satu 

tumbuhan yang memiliki banyak 

manfaat adalah labu kuning. Selain 

buahnya, biji C. moschata juga 

bermanfaat bagi kesehatan. Dalam 

biji labu kuning terdapat kandungan 

seperti fitokimia (fitosterol); serat, 

polyunsaturated fatty acids (PUFA); 

dan antioksidan (vitamin C, vitamin 

E dan beta karoten).
6
 Biji labu 

kuning juga mengandung senyawa 

fenolik yang dapat berperan sebagai 

antibakteri melawan bakteri Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus , 

Escherichia coli dan Klebsiella 

pneumonia.
7
 Pada penelitian ini akan 

dilakukan uji antioksidan dan 

antibakteri dari fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji labu kuning 

(Cucurbita moschata Duch Poir) 

terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus FNCC 0047. Uji dilakukan 

secara in vitro melalui uji antibakteri 

dengan metode difusi cakram dan uji 

antioksidan menggunakan metode 

DPPH untuk mengetahui potensi 

antibakteri dan antioksidan dari 

fraksi kloroform ekstrak tersebut. 

Penelitian ini diharapkan mampu 

membuktikan fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji C. moschata 

sebagai agen antibakteri dan 

antioksidan yang potensial yang 

berasal dari bahan alam. Tujuan 

penelitian ini adalah untuk 

mengetahui efek fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji C. moschata 

dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Staphylococcus aureus dan 

menghambat radikal bebas melalui 

uji antibakteri dan antioksidan. 

 

METODE 

Penelitian dilaksanakan di 

laboratorium FKIK UMY serta 

laboratorium Biologi Farmasi UGM. 

Alat penelitian yang digunakan 

antara lain seperangkat alat ekstraksi, 

alat gelas, spektrofotometri UV , 

Laminar Air Flow (LAF), 

mikropipet, cawan petri, timbangan, 

oven, autoklaf, inkubator. Bahan 

penelitian yang digunakan antara lain 

biji labu kuning, etanol 70%, 

metanol, kloroform, Trypticase Soy 

Agar (TSA), tetrasiklin, DMSO, 

serbuk DPPH, pereaksi dragendorff, 

FeCl3, kuinin, rutin. 

Ekstraksi biji C. moschata. Biji 

labu kuning dipanen dari daerah 

Salatiga. Biji C. moschata  
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dihaluskan kemudian diekstraksi 

dengan metode maserasi. Sebanyak 

500 gram serbuk biji C. moschata 

dimasukkan kedalam 2,5 liter etanol 

70% untuk dimaserasi. Maserat yang 

didapat difraksinasi dengan 

menggunakan pelarut kloroform 

dalam corong pisah dengan 

perbandingan 1:1. Fraksi kloroform 

biji C. moschata yang diperoleh 

kemudian dievaporasi menggunakan 

evaporator. 

Identifikasi senyawa aktif. 
Identifikasi senyawa aktif 

menggunakan metode kromatografi 

lapis tipis. Fase diam yang 

digunakan adalah plat silika gel 60 

F254 dan plat selulosa. Fase gerak 

yang digunakan adalah  butanol : 

asam asetat : air dengan 

perbandingan 4:1:5. Noda pada 

lempeng tipis diamati di bawah sinar 

UV, dan dilakukan penyemprotan 

dengan pereaksi dragendorff dan 

FeCl3. 

Uji aktivitas antioksidan. Uji 

aktivitas antioksidan dilakukan 

menurut metode yang dilakukan oleh 

Molyneux, 2004.
9
 DPPH 0,4 mM 

dibuat dengan melarutkan 15,77 mg 

serbuk DPPH ke dalam 100 ml 

metanol.
10

 Selanjutnya dibuat seri 

konsentrasi fraksi kloroform biji C. 

moschata yaitu 100 µg/ml ; 200 

µg/ml ; 300 µg/ml dan 400 µg/ml. 

Pembuatan blanko dengan 

mencampurkan 1 ml larutan DPPH 

dalam 5 ml metanol. Pembacaaan 

panjang gelombang dilakukan 

menggunakan spektrofotometri UV-

Vis.
 
Sebanyak 5 mL larutan sampel 

dalam metanol dengan variasi 

konsentrasi 100, 200,300 dan 400 

µg/mL dicampurkan dengan 1 mL 

larutan DPPH, kemudian campuran 

divortex dan didiamkan selama 30 

menit. Persentase inhibisi diukur 

dengan menggunakan persamaan : 

 

% inhibisi= 
                      

           
x 100% 

Data hasil penelitian yang diperoleh 

dibuat kurva hubungan antara 

konsentrasi larutan uji dengan % 

inhibisi dan ditentukan nilai      dari 
persamaan regresi linier yang 

didapat..  

Uji aktivitas antibakteri. Uji 

aktivitas antibakteri dilakukan 

dengan metode Kirby Bauer/ difusi 

cakram. Alat dan bahan uji 

disterilkan terlebih dahulu. Bakteri 

uji diinokulasi pada medium  

Nutrient Agar (NA). Koloni bakteri 

Staphylococcus aureus FNCC 0047 

diambil kemudian dimasukkan ke 

dalam larutan NaCl 0,9% fisiologis 

steril sebanyak 1 mL. Suspensi 

didiamkan selama 2-3 jam pada suhu 

37ºC. Bakteri yang telah diinkubasi 

diambil 1 mL kemudian dimasukkan 

dalam 9 mL Brain Heart Infusion 

(BHI) cair. Suspensi sesuai dengan 

standar konsentrasi bakteri     

CFU/mL.
11

 Kontrol positif pada 

penelitian ini adalah tetrasiklin 0,2 

mg/mL dibuat dengan melarutkan 

0,4 ml tetrasiklin ad aquades sampai 

5 mL.
12

 Kontrol negatif yang 

digunakan adalah larutan DMSO. 

Pengujian aktivitas antibakteri 

dilakukan dengan cara paper disc 

dengan direndam dalam keempat 

konsentrasi fraksi kloroform ekstrak, 

kontrol positif dan kontrol negatif 

selama 15 menit. Dengan 

menggunakan kapas lidi, suspensi 

bakteri diusap ke permukaan media 

secara merata. Paper disc yang telah 

direndam diletakkan di atas media 

pertumbuhan kemudian diinkubasi 

pada suhu 37˚C selama 24 jam. 
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Diameter zona hambat yang 

terbentuk diukur menggunakan 

penggaris. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil uji identifikasi senyawa 

kimia pada fraksi kloroform ekstrak 

etanolik biji C. moschata diketahui 

bahwa fraksi kloroform ekstrak 

mengandung senyawa alkaloid dan 

flavonoid ditunjukkan dari adanya 

bercak khas yang menunjukkan 

adanya senyawa  tersebut. Profil 

kromatogram uji alkaloid dapat 

dilihat pada Gambar 1. 

 
Gambar 1. Profil kromatogram 

senyawa alkaloid 

Keterangan : Kuinin (A), fraksi 

kloroform biji C. moschata (B) 

 

Uji alkaloid menggunakan 

pereaksi dragendorff. Hasil yang 

diperoleh untuk sampel fraksi 

kloroform ekstrak etanolik biji C. 

moschata menunjukkan warna 

oranye  yang menandakan terdapat 

senyawa alkaloid dalam sampel 

fraksi. Hal ini dikarenakan terjadi 

pengikatan ion K
+
 pada nitrogen 

dalam cincin sehingga membentuk 

endapan berwarna oranye.
13 

Reaksi 

senyawa alkaloid dengan pereaksi 

dragendorff dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 
Gambar 2. Reaksi alkaloid dengan 

pereaksi dragendorff (Marliana, 

2005) 

Profil kromatogram uji KLT 

flavonoid dapat dilihat pada Gambar 

3. 

 
Gambar 3. Profil kromatogram 

senyawa flavonoid 

Keterangan : Rutin (A) , fraksi 

kloroform biji C. moschata (B)  

 

Setelah disemprot dengan FeCl3, 

pada sampel timbul noda berwarna 

kuning pada pengamatan dengan 

sinar tampak, berwarna hijau 

kekuningan pada UV 254 nm dan 

berwarna biru hitam pada UV 366 

nm. Pada kuinin timbul noda dengan 

warna hijau kehitaman. Hal ini 

menegaskan adanya kandungan 

flavonoid pada fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji C. moschata.
14

 

Reaksi senyawa flavonoid dengan 

FeCl3 dapat dilihat pada Gambar 4. 
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Gambar 4. Reaksi flavonoid dengan 

pereaksi FeCl3 (Lumbanraja, 2009) 

Hasil uji KLT fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji C. moschata 

dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Hasil uji KLT fraksi 

kloroform ekstrak etanolik biji labu 

kuning 

 
Selanjutnya, untuk menguji 

aktivitas antioksidan pada fraksi 

kloroform ekstrak etanolik biji C. 

moschata menggunakan metode 

DPPH. Metode DPPH dipilih karena 

memerlukan sedikit sampel, 

sederhana, mudah, cepat, dan peka 

untuk mengevaluasi aktivitas 

antioksidan dari senyawa bahan 

alam.
15

. DPPH (1.1-diphenyl-2-

pycryl hydrazil)  merupakan senyawa 

radikal bebas stabil. Prinsip dari 

metode DPPH adalah interaksi 

antioksidan dengan DPPH baik 

secara transfer elektron atau radikal 

hidrogen pada DPPH akan 

menetralkan karakter radikal bebas 

dari DPPH. Jika semua elektron pada 

radikal bebas DPPH menjadi 

berpasangan maka warna larutan 

berubah dari warna ungu tua menjadi 

kuning terang. Absorbansi diukur 

pada panjang gelombang maksimal 

yaitu 515 nm.. Dari nilai absorbansi 

DPPH yang diperoleh dapat 

ditentukan persentase penghambatan 

radikal DPPH (% inhibisi). Dari nilai 

% inhibisi dapat ditentukan nilai 

    .
9 

Hasil Pengukuran Aktivitas 
Antioksidan Fraksi Kloroform Biji 

C. moschata dapat dilihat pada Tabel 

2 dan Gambar 5. 

Tabel 2. Hasil pengukuran aktivitas 

antioksidan fraksi kloroform biji C. 

moschata 

 

 

Gambar 5. Kurva regresi linier 

aktivitas antioksidan biji C.moschata 

Dari persamaan y = 0.146x - 

2.025 dengan R² = 0.999 diperoleh 

Nilai      fraksi kloroform ekstrak 
etanolik biji C. moschata adalah 

356.33 µg/ml. Hal ini menunjukkan 

bahwa pada konsentrasi tersebut 

ekstrak mampu menghambat 50% 

oksidasi. Menurut Ariyanto (2006), 

tingkat kekuatan antioksidan  fraksi 

kloroform ekstrak etanolik biji C. 

moschata tergolong lemah karena 

memiliki nilai     = 356.33 µg/ml 
(>150 µg/ml).

16
 Lemahnya aktivitas 
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antioksidan dalam fraksi kloroform 

biji labu kuning disebabkan oleh 

beberapa faktor. Faktor yang pertama 

adalah kandungan senyawa yang 

berperan sebagai antioksidan dalam 

biji C. moschata yakni vitamin C 

larut dalam fase air daripada 

kloroform sehingga aktivitas 

antioksidan dari fraksi kloroform biji 

C. moschata berkurang dan 

menyebabkan lemahnya aktivitas 

antioksidan. Faktor kedua yang 

menyebabkan lemahnya aktivitas 

antioksidan fraksi kloroform biji labu 

kuning yaitu diduga senyawa yang 

terkandung di dalam fraksi 

kloroform kemungkinan adalah 

flavonoid golongan flavanon. 

Senyawa flavanon pada umumnya 

memiliki aktivitas antioksidan yang 

lemah. Faktor yang menyebabkan 

lemahnya aktivitas antioksidan pada 

senyawa flavanon pada umumnya 

disebabkan oleh gugus hidroksil 

yang terdapat pada struktur senyawa 

flavanon hanya sedikit dan pada 

cincin C flavanon tidak memiliki 

ikatan ganda pada ikatan 2-3 gugus 

4-okso, sehingga kemungkinan besar 

untuk menstabilkan struktur 

senyawanya yang kehilangan 

elektron dari proses donor  hidrogen 

dalam struktur senyawa flavanon 

tidak terjadi.
17

 Dengan demikian 

senyawa golongan  flavanon  pada  

umumnya  memiliki  potensi 

aktivitas antioksidan yang lemah. 

Uji aktivitas antibakteri fraksi 

kloroform ekstrak etanolik biji C. 

moschata menggunakan metode 

difusi cakram. Metode ini dipilih 

karena hasil pembentukan zona 

bening lebih mudah untuk diamati 

dibandingkan dengan metode dilusi. 

Metode Kirby-Bauer digunakan 

untuk menentukan sensitifitas bakteri 

patogen baik yang bersifat aerob 

maupun anaerob fakultatif terhadap 

berbagai senyawa antimikroba.
18

 

Pengujian aktivitas antibakteri pada 

penelitian ini juga dilakukan pada 

tetrasiklin sebagai kontrol positif. 

Tetrasiklin mempunyai kemampuan 

menghambat sintesis protein bakteri 

S. aureus dengan mencegah t-RNA 

aminoasil berikatan dengan 

ribosom.
19

 Kontrol negatif pada 

penelitian ini menggunakan DMSO 

bertujuan untuk memastikan bahwa 

aktivitas antibakteri pada saat 

penelitian berasal dari sampel uji. 

Hasil pengukuran zona inhibisi pada 

sampel fraksi kloroform biji C. 

moschata dapat dilihat pada Tabel  3. 

 

Tabel 3. Hasil pengukuran zona 

inhibisi antibakteri 

 
Hasil pengujian fraksi 

kloroform biji C.moschata pada 

Tabel 3 menunjukkan bahwa larutan 

uji dapat  menghambat  bakteri 

Staphylococcus aureus FNCC 0047 

pada konsentrasi terkecil yaitu 5%. 

Hal ini ditunjukkan dengan adanya 

zona bening yang terbentuk disekitar 

keempat konsentrasi fraksi kloroform 

biji C. moschata. Menurut Jawetz et 

al., (2005), pada bakteri gram positif, 

struktur dinding sel lebih sederhana 

yaitu berlapis tunggal dengan 

kandungan lipid rendah (1-4%) 

sehingga memudahkan bahan 

bioaktif masuk ke dalam sel. Pada 

kontrol positif tetrasiklin tidak dapat 

membunuh bakteri Staphylococcus 

aureus FNCC 0047 secara sempurna. 
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Terbentuknya diameter disekitar 

paper disc akan tetapi masih terdapat 

bakteri yang tumbuh menunjukkan 

bahwa beberapa Staphylococcus 

aureus telah mengalami resistensi 

terhadap antibiotik tetrasiklin. 

Mekanisme resistensi bakteri 

terhadap antibiotik terjadi dengan 

cara penginaktifan obat, perubahan 

target atau sirkulasi enzim, 

berkurangnya akumulasi obat oleh 

adanya sel resisten, variasi jalur 

metabolisme.
20 

Resistensi S. aureus 

terhadap tetrasiklin terjadi melalui 

mekanisme efluks yang dikendalikan 

gen tetA dan tetB dan proteksi 

ribosom oleh protein TetM, TetO dan 

TetS dan sebagainya yang akan 

melekat pada ribosom sehingga 

tetrasiklin akan terlepas dari ribosom 

dan menjadi tidak aktif.
21 

Bakteri 

mengembangkan pompa efluks yang 

aktif mengeluarkan antibiotik dari 

sitoplasma lebih cepat daripada 

kecepatan obat tersebut berdifusi 

masuk. Oleh karena itu, konsentrasi 

obat di dalam bakteri menjadi terlalu 

rendah, sehingga menjadi tidak 

efektif.
22 

Nilai rata-rata diameter 

hambatan fraksi kloroform ekstrak 

etanolik biji C. moschata dengan 

konsentrasi 5% , 10% , 25%, dan 

50% secara berturut- turut sebesar 

2,33 mm ; 2,67 mm ; 2,70 mm dan 

5,65 mm masuk dalam kategori 

antibakteri lemah dengan diameter 

hambat ≤ 5 mm.
23 

Dari hasil 

pengujian ini dapat disimpulkan 

bahwa keempat konsentrasi fraksi 

kloroform biji C. moshata yaitu 5% , 

10%, 25% dan 50% memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap 

Staphylococcus aureus FNCC 0047 

yang tergolong lemah. Bakteri 

Staphylococcus aureus FNCC 0047 

telah mengalami resistensi terhadap 

antibiotik tetrasiklin. Hal ini dapat 

dilihat pada Gambar 6. 

 
Gambar 6. Hasil uji antibakteri 

fraksi kloroform biji C. moschata 

terhadap S. aureus FNCC 0047 

Keterangan:Tetrasiklin (+),DMSO(-) 

 

Biji C. moschata mengandung 

komponen zat aktif yaitu flavonoid 

dan alkaloid. Mekanisme kerja 

flavonoid sebagai antibakteri adalah 

membentuk senyawa kompleks 

dengan protein ekstraseluler dan 

terlarut sehingga dapat merusak 

membran sel bakteri dan diikuti 

dengan keluarnya senyawa 

intraseluler.
24 

Mekanisme kerja 

alkaloid sebagai antibakteri adalah 

dengan melekatkan diri diantara 

DNA. Adanya zat yang berada 

diantara DNA akan menghambat 

replikasi DNA, akibatnya terjadi 

gangguan replikasi DNA yang akan 

menyebabkan kematian sel.
25 

Pada 

penelitian yang dilakukan, keempat 

seri konsentrasi fraksi kloroform 

ekstrak etanolik biji C. moschata 

menunjukkan adanya aktivitas 

antibakteri terhadap S. aureus yang 

tergolong lemah.
23

 Hal ini 

dikarenakan senyawa flavonoid dan 

alkaloid yang terkandung dalam 

fraksi kloroform biji labu kuning 

pada konsentrasi 5% , 10%, 25% dan 

50% masih sedikit. Semakin tinggi 

konsentrasi suatu larutan maka akan 
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semakin tinggi zat-zat aktif yang 

terkandung didalamnya. 
 

KESIMPULAN 

Fraksi kloroform ekstrak etanolik 

biji Cucurbita moschata Duch Poir 

memiliki aktivitas antioksidan 

tergolong lemah dengan Nilai      
(Inhibitory Concentration) sebesar 

356,33 µg/ml. Pada uji aktivitas 

antibakteri, Fraksi kloroform ekstrak 

etanolik Cucurbita moschata Duch 

Poir dengan konsentrasi 5% , 10%, 

25% dan 50% memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap Staphylococcus 

aureus FNCC 0047 yang tergolong 

lemah. Hasil identifikasi uji senyawa 

menggunakan metode kromatografi 

lapis tipis (KLT) menunjukkan 

bahwa fraksi kloroform ekstrak 

etanolik biji C. moschata 

mengandung senyawa alkaloid dan 

flavonoid dimana aktivitas 

antioksidan dan antibakterinya 

berasal dari kedua senyawa tersebut. 

 

SARAN 

Penelitian lanjutan terhadap 

aktivitas antioksidan dan antibakteri 

fraksi kloroform ekstrak etanol biji 

C. moschata tidak perlu dilakukan 

karena aktivitas antioksidannya 

tergolong lemah. Jika ingin 

mendapatkan aktivitas antioksidan 

dan antibakteri yang kuat bisa 

melakukan penelitian lanjutan 

dengan mengganti pelarut yang 

digunakan atau dengan 

mengekstraksi simplisia yang lain. 
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