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BAB III  

METODE PENELITIAN 

 

A. Populasi dan Sampel 

1. Populasi  

Populasi dalam penelitian ini yaitu daun pare segar dan muda 

yang diformulasikan menjadi serum. 

2. Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu serum 

ekstrak etanol daun pare dengan variasi konsentrasi xanthan gum : 

CMC-Na yaitu (0,5% : 0,5%), (0,8% : 0,2%) dan (0,2% : 0,8%). 

 

B. Variabel Penelitian 

1. Identifikasi variabel utama 

Variabel utama terdiri dari variabel bebas, variabel terkendali 

dan variabel tergantung. Variabel utama dalam penelitian ini yaitu 

mutu fisik dan stabilitas sediaan serum ekstrak daun pare dengan 

variasi Xanthan gum dan CMC-Na sebagai gelling agent. 

2. Klasifikasi variabel utama 

2.1 Variabel Bebas.ب Variabelب bebasب dalamب penelitianب iniب

adalahب variasiب konsentrasiب Xanthanب gumب danب CMC-Naب padaب sediaanب

serumبekstrakبetanolبdaunبpare.ب 

2.2 Variabel Terkendali.بVariabelبterkendaliبdalamبpenelitianب

iniبadalahبKelinci.بKondisiبfisikبhewanبujiبyangبmeliputi;بberatبbadan,ب

usia,ب jenisب kelamin,ب makanب danب minum,ب prosesب pembuatanب serum,ب

formulasiب serum,ب tempatب tumbuhب tanaman,ب bahanب bahanب yangب

digunakan,بpenelitianبdanبkondisiبlaboratorium. 

2.3 Variabel Tergantung.ب Variabelب tergantungب dalamب

penelitianب iniب adalahب mutuب fisikب dariب sediaanب serumب yangب meliputiب

organoleptis,بhomogenitas,بpH,بviskositas,بdayaب sebar,بdayaب lekat,بdanب

stabilitas.ب 

3. Definisi operasional variabel utama 

Pertama, daun pare adalah daun yang diperoleh dari tanaman 

Pare (Momordica charantia Linn) yang diperoleh dari Tawangmangu 

Jawa Tengah.  

Kedua, ekstrak etanol daun pare adalah hasil maserasi serbuk 

daun pare dengan pelarut etanol 96%.  
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Ketiga, variasi Xanthan gum dan CMC-Na adalah variasi bahan 

gelling agent dengan variasi konsentrasi Xanthan gum : CMC-Na 

(0,5% : 0,5%), (0,8% : 0,2%) dan (0,2% : 0,8%).  

Keempat, uji mutu fisik sediaan serum ekstrak etanol daun pare 

adalah dengan melihat organoleptis, homogenitas, viskositas, pH, daya 

sebar, daya lekat, dan stabilitas.   

Kelima, aktivitas pertumbuhan rambut sediaan serum adalah 

aktivitas pertumbuhan rambut sediaan serum pada kelinci dengan 

produk pasaran sebagai pembanding. Parameter yang diamati yaitu 

panjang bulu dan berat bulu kelinci. 

 

C. Alat dan Bahan 

1. Alat  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang, 

wadah pakan, wadah minum, jangka sorong, neraca analitik, gunting, 

pisau cukur, spidol, pH meter Ohaus Starter 3100, viskometer 

Brookfield DV2T, stopwatch, beaker glass, erlenmeyer, gelas ukur, 

batang pengaduk, cawan petri, pipet tetes, spatula, aluminium foil, 

plastik wrap, blender, oven, kertas saring, mortir, stamper, corong 

evaporator, ayakan mesh 40, moisture balance, labu alas bulat, kain 

flanel, botol kaca gelap, tabung reaksi, kamera. 

2. Bahan  

2.1 Bahan Sampel. Daunب pareب (Momordica charantia Linn)ب

yangبdiperolehبdariبdaerahبTawangmangu,بJawaبtengah.ب 

2.2 Bahan Kimia. Xanthanب gum,ب CMC-Na,ب propilenglikol,ب

metilب paraben,ب aquadest,ب minoxidil,ب etanolب ب,96% serbukب magnesium,ب

HCLب pekat,ب asamب sulfatب ب2 N,ب pereaksiب Dragendorff,ب pereaksiب Mayer,ب

pereaksiبbouchardat,بFeCl₃,بkloroform,بasamبasetatبanhidratبdanبasamب

sulfatبpekat. 

 

D. Jalannya Penelitian 

1. Pengumpulan Bahan 

Pengambilan daun pare dilakukan di daerah Tawangmangu 

Jawa Tengah.  Kriteria daun yang diambil yaitu daun berwarna hijau 

tua, yang memiliki panjang 3,5 cm dan lebar 1,5- 2,5 cm dengan masa 

panen berumur kurang lebih 40 hari (Dalimartha, 1999).   

2. Determinasi Tanaman Pare 

Tujuan dari determinasi tanaman bahan uji adalah untuk 

memastikan bahwa bahan yang akan digunakan dalam penelitian itu 
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benar. Determinasi dilakukan dengan cara mencocokkan karakteristik 

morfologi tanaman dengan referensi yang ditemukan dalam literatur. 

Determinasi daun pare (Momordica charantia Linn) pada penelitian ini 

akan dilakukan di laboratorium Balai Besar Penelitian Dan 

Pengembangan Tanaman Obat Dan Obat Tradisional (B2P2TOOT) 

Tawangmangu. 

3. Pembuatan Serbuk Daun Pare 

Daun pare yang sebelumnya didapatkan di daerah 

Tawangmangu Jawa Tengah dicuci menggunakan air mengalir hingga 

bersih kemudian dikeringkan cara diangin-anginkan sampai mongering 

selanjutnya daun pare dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 

50°C. Daun pare yang telah dikeringkan tahap berikutnya yaitu dibuat 

menjadi serbuk menggunakan mesin penyerbuk yang terdapat di 

Universitas Setia Budi Surakarta. Serbuk kemudian diayak 

menggunakan ayakan nomor 40. 

4. Pemeriksaan Organoleptik Serbuk Daum Pare 

Pemeriksaan organoleptik serbuk daun pare dilakukan dengan 

mengamati bentuk, warna, bau, dan rasa serbuk daun pare. 

5. Penetapan Susut Pengeringan Serbuk Daun Pare 

Penetapan susut pengeringan serbuk daun pare dengan metode 

gravimetri menggunakan oven. Serbuk daun pare ditimbang sebanyak 

1-2 g lalu dimasukkan ke dalam botol timbang bertutup yang telah 

ditara dan sebelumnya telah dilakukan pada suhu 105°C untuk 

mengetahui susut pengeringannya. Serbuk yang berada pada botol 

timbang kemudian diratakan dengan cara botol timbang digoyangkan 

hingga tebal lapisan sekitar 5-10 mm. Botol timbang yang berisi serbuk 

kemudian dimasukkan ke oven pada suhu 105°C hingga bobot tetap 

dalam keadaan tutup terbuka. Sebelum melakukan pengeringan, botol 

timbang dibiarkan dingin hingga suhu ruang dalam eksikator dengan 

keadaan tertutup. Dilakukan sebanyak tiga kali replikasi lalu dihitung 

presentasenya (KemenKes RI, 2017). 

6. Pembuatan Ekstrak Daun Pare 

Pembuatan ekstrak etanol daun pare dilakukan menggunakan 

metode maserasi dengan perbandingan 1 : 10. Sebanyak 750 g serbuk 

simplisia diekstraksi dengan pelarut etanol 96% 7500 ml, kemudian 

direndam selama 6 jam pertama sambil diaduk sesekali, lalu didiamkan 

selama 18 jam. Maserat dipisahkan dengan cara penyaringan, 

selanjutnya diremaserasi sebanyak dua kali menggunakan pelarut yang 
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sama. Tujuan dilakukan remaserasi adalah untuk memaksimalkan 

proses ekstraksi yang telah dilakukan pada tahap maserasi. Ekstrak 

kemudian disaring, kemudian dipekatkan menggunakan rotary 

evaporator dengan suhu 50°C sehingga diperoleh ekstrak kental 

kemudian dihitung nilai rendemennya (DepKes RI, 2017).  

7. Pemeriksaan Organoleptik Ekstrak Daun Pare 

Pemeriksaan organoleptik serbuk daun pare dilakukan dengan 

mengamati bentuk, warna, bau, dan rasa serbuk daun pare. 

8. Penetapan Persen Rendemen 

Penetapan persen rendemen dilakukan untuk mengetahui 

presentase ekstrak yang diperoleh dari mulai proses ekstraksi, 

perhitungan dilakukan dengan cara menghitung bobot ekstrak 

kemudian dibagi dengan bobot serbuk dan dikali 100%. 

=Rendemenب%
bobotبekstrakب

bobotبserbuk
x100ب% 

9. Penetapan Kadar Air Ekstrak Daun Pare 

Penetapan kadar air ekstrak daun pare dilakukan dengan 

menggunakan metode gravimetri. Sampel ditimbang kurang lebih 10 

gram kemudian dimasukkan ke dalam wadah yang telah ditara. 

Dikeringkan pada suhu 105°C selama 5 jam kemudian ditimbang. 

Setelah dikeringkan selama lima jam pada suhu 105°C, ditimbang. 

Setelah pengeringan selesai, timbangan dilakukan setiap satu jam 

sampai perbedaan antara dua penimbangan tidak lebih dari 0,25% 

(DepKes RI, 2017). 

10. Identifikasi Kandungan Senyawa  

10.1. Identifikasi Flavonoid. Identifikasiب flavonoidب dilakukanب

denganب caraب بmlب5 larutanب sampelب dimasukkanب keب dalamب tabungب reaksiب

kemudianب ditambahkanب serbukب magnesiumب danب ب1 mlب HClب pekat,ب

ditambahkanب amilب alkoholب dikocokب denganب kuatب danب dibiarkanب hinggaب

memisah.بTerbentuknyaبwarnaبmerah,بkuningبatauبjinggaبdalamبlarutanب

amilalkoholب menunjukkanب adanyaب senyawaب golonganب flavonoidب

(Septiningsihبet al.,2017ب). 

10.2. Identifikasi Saponin.ب Identifikasiب saponinب dilakukanب

denganبmemasukkanب sebanyakب بmlب2 larutanب sampelب keب dalamب tabungب

reaksiب kemudianب ditambahkanب airب panasب laluب tabungب reaksiب dikocokب

denganبkuatبsetelahبituبditambahkanبbeberapaبtetesبHCL.بHasilبpositifب

ujiبsaponin ditunjukkanبadanyaبbusaبyangبstabilب(Ilmiatiبet al.,2017ب). 

10.3. Identifikasi Alkaloid.ب Identifikasiب alkaloidب dilakukanب

denganب ب3 pereaksiب yaituب mayer, dragendorff, dan bouchardat. 
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Identifikasiب alkaloidب dilakukanب denganب memasukkanب ekstrakب kentalب

yangب telahب dilarutkanب keب dalamب empatب tabungب reaksi.ب Tabungب ب1 tidakب

diberiبreagenب(Sebagaiبpembanding).بTabungب,2,3بdanب4بdiberiبbeberapaب

tetesب asamب sulfatب ب2 Nب kemudianب diujiب denganب pereaksi mayer, 

dragendorff, dan bouchardat. Hasilب positifب senyawaب alkaloidب pereaksiب

mayerب ditandaiبdenganب terbentuknyaب endapanبputihبkekuningan.بHasilب

positifب senyawaب alkaloidب pereaksiب dragendorff ditandaiب denganب

terbentuknyaب endapanب merahب bata.ب Hasilب positifب senyawaب alkaloidب

pereaksiب bouchardat ditandaiب denganب terbentuknyaب endapanب coklatب

(Sulistyariniبet al.,2020ب). 

10.4. Identifikasi Tanin.ب Identifikasiب taninب dilakukanب denganب

memasukkanب ب5 mlب larutanب sampelب keب dalamب tabungب reaksiب kemudianب

ditambahkanب ب3 tetesب FeCl₃.ب Sampelب yangبmengandungب senyawaب taninب

ditandaiب denganب adanyaب perubahanبwarnaبmenjadiب biruب tuaب atauب hijauب

kehitamanب(Widiastutiبet al.,2016ب). 

10.5. Identifikasi steroid dan tritepernoid.ب Identifikasiب

tritepernoidب dilakukanب denganبmenguapkanب بmlب2 larutanب sampelب padaب

cawanبpenguap.بHasilبresiduبdilarutkanبmenggunakanب0,5بmlبkloroformب

kemudianب ditambahkanب ب0,5 mlب asamب asetatب anhidratب danب ب2 mlب ب asamب

sulfatب pekat.ب Terbentuknyaب cincinب kecoklatanب atauب violetب padaب

perbatasanب larutanب menunjukkanب adanyaب triterpenoid,ب sedangkanب jikaب

munculب cincinب hijauب kebiruanب menunjukkanب adanyaب steroidب (Ciulei,ب

1984).  

11. Rancangan Formula Serum  

Tabel 1. Rancangan Formulasi Serum Ekstrak Etanol Daun Pare 

Komposisi Konsentrasi (%) 

K- F1 F2 F3 

Ekstrakبetanolبdaunبpare12 12 12 - ب 

Xanthanبgum0,2 0,8 0,5 0,5 ب 

CMC-Na0,8 0,2 0,5 0,5 ب 

Propilenبglikol15 15 15 15 ب 

Metilبparaben0,18 0,18 0,18 0,18 ب 

Aquadest  Adب 

100 

Adب

100 

Adب

100 

Adب 

100 

Keterangan : 

1. K-ب=بSerumبtanpaبekstrakبetanolبdaunبpare 

2. F1ب=بSerumبekstrakبetanolبdaunبpareبdenganبkombinasiبxanthanبgumبdanب

CMC-Na(%0,5ب;ب%0,5)ب. 

3. F2ب=بSerumبekstrakبetanolبdaunبpareبdenganبkombinasiبxanthanبgumبdanب

CMC-Na(%0,2ب;ب%0,8)ب. 

4. F3ب=بSerumبekstrakبetanolبdaunبpareبdenganبkombinasiبxanthanبgumبdanب

CMC-Na(%0,8ب;ب%0,2)ب. 
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12. Pembuatan Sediaan Serum  

Disiapkan alat dan bahan kemudian timbang masing-masing 

bahan. Botol dikalibrasi 100 mL. Xanthan gum dikembangkan di dalam 

mortir stamper menggunakan aquadest sebanyak 20 kalinya kemudian 

diaduk. CMC-Na dikembangkan di dalam mortir stamper 

menggunakan air hangat sebanyak 20 kalinya. Kedua gelling agent 

kemudian dicampurkan. Setelah itu ditambahkan propilen glikol sedikit 

demi sedikit sambil terus diaduk. Metil paraben ditambahkan lalu aduk 

hingga homogen dan terbentuk massa serum. Setelah terbentuk massa 

serum kemudian tambahkan ekstrak etanol daun pare sebanyak 12 gram 

dan di tambahkan aquadest sambil diaduk hingga homogen. Serum 

yang sudah jadi dimasukkan ke dalam wadah lalu dikemas dengan rapi. 

13. Pembuatan Kontrol Positif dan Kontrol Negatif 

Kontrol positif pada penelitian kali ini yaitu minoxidil yang 

dipercaya mempunyai aktivitas penumbuh rambut. 

Kontrol negatif dalam penelitian kali ini yaitu serum tanpa 

ekstrak etanol daun pare. 

14. Evaluasi Mutu Fisik Sediaan Serum  

14.1 Uji Organoleptis.ب Ujiب organoleptikب dilakukanب denganب

melakukanبpengamatanبterhadapبbentuk,بwarna,بbau,بdanبrasaب(DepKesب

RI,2000ب). 

14.2 Uji Homogenitas.ب Ujiب homogenitasب dilakukanب denganب

meletakkan serumب yangب akanب diamatiب homogenitasnyaب kemudianب

dioleskanب padaب objekب glassب beningب atauب transparanب kemudianب diamati.ب

Sediaanبyangبbaikبharusبmempunyaiبsusunanبyangبhomogenبbaikبdanب

tanpaبadanyaبbutiranبyangبkasarب(DitjenبPOM,1985ب). 

14.3 Uji pH Serum.ب ب Ujiب pH serumب diukurب denganب

menggunakanبpH meterب denganبmencelupkanب cupkanبujungبelektrodaب

yangب telahب dikalibrasiب padaب sediaanب serum.ب Selanjutnyaب elektrodaب

dibiarkanب beberapaب saatب hinggaب munculب angkaب yangب menunjukanب pH 

serum. 

14.4 Uji Viskositas Serum.ب Ujiب viskositasب serumب dilakukanب

denganبmenggunakanبViskometerب Brookfieldب DV2T.ب Serumب diletakanب

dalamب wadahب kemudianب spindelب diturunkanب sampaiب terendam.ب Settingب

nomorبspindle,بkecepatanبputaran,بdanبlamaبwaktuبpengujianبdiبdisplayب

alat.بPastikanبnilaiب torsiب (torque)ب yangبditunjukkanبberkisarبantara10ب-

 ب.dicatatبhasilnyaبkemudianبpengujianبLakukanب.90%
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14.5 Uji Daya Sebar Serum.بUjiبdayaبsebarبdilakukanبdenganب

caraبmenimbangب sediaanب serumب sebanyakب ب0,5 gramب danب diletakkanب diب

atasبkacaبyangبpadaبbagianبsisiبlainnyaبtelahبditempeliبmilimeterبblok.ب

ب50 sampaiب ب250 gramب pemberatب ditempatkanب diب atasب kaca.ب Tungguب ب1

menitبsetiapبkaliبpemberatبditambahkanبdanبamatiبdiameterبserum. 

14.6 Uji Daya Lekat Serum.ب Ujiب dayaب lekatب sediaanب serumب

dilakukanب denganب caraب menimbangب sediaanب serumب hinggaب ب0,5 gram,ب

kemudianب meletakkannyaب diب atasب kacaب objekب yangب dilekatkanب padaب

kotakبkacaبdanبdiikatبdenganبtali,بlaluبditutupبdenganبgelasبobjekبlain,ب

diberikanبbebanبdiatasnyaبsebesarب1بkgبselamaب5بmenit,بSetelahبselesai,ب

ambilب bebanب danب ikatب bebanب seberatب ب80 gramب keب tali.ب Waktuب yangب

diperlukanب untukب melepaskanب keduaب kacaب objekب dicatatب secaraب

bersamaanبdenganبmenyalakanبstopwatch.ب 

14.7 Uji Stabilitas Serum.بPengujianبstabilitasبsediaanبserumب

dilakukanبdenganبmetodeبcycle testبdenganبmenyimpanبsediaanبserumب

padaبsuhuب(2±°4°C)بkemudianبdipindahkanبkeبdalamبovenبdenganبsuhuب

(40°±2°C)ب selamaب ب24 jamب ب1) siklus).ب Ujiب dilakukanب dalamب ب6 siklusب

(Setyaningrum,2013ب). 

 

E. Uji Aktivitas Pertumbuhan Rambut 

Pengujian aktivitas sediaan serum terhadap pertumbuhan 

rambut kelinci dilakukan dengan menggunakan metode Tanaka et 

al(1980). Uji aktivitas pertumbuhan rambut pada kelinci dilakukan 

dengan cara membersihkan punggung kelinci dari rambut dengan cara 

dicukur hingga bersih. Setelah dicukur kemudian punggung kelinci 

dibagi menjadi 6. Masing masing berbentuk persegi dengan ukuran 2x2 

cm dan jarak antara persegi satu dengan persegi lainnya yaitu 1 cm. 

Sebelum dilakukan pengolesan sediaan pada punggung kelinci, 

dioleskan terlebih dahulu etanol 70% sebagai antiseptik.  

Bagian-bagian yang diolesi yaitu :  

1. DaerahبIبdiolesiبserumبtanpaبekstrakبetanolبdaunبpareب(K-) 

2. DaerahبIIبdiolesiبserumبekstrakبetanolبdaunبpareبdenganبkombinasiب

Xanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,5ب:ب%0,5)ب(F1) 

3. DaerahبIIIبdiolesiبserumبekstrakبetanolبdaunبpareبdenganبkombinasiب

Xanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,2ب:ب%0,8)ب(F2) 

4. Daerahب IVب diolesiب serumب ekstrakب etanolب daunب pareب denganب

kombinasiبXanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,8ب:ب%0,2)ب(F3) 

5. DaerahبVبdiolesiبminoxidilبsebagaiبkontrolبpositif 

6. DaerahبVIبtanpaبdiberiبperlakuan 
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Sebelum diberi perlakuan, kelinci diadaptasikan terlebih dahulu 

selama seminggu agar kelinci tidak stress. Pemberian serum 1 kali 

sehari sebanyak 1 ml di setiap bagiannya. Pengamatan dilakukan pada 

hari ke-7, hari ke-14, dan hari ke-21. Parameter yang diamati yaitu 

panjang bulu dan berat bulu kelinci. 

 

F. Analisis Hasil 

Hasilب dataب ujiب mutuب fisikب sediaanب serumب dilihatب dariب hasilب

pengujianب ujiب mutuب fisikب yangب meliputi:ب organoleptis,ب homogenitas,ب

viskositas,ب pH,ب dayaب sebar,ب dayaب lekat,ب danب stabilitas.ب Sediaanب serumب

penumbuhب rambutب kemudianب dianalisisبmenggunakanب statistikبmetodeب

One Way Anovaبdanبujiب lanjutanبmetodeبTukey.بHasilبdataبujiبpotensiب

penyuburبrambutبserumبekstrakبdaunبpareبterhadapبpanjang,بdanبberatب

buluبkelinciبdianalisisبmenggunakanبujiب statistikبmetodeبShapiro Wilkب

danب Leveneب untukب melihatب homogenitas,ب dilanjutب denganب ujiبANOVAب

danبujiبlanjutanبmetodeبPost Hoc Duncan. 
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G. Skema Penelitian 

 

 

Gambar 7. Pembuatan Ekstrak Daun Pare 
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Gambar 8. Pembuatan Serum Ekstrak Etanol Daun Pare 

 

 

Menyiapkan alat dan bahan  

Mengembangkan Xanthan gum 

di dalam mortir stamper 

menggunakan aquadest 
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Diambahkan ekstrak etanol daun pare dan tambahkan aquadest sampai 

100 ml sambil terus diaduk sampai homogen 

Serum dimasukkan ke wadah dan lakukan pengujian   

a) Uji organoleptis 

b) Uji homogenitas 

c) Uji pH 

d) Uji viskositas 

e) Uji daya sebar 

f) Uji daya lekat 

g) Uji stabilitas serum 

 

Menimbang bahan dengan menggunakan timbangan analitik 

Mengembangkan CMC-Na di 
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menggunakan air hangat 
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diaduk. 

Campurkan keduanya, kemudian ditambahkan propilen glikol, methyl paraben sedikit demi 

sedikit sambil terus diaduk hingga homogen dan terbentuk masa serum 

Analisis Data 
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Gambar 9. Perlakuan Hewan Uji 
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Gambar 10. Pemberian Perlakuan pada Punggung Kelinci 

 

Keterangan :  

1. DaerahبIبdiolesiبserumبtanpaبekstrakبetanolبdaunبpareب(K-) 

2. Daerahب IIب diolesiب serumب ekstrakب etanolب daunب pareب denganب

kombinasiبXanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,5ب:ب%0,5)ب(F1) 

3. Daerahب IIIب diolesiب serumب ekstrakب etanolب daunب pareب denganب

kombinasiبXanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,2ب:ب%0,8)ب(F2) 

4. Daerahب IVب diolesiب serumب ekstrakب etanolب daunب pareب denganب

kombinasiبXanthanبgumب:بCMC-Naب(%0,8ب:ب%0,2)ب(F3) 

5. DaerahبVبdiolesiبminoxidilبsebagaiبkontrolبpositif 

6. DaerahبVIبtanpaبdiberiبperlakuan 
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