
 

 

 

ABSTRAK 

 

Lola Sagita Sinta Sari. 24020121140125. Uji Antibakteri Ekstrak n-Heksana, Etil 

Asetat, Dan Etanol Mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) Terhadap 

Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli Dan Staphylococcus aureus. Laboratorium 

Bioteknologi, FSM, Universitas Diponegoro, Semarang dibawah bimbingan Arina 

Tri Lunggani dan Endang Kusdiyantini. 

Tuban merupakan salah satu daerah penghasil siwalan (Borassus flabellifer 

L.) terbesar di Indonesia, namun pemanfaatan bagian mesokarp buah siwalan masih 

sangat terbatas dan sering kali dianggap sebagai limbah. Mesokarp siwalan 

mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid yang 

memiliki potensi sebagai antibakteri alami. Di sisi lain, infeksi yang disebabkan 

oleh bakteri patogen seperti Escherichia coli dan Staphylococcus aureus masih 

sering ditemukan, terutama akibat kurangnya kebersihan pada saluran pencernaan 

dan kulit. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji aktivitas antibakteri ekstrak n-

heksana, etil asetat, dan etanol mesokarp siwalan terhadap E. coli dan S. aureus. 

Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol, etil 

asetat, dan n-heksana, kemudian diuji aktivitas antibakterinya melalui metode difusi 

cakram dengan variasi konsentrasi ekstrak sebesar 25%, 50%, dan 75%, disertai 

kontrol positif (Ciprofloxacin) dan negatif (DMSO 10%). Pengujian dilakukan 

dengan tiga kali pengulangan. Analisis data dilakukan menggunakan uji Two-Way 

ANOVA dengan SPSS (Statistical Program of Social Science). Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa dari 3 pelarut, ekstrak etanol memiliki daya hambat paling 

tinggi dalam menghambat pertumbuhan E. coli dan S. aureus, dengan daya hambat 

tertinggi ditemukan pada konsentrasi 75%, yakni rata-rata zona hambat sebesar 

9,67 mm terhadap S. aureus dan 8,1 mm terhadap E. coli. Temuan ini 

mengindikasikan bahwa ekstrak etanol mesokarp buah siwalan memiliki aktivitas 

antibakteri yang lebih efektif terhadap bakteri gram positif, serta berpotensi 

dikembangkan sebagai agen antibakteri alami yang ramah lingkungan. 

Kata kunci: siwalan, mesokarp, antibakteri, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus 



 

 

 

ABSTRACT 

Lola Sagita Sinta Sari. 24020121140125. Antibacterial Activity Test of n-Hexane, 

Ethyl Acetate, and Ethanol Extracts of Siwalan Mesocarp (Borassus flabellifer L.) 

Against the Growth of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Biotechnology 

Laboratory, Faculty of Science and Mathematics, Diponegoro University, 

Semarang, under the guidance of Arina Tri Lunggani and Endang Kusdiyantini. 

Tuban is one of the largest producers of siwalan (Borassus flabellifer L.) in 

Indonesia. However, the utilization of the mesocarp part of the siwalan fruit remains 

very limited and is often considered waste. The siwalan mesocarp contains 

bioactive compounds such as flavonoids, tannins, saponins, and alkaloids, which 

have the potential to act as natural antibacterial agents. On the other hand, infections 

caused by pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus 

are still commonly found, particularly due to poor hygiene in the digestive tract and 

skin. This study aims to examine the antibacterial activity of n-hexane, ethyl 

acetate, and ethanol extracts of siwalan mesocarp against E. coli and S. aureus. 

Extraction was carried out using the maceration method with ethanol, ethyl acetate, 

and n-hexane as solvents. The antibacterial activity was then tested using the disc 

diffusion method with extract concentrations of 25%, 50%, and 75%, accompanied 

by positive control (Ciprofloxacin) and negative control (10% DMSO). The tests 

were conducted in triplicate. Data analysis was performed using Two-Way 

ANOVA with SPSS (Statistical Program of Social Science). The results showed 

that among the three solvents, the ethanol extract exhibited the highest inhibitory 

effect on the growth of E. coli and S. aureus, with the strongest inhibition observed 

at a 75% concentration. The average inhibition zone was 9.67 mm against S. aureus 

and 8.1 mm against E. coli. These findings indicate that the ethanol extract of 

siwalan mesocarp has more effective antibacterial activity against Gram-positive 

bacteria and has the potential to be developed as an environmentally friendly natural  

Keywords: siwalan, mesocarp, antibacterial, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1  Latar Belakang  
 

Tuban merupakan daerah yang terletak di pesisir utara Jawa Timur dan 

memiliki kekayaan sumber daya alam yang signifikan, salah satunya adalah 

pohon siwalan (Borassus flabellifer L.). Pohon siwalan dapat tumbuh subur di 

Tuban karena kondisi tanah dan iklim yang mendukung. Siwalan (Borassus 

flabellifer L.) telah lama menjadi bagian penting dari kehidupan masyarakat 

Tuban baik dalam aspek ekonomi, sosial, maupun budaya. Berdasarkan data 

dari Badan Pusat Statistik (2013), produksi siwalan di Kabupaten Tuban 

mencapai 5.477 ton setiap tahun, menempatkan Tuban sebagai salah satu 

daerah penghasil yang cukup melimpah di Indonesia. 

Potensi produksi siwalan di Tuban sangat besar, namun 

pemanfaatannya hingga saat ini masih terbatas. Secara tradisional, masyarakat 

lebih banyak memanfaatkan buah muda siwalan yang dikenal sebagai "tal", 

baik sebagai bahan pangan maupun sebagai bahan baku minuman segar. 

Bagian lain dari pohon siwalan dimanfaatkan dengan beragam cara. Air 

niranya digunakan dalam pembuatan minuman tradisional, misalnya legen dan 

tuak. Daun siwalan dimanfaatkan untuk atap rumah tradisional atau bahan 

anyaman yang dijual sebagai kerajinan tangan. Sedangkan mesokarp atau kulit 

buah siwalan hingga saat ini masih kurang dimanfaatkan dan umumnya hanya 

digunakan untuk bahan bakar atau bahkan dibuang.  

Mesokarp siwalan diketahui memiliki kandungan senyawa bioaktif 

yang memiliki potensi farmakologis tinggi, seperti flavonoid, tanin, saponin, 

alkaloid, dan terpenoid (Alamelungamai et al., 2014). Senyawa-senyawa ini 
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dapat digunakan sebagai antibakteri, antimikroba, antioksidan, dan juga 

antiinflamasi. Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa mesokarp buah 

siwalan memiliki potensi farmakologis, khususnya sebagai bahan baku obat 

herbal dan antibakteri (Pattanaik et al., 2008). Kandungan senyawa bioaktif 

seperti fenolik, flavonoid, dan tanin berkontribusi terhadap aktivitas 

antibakteri.  Potensi ini membuka peluang pemanfaatan mesokarp sebagai agen 

antibakteri alami terhadap berbagai bakteri patogen, salah satunya E. coli, yang 

dikenal sebagai penyebab infeksi pada manusia. 

Escherichia coli (E. coli) merupakan bakteri flora normal yang hidup 

di usus manusia dan hewan, namun dalam kondisi tertentu dapat menjadi 

patogen yang menyebabkan berbagai penyakit serius seperti infeksi saluran 

kemih, gastroenteritis, hingga sepsis.  Bakteri E. coli di Indonesia menjadi 

penyebab utama diare pada anak-anak, yang bisa berujung pada kematian jika 

tidak ditangani dengan tepat (Jawetz et al., 2019; Harvey, 2020).  

Selain E. coli, S. aureus juga menjadi ancaman kesehatan karena 

kemampuannya untuk membentuk biofilm dan resistensi terhadap antibiotik. 

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram-positif yang sering ditemukan di 

kulit dan saluran pernapasan manusia. Jenis bakteri yang paling berbahaya dari 

kelompok ini adalah Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 

yang resisten terhadap antibiotik methicillin dan beberapa antibiotik lainnya. 

MRSA sering menjadi penyebab infeksi serius di rumah sakit, seperti infeksi 

kulit, pneumonia, hingga sepsis (Hanberger et al., 2011). 

Berdasarkan laporan Global Antimicrobial Resistance and Use 

Surveillance System (GLASS) yang diterbitkan WHO pada tahun 2022, 
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resistensi antimikroba di Indonesia juga menunjukkan peningkatan signifikan, 

terutama pada bakteri E. coli dan S. aureus dengan tingkat resistensi 68-

70%.  Oleh karena itu, dalam menghadapi ancaman infeksi E. coli dan S. 

aureus, pencarian alternatif pengobatan dari bahan alami semakin penting. 

Salah satu pendekatan yang dapat dilakukan adalah dengan penggunaan 

tanaman obat sebagai sumber senyawa antibakteri alami.   

Penelitian oleh Alamelumangai et al., (2014) mengungkapkan bahwa 

ekstrak kulit daging buah siwalan memiliki kemampuan antibakteri terhadap 

berbagai patogen manusia, termasuk bakteri dan jamur. Dari mikroorganisme 

yang diuji, Aspergillus brasiliensis dan Bacillus subtilis menunjukkan tingkat 

penghambatan tertinggi. Sementara pada penelitian Iksani (2020) 

menggunakan ekstrak kulit buah siwalan untuk menguji aktivitas antibakteri 

terhadap Escherichia coli. Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat aktivitas 

antibakteri ekstrak kulit daging buah siwalan terhadap bakteri yang di uji. 

Berdasarkan penelitian sebelumnya, diketahui bahwa ekstrak siwalan 

memiliki potensi sebagai agen antibakteri, namun penelitian yang secara 

spesifik menguji aktivitas antibakteri ekstrak mesokarp buah siwalan terhadap 

bakteri  Escherichia coli (E. coli) dan Staphylococcus aureus (S. aureus) belum 

banyak dilakukan. Penelitian oleh Alamelumangai et al., (2014) hanya 

memfokuskan pada ekstrak kulit daging buah siwalan terhadap patogen lain 

seperti Aspergillus brasiliensis dan Bacillus subtilis, sementara Iksani (2020) 

hanya menggunakan E. coli sebagai bakteri uji.  

Adanya potensi mesokarp siwalan sebagai antibakteri, maka dibuatlah 

penelitian yang berjudul “Uji Antibakteri Ekstrak n-Heksana, Etil Asetat, Dan 
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Etanol Mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) Terhadap Pertumbuhan 

Bakteri (E. coli) Eschericia coli dan (S. aureus) Staphylococcus aureus”. 

Penelitian ini memiliki kebaruan karena secara khusus menguji aktivitas 

antibakteri dari ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol yang mewakili pelarut 

non-polar, semi-polar, dan polar. Pemilihan ketiga pelarut ini bertujuan untuk 

mengekstraksi berbagai senyawa bioaktif dengan polaritas berbeda dalam 

mesokarp siwalan, sehingga diharapkan dapat memberikan gambaran 

menyeluruh mengenai potensi antibakteri dari masing-masing fraksi. Adanya 

penelitian ini dibuat untuk mengisi kesenjangan tersebut dengan mengevaluasi 

efektivitas antibakteri dari ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol mesokarp 

siwalan terhadap E. coli dan S. aureus menggunakan metode difusi cakram 

dengan perlakuan konsentrasi yang berbeda.  Maka dari itu, dari penelitian ini 

diharapan dapat menemukan agen antibakteri yang efektif. 
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1.2. Rumusan Masalah 

  

1.2.1. Bagaimana pengaruh konsentrasi ekstrak n-heksana, etil asetat, dan 

etanol mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus? 

1.2.2. Bagaimana pengaruh perlarut ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol 

mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus? 

 

1.3. Tujuan  
 

1.3.1. Mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak n-heksana, etil asetat, dan 

etanol mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 

1.3.2. Mengetahui pengaruh pelarut ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol 

mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 

 

1.4. Manfaat  
 

 Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi ilmiah 

terkait efektivitas antibakteri dari ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol 

mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) sebagai antibakteri terhadap 

pertumbuhan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1. Siwalan (Borassus flabellifer L.) 
 

Pohon siwalan (Borassus flabellifer L.) merupakan salah satu jenis palem 

unggulan lokal yang banyak ditemukan di Kabupaten Tuban. Tumbuhan ini hanya 

dapat tumbuh optimal di wilayah beriklim tropis, sehingga keberadaannya menjadi 

ciri khas daerah (Sukamaludin et al., 2016). Pohon siwalan memiliki batang lurus 

tanpa cabang dengan ketinggian antara 15-30 meter dan dapat tumbuh sendiri atau 

berkelompok. Kulit luar batang siwalan berwarna hitam seperti tanduk dengan 

garis-garis kuning. Batang pohon siwalan dapat mencapai tinggi 40 meter. Setiap 

pohon siwalan memiliki mahkota yang terdiri dari 30-40 tangkai daun. Daunnya 

dapat tumbuh hingga hampir satu meter dengan jumlah 12 hingga 14 helai daun 

baru setiap tahunnya. Setiap daun memiliki umur hidup sekitar tiga hingga empat 

tahun (Bernhard, 2007).  

Tangkai daun siwalan dapat mencapai panjang 1 meter, berwarna hitam 

pada bagian atas, dan memiliki duri di tepinya. Helaian daun berbentuk bulat, 

bercangap menjari, dengan diameter sekitar 2,5 hingga 4 cm. Buah siwalan 

berbentuk bulat menyerupai peluru, berdiameter 7-20 cm, dan beratnya berkisar 

antara 1,5-2,5 kg. Warna buah bervariasi dari ungu tua hingga hitam. Daging buah 

muda berwarna keputihan dan bertekstur lembut, sedangkan buah yang telah 

matang berwarna kuning dan berubah menjadi berserat. Pohon siwalan terdiri dari 

dua jenis kelamin, yaitu jantan dan betina. Meskipun keduanya dapat menghasilkan 

nira, hanya pohon siwalan betina yang mampu menghasilkan buah (Fauziah, 2015). 
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Mesokarp siwalan merupakan bagian daging buah yang terletak di antara 

kulit luar dan biji buah siwalan (Borassus flabellifer). Secara fisik, mesokarp ini 

menyerupai serabut kelapa, dengan tekstur halus hingga kasar. Pada buah muda, 

mesokarp berwarna putih dan lunak, kemudian berubah menjadi kuning-oranye dan 

mengeras seiring proses pematangan. Mesokap siwalan menyumbang sekitar 60–

70% dari total bobot buah yang memiliki rasa manis, serta aroma yang khas 

(Sukamaludin et al., 2016). 

 
 

Gambar 2.1. Pohon Siwalan (A) Batang (B) Daun (C) Bunga (D) Akar (E) 

Mesokarp (F) Endokarp & biji (Amin Fauzie, 2022) 
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2.2. Klasifikasi Siwalan (Borassus flabellifer L.)  
 

Klasifikasi siwalan (Borassus flabellifer L.) menurut GBIF; Global 

Biodiversity Information Facility, (2024) : 

Kingdom  : Plantae  

Phylum  : Tracheophyta 

Kelas   : Liliopsida 

Ordo  : Arecales  

Famili  : Arecaceae  

Genus  : Borassus  

Spesies  : Borassus flabellifer L. 

 

 

2.3.  Kandungan Siwalan (Borassus flabellifer L.) 
 

Buah siwalan (Borassus flabellifer L.) mengandung berbagai senyawa 

bioaktif yang berpotensi sebagai antibakteri. Senyawa aktif utama yang 

ditemukan pada kulit dan daging buah siwalan antara lain flavonoid, tanin, 

saponin, dan terpenoid, dan juga pigmen karotenoid. Berdasarkan Idayati 

(2014), senyawa bioaktif utama mesokarp siwalan adalah karotenoid (β-karoten 

dan lutein/xantofil), kandungan total karotenoid dalam mesokarp siwalan 

mencapai 8324,6 µg/100g, dengan β-karoten sebesar 6217,48 µg/100g. Saponin 

diketahui memiliki efek yang kuat terhadap bakteri gram positif dengan 

mekanisme meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri, sehingga 

menyebabkan kerusakan dan kematian sel. Selain itu, tanin juga berperan 

sebagai antibakteri dengan cara menghambat adhesi bakteri pada permukaan, 

menonaktifkan enzim yang penting bagi metabolisme bakteri, serta 
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mengganggu proses transport protein pada membran sel bakteri 

(Alamelumangai et al., 2014). 

Bahan aktif flavonoid juga ditemukan dalam buah siwalan dan berfungsi 

sebagai antibakteri dengan cara membentuk senyawa kompleks terhadap 

protein ekstraseluler yang mengganggu integritas membran sel bakteri. 

Terpenoid juga dapat membentuk ikatan polimer yang kuat dan merusak porin, 

serta mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri. Akibatnya sel bakteri 

kekurangan nutrisi dan pertumbuhannya akan terhambat atau mati (Cowan, 

1999). Ekstrak etanol kulit daging buah siwalan telah diuji aktivitas 

antibakterinya (Aprilia et al., 2021). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

ekstrak etanol memiliki aktivitas antibakteri yang efektif terhadap beberapa 

jenis bakteri, termasuk Escherichia coli (Lenggu, 2020).  

 

 

2.4. Senyawa Antibakteri 
 

Senyawa antibakteri merupakan zat yang berfungsi untuk mengendalikan 

pertumbuhan bakteri patogen yang dapat menyebabkan infeksi dan penyakit. 

Tujuan pengendalian ini adalah untuk mencegah penyebaran infeksi dan penyakit, 

mengobati inang yang sudah terinfeksi, serta menghindari kerusakan bahan yang 

disebabkan oleh mikroorganisme. Senyawa antibakteri termasuk dalam kelompok 

antimikroba, yang juga mencakup antijamur dan antivirus (Zahro, 2013). Senyawa 

antibakteri bekerja dengan berbagai cara dalam menghambat pertumbuhan bakteri. 

Beberapa mekanisme utamanya yaitu menghambat pembentukan dinding sel 

bakteri atau merusak dinding sel setelah terbentuk, mengganggu permeabilitas 

membran sel sehingga menyebabkan nutrisi keluar dari dalam sel, merusak protein 
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dan asam nukleat dalam sel, menghambat fungsi enzim, dan menghentikan sintesis 

protein serta asam nukleat. Di bidang farmasi, senyawa antibakteri dikenal sebagai 

antibiotik, yaitu zat kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang mampu 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme lainnya. Antibiotik dapat bekerja 

dengan cara menghentikan pertumbuhan bakteri (bakteriostatik), membunuh 

bakteri (bakterisidal), atau menyebabkan lisis sel bakteri (bakteriolitik) (Martiasih, 

2014). 

Senyawa antimikroba memiliki tiga jenis efek berdasarkan toksisitas 

selektifnya terhadap mikroorganisme (Madigan dkk., 2009): 

1. Bakteriostatik: bekerja dengan menghambat pertumbuhan bakteri tanpa 

membunuhnya. Biasanya, senyawa ini menghambat sintesis protein atau 

mengikat ribosom. Pada kultur bakteri di fase logaritmik, penambahan 

senyawa baeriostatik membuat jumlah total sel dan sel hidup tetap stabil. 

2. Bakterisidal:  bekerja dengan membunuh sel bakteri tanpa menyebabkan 

sel tersebut lisis. Hal ini terlihat dari penurunan jumlah sel hidup setelah 

penambahan senyawa antibakteri, meskipun jumlah total sel tetap sama. 

3. Bakteriolitik: menyebabkan sel bakteri mengalami lisis, yang terlihat 

dari penurunan jumlah total sel dan sel hidup setelah perlakuan dengan 

senyawa antibakteri. 

Antibakteri bekerja dengan berbagai cara untuk menghambat 

pertumbuhan atau membunuh bakteri. Secara umum, mekanisme kerja 

antibakteri yang efektif meliputi gangguan pada fungsi-fungsi vital bakteri, 

seperti menghambat sintesis dinding sel, merusak permeabilitas dinding sel, 

menghambat aktivitas enzim, serta menghalangi proses sintesis asam 
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nukleat dan protein (Dwidjoseputro, 1980). Salah satu kelompok antibakteri 

utama adalah yang menghambat atau merusak pembentukan dinding sel 

bakteri, contohnya adalah senyawa β-laktam seperti penisilin, sefalosporin, 

monobaktam, karbapenem, serta inhibitor β-laktamase. Kelompok lainnya 

berperan dengan cara menghambat sintesis protein bakteri, termasuk 

aminoglikosida, kloramfenikol, tetrasiklin, makrolida (seperti eritromisin, 

azitromisin, dan klaritromisin), klindamisin, dan musiprosin. Selain itu, 

terdapat antibakteri yang bekerja dengan menghambat enzim-enzim penting 

dalam metabolisme asam folat, seperti trimetoprim dan sulfonamid, serta 

senyawa yang memengaruhi sintesis atau metabolisme folat seperti 

kuinolon dan nitrofurantoin (Permenkes, 2011). Adapun penjelasan lengkap 

mekanisme penghambatan bakteri sebagai berikut: 

1. Penghambatan Sintesis Dinding Sel Bakteri 

Sintesis dinding sel bakteri merupakan salah satu target utama 

bagi antibakteri. Dinding sel bakteri terdiri dari komponen 

peptidoglikan yang memberikan kekuatan struktural dan perlindungan 

terhadap perubahan tekanan osmotik. Antibakteri yang menghambat 

sintesis dinding sel berinteraksi dengan enzim transpeptidase, yang 

bertanggung jawab dalam pembentukan ikatan silang peptidoglikan 

(Nailufar, 2017). Ketika enzim ini dihambat, peptidoglikan tidak dapat 

terbentuk secara sempurna, sehingga dinding sel menjadi lemah dan 

bakteri mengalami lisis. Dalam lingkungan isotonis, bakteri akan pecah 

akibat tekanan osmotik yang tidak mampu ditahan oleh dinding sel yang 

rusak. 
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2. Penghambatan Permeabilitas Membran Sel Bakteri 

Membran sel bakteri berfungsi sebagai penghalang selektif yang 

mengatur pergerakan molekul ke dalam dan ke luar sel. Antibakteri yang 

bekerja dengan mekanisme ini merusak integritas membran sel, 

meningkatkan permeabilitasnya, sehingga menyebabkan kebocoran 

komponen-komponen penting seperti protein, ion, dan asam nukleat 

(Rupiniasih, Indriani, Syamsuddin, & Razak, 2019). Perubahan 

permeabilitas ini mengganggu keseimbangan osmotik dan metabolisme 

bakteri, yang pada akhirnya mengakibatkan kematian sel. 

3. Penghambatan Sintesis Protein 

Sintesis protein merupakan proses penting dalam pertumbuhan 

dan fungsi bakteri. Antibakteri yang menghambat sintesis protein 

bekerja dengan mengganggu proses translasi di ribosom, yaitu tempat 

terjadinya penerjemahan informasi genetik dari mRNA ke dalam rantai 

polipeptida (Syafiyah 2021). Antibakteri ini berikatan dengan subunit 

ribosom, mengakibatkan kesalahan dalam membaca mRNA dan 

menghambat pembentukan protein esensial. Akibatnya, bakteri tidak 

dapat melakukan proses biologis yang penting dan pertumbuhannya 

terhenti. 

4. Penghambatan Sintesis Asam Nukleat 

Sintesis asam nukleat (DNA dan RNA) merupakan proses vital 

bagi bakteri dalam melakukan replikasi dan memperbaiki kerusakan 
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genetik. Antibakteri yang menghambat kerja enzim seperti DNA 

polymerase, DNA helicase, atau RNA polymerase dapat mengganggu 

jalannya proses ini. Akibatnya, replikasi DNA terhenti, perbaikan DNA 

tidak dapat berlangsung, dan pembelahan sel terhambat, yang pada 

akhirnya menyebabkan kematian sel bakteri (Syafiyah, 2021). 

5. Penghambatan Kerja Enzim Esensial 

Bakteri bergantung pada berbagai enzim esensial untuk 

menjalankan proses metabolisme, seperti sintesis asam folat dan 

produksi energi. Antibakteri yang menghambat kerja enzim esensial 

akan menargetkan enzim-enzim kunci yang terlibat dalam proses 

metabolisme tersebut (Syafiyah 2021). Penghambatan aktivitas enzim 

ini mengakibatkan terhentinya jalur metabolik yang penting, sehingga 

bakteri tidak dapat menghasilkan senyawa esensial untuk pertumbuhan 

dan kelangsungan hidupnya, yang berujung pada kematian bakteri. 

 

Aktivitas senyawa antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor penting 

yang dapat menentukan efektivitasnya dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri. Faktor-faktor tersebut meliputi pH lingkungan, stabilitas senyawa 

terhadap suhu, jumlah bakteri yang ada, lamanya waktu inkubasi, serta 

aktivitas metabolisme bakteri. pH yang sesuai dapat mempengaruhi kinerja 

senyawa antibakteri, sementara suhu yang tepat diperlukan untuk menjaga 

stabilitas senyawa agar tidak terdegradasi. Selain itu, semakin banyak 

jumlah bakteri, semakin besar dosis atau durasi paparan yang dibutuhkan 

untuk menghambat pertumbuhan. Lamanya inkubasi juga penting, karena 
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senyawa antibakteri memerlukan waktu untuk bekerja secara optimal. 

Aktivitas antibakteri juga dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain 

kandungan zat antibakteri, jenis bakteri yang dihambat, waktu inkubasi, 

pelarut yang digunakan pada saat pembuatan ekstrak, dan juga kemampuan 

suatu bahan antimikroba dalam meniadakan kemampuan hidup 

mikroorganisme tergantung pada besarnya konsentrasi ekstrak tersebut 

(Indarto, 2019).  

Tabel 2.1. Kriteria Kekuatan Daya Antibakteri (Repi, Mambo, 2016) 

Diameter Zona Hambat 

(mm) 

Kategori 

 Zona Hambat 

≤ 5 Lemah 

6 – 10 Sedang 

11– 20 Kuat 

≥ 21 Sangat Kuat 

 

 

2.5. Ekstraksi  

 

Ekstraksi adalah metode pemisahan komponen dari suatu campuran 

dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ini akan dihentikan ketika 

tercapai kesetimbangan konsentrasi antara senyawa yang terlarut dalam pelarut 

dan konsentrasi senyawa dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi selesai, 

pelarut dipisahkan dari sampel menggunakan teknik penyaringan. Dalam proses 

ini, senyawa yang ingin diisolasi akan larut dalam pelarut, sementara komponen 

lain yang tidak larut akan terpisah (Diantika dkk., 2014). Senyawa dalam 

ekstrak awal seringkali tidak dapat diisolasi dengan satu metode pemisahan 

saja, diperlukan langkah-langkah lanjutan untuk memisahkan ekstrak tersebut 

menjadi fraksi-fraksi berdasarkan polaritas dan ukuran molekul yang serupa. 
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Pemilihan target ekstraksi sangat penting, di mana target dapat berupa senyawa 

bioaktif yang belum diketahui, senyawa tertentu yang sudah diketahui ada 

dalam organisme, atau sekelompok senyawa dengan struktur yang terkait satu 

sama lain (Sarker SD, dkk., 2006). 

Proses ekstraksi tumbuhan umumnya diawali dengan pemisahan bagian 

tanaman seperti daun, bunga, atau batang, yang kemudian dikeringkan dan 

digiling hingga menjadi serbuk halus. Pemilihan jenis pelarut dapat 

memengaruhi senyawa yang dapat diekstraksi. Pelarut polar seperti air, etanol, 

dan metanol cocok digunakan untuk melarutkan senyawa polar, sedangkan 

pelarut semipolar seperti etil asetat dan diklorometana digunakan untuk 

senyawa semipolar. Sementara itu, pelarut nonpolar seperti n-heksana, 

petroleum eter, dan kloroform lebih efektif untuk mengekstraksi senyawa 

nonpolar.  Pemilihan pelarut yang sesuai akan meningkatkan efisiensi proses 

ekstraksi dan mendukung keberhasilan isolasi senyawa bioaktif yang 

diinginkan. 

Pelarut dari golongan alkohol, terutama etanol, sering digunakan karena 

sifatnya yang baik dalam melarutkan berbagai senyawa. Etanol merupakan 

pelarut polar yang tidak berwarna, mudah menguap (volatil), memiliki titik 

didih rendah, dan kelarutan yang cukup tinggi, sehingga ideal untuk proses 

ekstraksi. Etanol juga merupakan pelarut yang mudah larut dalam air. Etanol 

memiliki titik didih yang rendah dan dapat memaserasi bahan secara maksimal 

(Sari, 2016). Etanol dianggap lebih unggul dibandingkan pelarut lain seperti n-

hexana dan etil asetat karena memiliki banyak kelebihan, seperti selektivitas 

yang tinggi, sifat netral, dan kemampuannya untuk menghambat pertumbuhan 
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mikroorganisme pada konsentrasi lebih dari 20%. Selain itu, etanol memiliki 

daya absorpsi yang baik serta dapat bercampur dengan air dalam berbagai rasio. 

Etanol juga mampu melarutkan berbagai senyawa, seperti minyak atsiri, 

flavonoid, klorofil, steroid, kumarin, alkaloid basa, antrakinon, kurkumin, dan 

glikosida, sehingga hanya sedikit zat pengganggu yang terlarut. Keuntungan 

lain dari etanol 96% adalah kemampuannya untuk menghasilkan komponen 

aktif dalam jumlah optimal, ekstrak dengan etanol 96% menghasilkan kadar 

flavonoid tertinggi dibandingkan dengan konsentrasi etanol lainnya. Hal ini 

mengindikasikan bahwa etanol 96% sangat efektif dalam menjaga kualitas 

bahan kimia dalam ekstrak (Wahyuni, 2021). Selain itu, etanol dianggap lebih 

aman digunakan dibandingkan dengan pelarut lain seperti metanol, karena 

memiliki tingkat toksisitas yang lebih rendah, sehingga lebih ramah bagi 

lingkungan dan kesehatan (Yulianti dkk., 2021).  

Faktor penting yang mempengaruhi proses ekstraksi adalah sebagai 

berikut (Anggista, 2019): 

1. Ukuran Bahan 

Ukuran partikel bahan yang akan diekstraksi mempengaruhi 

efisiensi ekstraksi. Bahan dengan ukuran kecil lebih disarankan 

karena memiliki bidang permukaan yang lebih luas untuk 

berinteraksi dengan pelarut, yang memungkinkan ekstraksi lebih 

efektif. 

2. Waktu Ekstraksi 

Lama waktu ekstraksi berpengaruh terhadap hasil ekstraksi. 

Semakin lama proses ekstraksi berlangsung, semakin banyak 
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senyawa yang dapat terekstraksi karena waktu kontak antara pelarut 

dan bahan menjadi lebih optimal, sehingga meningkatkan efisiensi 

pelarutan. 

3. Suhu 

Kenaikan suhu dapat meningkatkan permeabilitas dinding sel, 

sehingga mempercepat kelarutan dan difusi senyawa yang 

diekstraksi. Namun, suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan 

dekomposisi senyawa yang sensitif terhadap panas, sehingga suhu 

harus diatur dengan hati-hati. 

4. Jenis Pelarut 

Pemilihan pelarut harus didasarkan pada prinsip kelarutan, di mana 

pelarut polar efektif untuk melarutkan senyawa polar, sedangkan 

pelarut nonpolar lebih cocok untuk senyawa nonpolar. Memilih 

pelarut yang sesuai dengan sifat kimia senyawa target sangat penting 

untuk mencapai hasil ekstraksi yang optimal. 

 

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang sederhana dan banyak 

digunakan, baik dalam skala laboratorium maupun industri (Agoes, 2007). 

Proses ini melibatkan perendaman serbuk tanaman dalam pelarut yang sesuai 

di dalam wadah tertutup pada suhu ruang. Ekstraksi berlangsung sampai 

tercapai keseimbangan konsentrasi antara zat aktif yang larut dalam pelarut 

dan yang masih berada dalam jaringan tanaman. Setelah selesai, larutan 

diekstraksi dipisahkan dari ampas tanaman melalui penyaringan. Meskipun 

efektif, metode ini memiliki beberapa kelemahan, seperti waktu yang relatif 
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lama, kebutuhan pelarut dalam jumlah besar, serta kemungkinan kehilangan 

beberapa komponen bioaktif (Lenggu, 2020). Selain itu, beberapa senyawa 

mungkin sulit larut pada suhu kamar. Namun, keunggulan maserasi terletak 

pada kemampuannya menjaga kestabilan senyawa yang sensitif terhadap 

suhu tinggi sehingga kandungan aktif tetap terjaga selama proses ekstraksi. 

 

2.6. Bakteri uji  
 

2.6.1. Bakteri Escherichia coli  

 

Escherichia coli diklasifikasikan dalam sistem taksonomi 

mikrobiologi sebagai berikut (Jawezt, 2005): 

Kingdom  : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Gamma Proteobacteria 

Ordo  : Enterobacteriales 

Family  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Escherichia 

Species  : Escherichia coli  

Escherichia coli merupakan salah satu bakteri koliform yang 

tergolong dalam famili Enterobacteriaceae. Bakteri ini termasuk dalam 

kelompok bakteri enterik yang hidup dan berkembang biak di saluran 

pencernaan (Yang dan Wang, 2014). E. coli adalah bakteri Gram 

negatif berbentuk batang dengan ukuran sekitar 1,0-1,5 μm lebar dan 

2,0-6,0 μm panjang. Bakteri ini dapat bergerak menggunakan flagela 

atau tidak, serta dapat tumbuh dalam kondisi aerob maupun anaerob 
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fakultatif. Selain itu, E. coli memiliki kemampuan bertahan hidup pada 

media dengan kandungan nutrisi yang rendah. Secara biokimia, bakteri 

ini mampu menghasilkan indol, menunjukkan hasil negatif pada uji 

urease, dan memiliki kemampuan terbatas dalam fermentasi sitrat 

(Rendrahadi, 2021). 

Escherichia coli biasanya hidup di saluran pencernaan manusia 

dan hewan, serta memiliki kemampuan bertahan yang tinggi dalam 

berbagai kondisi lingkungan yang menantang. Bakteri ini dapat 

ditemukan di berbagai habitat seperti air tawar, air laut, dan tanah, di 

mana mereka menghadapi beragam faktor lingkungan baik abiotik 

maupun biotik (Anderson et al., 2005). Kemampuan E. coli untuk 

menyebabkan penyakit berkaitan erat dengan adaptasinya terhadap 

kondisi lingkungan yang beragam. Meskipun demikian, beberapa 

kondisi seperti lingkungan dengan pH rendah (tingkat keasaman tinggi) 

di saluran pencernaan, perubahan suhu ekstrem, dan tekanan osmotik 

dapat menjadi tantangan bagi kelangsungan hidupnya.  

Escherichia coli mampu bertahan pada suhu hingga 60°C 

selama 15 menit atau pada 55°C selama satu jam. Bakteri ini hidup di 

dalam tinja dan dapat menimbulkan berbagai masalah kesehatan pada 

manusia, seperti diare, muntaber, serta gangguan pencernaan lainnya. 

Sebagai mikroorganisme oportunistik, E. coli merupakan bagian dari 

flora normal yang banyak ditemukan di usus besar manusia. Keunikan 

bakteri ini terletak pada kemampuannya menyebabkan infeksi primer 

di saluran pencernaan, terutama diare pada anak-anak, serta infeksi 
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pada jaringan tubuh lain di luar usus. Secara alami, E. coli hidup di usus 

besar manusia dan hewan berdarah panas, di mana dalam kondisi 

normal tidak menimbulkan gangguan kesehatan dan justru berperan 

dalam proses pencernaan, termasuk sintesis vitamin K dan membantu 

penyerapan nutrisi (Kaper, 2004). Namun, jika jumlahnya meningkat 

secara berlebihan atau jika strain tertentu menghasilkan toksin, bakteri 

ini dapat berubah menjadi patogen. Toksin yang dihasilkan, seperti 

enterotoksin, dapat menyebabkan diare dan masalah pencernaan 

lainnya (Jawetz et al., 2005). Selain itu, E. coli juga dapat 

menyebabkan infeksi saluran kemih, sepsis neonatal, dan meningitis 

pada bayi baru lahir. Salah satu komplikasi serius yang dapat muncul 

akibat infeksi usus oleh strain tertentu adalah sindrom uremik hemolitik 

(Hairil, 2023).  

Virulensi Escherichia coli berkaitan dengan berbagai faktor 

yang mempermudah bakteri ini dalam menginfeksi dan merusak 

jaringan tubuh inang. Faktor-faktor tersebut mencakup kemampuan E. 

coli untuk melekat pada sel inang, memproduksi toksin, serta bertahan 

terhadap respons imun tubuh. Beberapa strain bahkan mampu 

menyebabkan infeksi yang menyebar ke seluruh tubuh, seperti sepsis, 

yaitu kondisi serius ketika infeksi memasuki aliran darah dan 

mengancam keselamatan pasien. Pemahaman mendalam mengenai 

sifat patogenik E. coli sangat penting untuk upaya pencegahan dan 

pengobatan infeksi. Informasi ini juga membantu dalam menentukan 

pilihan antibiotik yang efektif. Selain itu, penerapan praktik kebersihan 
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yang baik, seperti mencuci tangan secara rutin, menjaga kebersihan 

makanan, dan memastikan sanitasi lingkungan yang layak, sangat 

krusial dalam mengurangi risiko penyebaran bakteri ini (Croxen, 2013). 

 

 
 

 

Gambar 2.6.1 Escherichia coli perbesaran 1000x (Jawetz et al., 2008) 

 

 

2.6.2. Staphylococcus aureus  
 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri berbentuk bulat yang 

bersifat Gram positif dan biasanya tersusun dalam kelompok tidak 

beraturan yang menyerupai buah anggur. Beberapa strain seperti 

Methisilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Methicillin-

Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA), dan Staphylococcus aureus 

Enterotoxin (SEA, SEB, SEC, dll.), sering ditemukan pada kulit serta 

selaput mukosa manusia. Namun, dalam kondisi tertentu, bakteri ini 

dapat menyebabkan berbagai jenis infeksi seperti abses, infeksi 

piogenik, dan bahkan septikemia yang dapat berakibat fatal. 

Staphylococcus aureus juga memiliki kandungan polisakarida dan 

protein yang berperan sebagai antigen serta merupakan komponen 

penting dalam struktur dinding selnya. Bakteri ini tidak membentuk 



22 
 

 

 

spora maupun flagela, yang merupakan ciri khas lainnya dari spesies 

ini (Jawetz et al., 2005). 

 

Klasifikasi Staphylococcus aureus (Capuccino and Natalie, 2007): 

Kingdom   : Bacteria 

Divisi   : Firmicutes 

Kelas   : Bacilli 

Ordo   : Cocacceae 

Famili   : Staphylococcaceae 

Genus   : Staphylococcus 

Species   : Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus mampu tumbuh dengan baik pada 

berbagai media bakteriologis, terutama di bawah kondisi aerobik atau 

mikroaerobik. Bakteri ini berkembang dengan cepat pada suhu 37°C, 

meskipun pembentukan pigmen optimal terjadi pada suhu ruangan, 

yakni antara 20°C hingga 35°C. Pada media padat, koloni 

Staphylococcus aureus berbentuk bulat, halus, menonjol, serta 

berkilauan, dan seringkali menghasilkan pigmen berwarna kuning 

keemasan (Jawetz et al., 2005). Pigmen kuning keemasan timbul pada 

pertumbuhan selama 18-24 jam pada suhu 37ºC, tetapi membentuk 

pigmen paling baik pada suhu kamar (20-25ºC). Pigmen tidak 

dihasilkan pada biak anaerobik atau pada kaldu. Staphylococcus aureus 

mudah tumbuh pada banyak pembenihan bakteri. Berbagai tingkat 
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hemolisis dihasilkan oleh Staphylococcus aureus dan kadang-kadang 

oleh spesies bakteri lain (Burrows, 1950; Jawetz et al., 2001). 

Staphylococcus aureus patogen dikenal menghasilkan enzim 

koagulase dan pigmen kuning yang bersifat hemolitik serta mampu 

meragikan manitol. Infeksi lokal yang ditimbulkan oleh 

Staphylococcus aureus biasanya berupa infeksi pada folikel rambut 

atau abses, yang ditandai dengan peradangan lokal yang parah, terasa 

nyeri, serta muncul nanah di bagian tengah. Infeksi ini umumnya cepat 

sembuh setelah nanah dikeluarkan (Jawetz et al., 2005). 

Pengobatan infeksi Staphylococcus aureus, salah satunya 

menggunakan antibiotik seperti eritromisin. Eritromisin adalah 

antibiotik golongan makrolida yang berfungsi menghambat sintesis 

protein pada bakteri Gram positif seperti Staphylococcus aureus (Yati 

et al., 2008). Pada kasus infeksi berat oleh bakteri Gram positif, 

termasuk Staphylococcus aureus, pengobatan biasanya melibatkan 

antibiotik yang diberikan secara oral atau intravena, seperti penisilin, 

metisilin, sefalosporin, eritromisin, linkomisin, vankomisin, dan 

rifampisin. Namun, banyak strain Staphylococcus aureus yang telah 

menunjukkan resistensi terhadap antibiotik tersebut, sehingga 

diperlukan antibiotik dengan spektrum lebih luas seperti kloramfenikol, 

amoksisilin, dan tetrasiklin. Pada kasus infeksi Staphylococcus aureus 

yang resisten terhadap metisilin (MRSA), vankomisin intravena sering 

direkomendasikan (Sumarno, 2010). 



24 
 

 

 

 

 
 

 

Gambar 2.6.2 Staphylococcus aureus Perbesaran 1000x (Jawetz, et al., 

2008) 

 

 

2.7. Skrining Fitokimia 
 

Skrining fitokimia merupakan salah satu metode yang digunakan 

untuk mengidentifikasi dan mempelajari kandungan senyawa aktif yang 

terdapat dalam sampel tanaman. Proses ini melibatkan analisis struktur kimia, 

jalur biosintesis, serta distribusi alami senyawa tersebut dalam tumbuhan. 

Selain itu, skrining juga berfokus pada fungsi biologis dari senyawa aktif yang 

ditemukan, sekaligus mencakup teknik isolasi dan perbandingan komposisi 

kimia di antara berbagai jenis tanaman (Salsabila, 2020). Kandungan senyawa 

aktif pada tanaman sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan, seperti letak 

geografis, suhu, iklim, serta tingkat kesuburan tanah di wilayah tempat 

tanaman tumbuh. Bagian tanaman yang digunakan untuk uji fitokimia bisa 

berupa daun, batang, buah, bunga, dan akar, terutama yang memiliki manfaat 

sebagai bahan obat. Komponen-komponen tersebut dapat diolah lebih lanjut 

sebagai bahan baku untuk pembuatan obat modern maupun obat-obatan 

tradisional (Agustina et al., 2016). Beberapa kandungan senyawa aktif atau 

senyawa tersebut diantaranya : 
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1. Alkaloid 

Alkaloid yaitu kelompok senyawa organik yang mengandung 

setidaknya satu atom nitrogen (N) dan memiliki sifat basa. Senyawa ini 

umumnya membentuk cincin heterosiklik dan tersebar luas di hampir 

semua bagian tumbuhan. Mekanisme kerja alkaloid menjadi S. aureus 

diperkirakan terjadi dengan mengganggu pembentukan peptidoglikan 

pada dinding sel bakteri. Akibatnya, dinding sel tidak dapat terbentuk 

secara sempurna, yang kemudian menyebabkan sel bakteri mengalami 

kerusakan dan mati (Saptowo, 2022). 

2. Flavonoid 

Flavonoid yaitu senyawa yang mempunyai gugus fenol, 

sehingga termasuk dalam golongan senyawa fenol. Struktur utama 

flavonoid terdiri dari C6-C3-C6 dan biasanya ditemukan didalam bentuk 

glikosida pada tumbuhan. Flavonoid menghambat pertumbuhan bakteri 

E. coli melalui mekanisme denaturasi protein yang menyebabkan 

berhentinya aktivitas metabolisme sel bakteri, karena enzim yang 

merupakan protein tidak dapat bekerja, sehingga mengakibatkan 

kematian sel bakteri. Selain itu, flavonoid juga bersifat bakteriostatik 

dengan cara menghambat sintesis dinding sel bakteri dan merusak 

membran sel, yang mengganggu transport nutrisi penting bagi 

pertumbuhan bakteri. (Saptowo, 2022). 

3. Saponin 

Mekanisme saponin dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. 

coli dan S. aureus yaitu dengan menghambat sintesis protein bakteri dan 
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mengganggu fungsi enzim yang diperlukan untuk replikasi DNA dan 

pertumbuhan bakteri. Mekanisme ini didukung oleh hasil penelitian 

yang menguji fraksi saponin dari kulit batang tumbuhan kasturi dan akar 

putri malu yang menunjukkan potensi antibakteri melalui mekanisme 

sinergis dan penghambatan sintesis protein (Sari et al., 2019). 

4. Tanin 

Tanin bekerja melalui mekanisme yang melibatkan kerusakan 

dinding sel bakteri dan gangguan permeabilitas sel. Tanin bekerja 

dengan mengikat polipeptida pada dinding sel bakteri sehingga 

menghambat pembentukan dinding sel dan menyebabkan lisis sel 

bakteri. Selain itu, tanin juga dapat menghambat enzim bakteri dan 

mengurangi pembentukan biofilm yang penting untuk virulensi bakteri. 

Mekanisme ini menyebabkan kematian bakteri baik gram positif seperti 

S. aureus maupun gram negatif seperti E. coli. Studi literatur 

menunjukkan bahwa senyawa tanin efektif dalam menghambat 

pertumbuhan kedua bakteri tersebut dengan aktivitas antibakteri yang 

kuat, terutama melalui kerusakan integritas dinding peptidoglikan dan 

penghambatan biosintesis komponen penting dinding sel (Saptowo, 

2022). 

5. Senyawa Fenol 

Senyawa fenol adalah kelompok senyawa organik yang ditandai 

dengan adanya satu atau lebih gugus hidroksil (-OH) yang terikat pada 

cincin aromatik. Senyawa ini memiliki peranan penting dalam berbagai 

proses biokimia, terutama sebagai antioksidan. Mekanisme kerja fenol 
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sebagai senyawa antibakteri adalah dengan mendenaturasi protein sel 

melalui ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein yang 

dapat menyebabkan kerusakan pada struktur protein (Hidayatullah, 

2023). 

 

2.8. Uji Aktivitas Antibakteri  
 

Aktivitas antibakteri bisa diuji dengan dilusi, difusi agar, serta metode 

difusi-dilusi. Dari ketiga jenis uji tersebut, metode difusi yaitu yang paling 

sering dipakai karena mudah dilakukan dan efisien untuk mengetahui seberapa 

sensitif bakteri terhadap antibiotik. Salah satu alasan mengapa metode ini 

lebih dipilih dibandingkan dengan metode lain seperti dilusi adalah karena 

metode difusi, khususnya menggunakan cakram, memungkinkan pengujian 

beberapa sampel sekaligus tanpa memerlukan banyak waktu dan tenaga. 

Penelitian oleh Balaouri dkk. (2016) menunjukkan bahwa metode ini memiliki 

risiko kegagalan yang lebih kecil dan memberikan hasil yang lebih jelas dalam 

pengamatan zona hambat, sehingga menjadikannya sebagai pilihan yang lebih 

efektif dalam pengujian aktivitas antibakteri. Hasil yang diperoleh berupa 

zona bening di sekitar sumber senyawa antibakteri, yang mempertunjukkan 

adanya hambatan pertumbuhan bakteri (Balouri et al., 2016). 

Metode difusi cakram memakai kertas cakram yang dijenuhkan 

senyawa antibakteri, diletakkannya di media agar yang diinokulasi mikroba, 

dan diinkubasi 18-24 jam pada suhu 35°C. Zona bening di sekitar cakram akan 

menunjukkan hambatan pertumbuhan mikroba (Bonang, 1992). Metode ini 

umum digunakan karena kemudahannya dan hasil yang jelas serta dapat 

diukur (Balouiri et al., 2016). Metode ini dikenal karena kecepatan dan 
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kemudahannya dalam menyiapkan cakram uji (Listari, 2009). Jika ekstrak 

tanaman mengandung senyawa metabolit sekunder yang aktif, maka zona 

hambat akan terlihat jelas. Diameter zona hambat mencerminkan potensi 

aktivitas antimikroba terhadap mikroba uji (Horváth et al., 2016). 
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2.9. Hipotesis  

 

2.9.1. H0 : Ekstrak n-Heksana, etil assetat, dan etanol mesokarp siwalan 

(Borassus flabellifer L.) tidak menghambat pertumbuhan E.coli dan S. 

aureus (jika nilai p > 0.05). 

2.9.2. H1 : Ekstrak n-Heksana, etil assetat, dan etanol mesokarp siwalan 

(Borassus flabellifer L.) dapat menghambat pertumbuhan E.coli dan S. 

aureus (jika nilai p < 0.05). 
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III.   METODE PENELITIAN 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 
 

Penelitian yang berjudul “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol 

Mesokarp Buah Siwalan (Borassus flabellifer L.) Terhadap Pertumbuhan 

Bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus” akan dilaksanakan di 

Laboratorium Bioteknologi, Departemen Biologi, Fakultas Sains dan 

Matematika, Universitas Diponegoro, Semarang. Waktu penelitian dimulai 

pada bulan Januari - Maret 2025. 

 

 

3.2. Alat 

  

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cawan petri, tabung reaksi, 

erlenmeyer, gelas ukur, jarum ose, autoklaf, mikropipet, gelas beker 200 ml, 

alat saring, gelas benda, gelas penutup, corong bucher 500 ml, pembakar 

spirtus, pipet tetes, vortex, masker, tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan 

analitik, oven, inkubator, blender, pisau, pinset, water bath, kamera, botol 

kaca, jangka sorong, alat tulis, rotary evaporator, hot plate, spreader, dan 

laminar air flow (LAF).  

 

 

3.3. Bahan 

  

Bahan-bahan yang digunakan adalah mesokarp siwalan (Borassus 

flabellifer) sebanyak 1 kg, etanol 96%, media Nutrient Agar (NA), biakan 

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, aquades steril, alkohol 

70%, HCl pekat, etil asetat, pereaksi Wagner, DMSO (dimetil sulfoksida), 
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FeCl3 1%, kloroform, aluminium klorida 10%, kertas saring, alumunium foil, 

tisu, label, MHA agar, dan tablet antibiotik ciprofoxacin 500 mg. 

 

 

3.4. Cara Kerja Penelitian 

 

3.4.1. Sterilisasi alat 
 

Sterilisasi alat dilakukan dengan secara fisik dan kimia. Sterilisasi 

secara kimia, dilakukan dengan menggunakan sabun khusus untuk mencuci 

alat gelas di laboratorium. Sterilisasi alat secara fisik dilakukan dengan 

menggunakan teknik pemanasan. Teknik ini dilakukan secara basah. 

Sterilisasi panas basah dilakukan dengan cara mendidihkan air seperti pada 

autoklaf dengan prinsip tekanan uap tinggi. Alat yang disterilisasi dengan 

menggunakan autoklaf atau secara panas basah yaitu beberapa peralatan 

gelas pada suhu autoklaf diatur pada 121°C selama 15 menit. Sterilisasi 

menggunakan alkohol 70% dapat dilakukan pada alat yang tidak tahan 

panas, sedangkan untuk sterilisasi jarum ose dapat dilakukan dengan 

menggunakan pijar api bunsen (Saputera, 2018).  

3.4.2. Tahapan Pembuatan Serbuk Simplisia  

Kulit buah (Mesokarp) siwalan matang dengan ciri kulit berwaran 

kuning ditimbang sebanyak 3.8 kg dan dipilih yang tidak berjamur. 

Mesokarp dibersihkan dengan air mengalir, dicuci bersih lalu ditiriskan 

untuk menghilangkan sisa air. Mesokarp dikeringkan dalam oven pada suhu 

50°C selama 24 - 48 jam. Mesokarp yang telah kering di haluskan dengan 

menggunakan blender dan disaring untuk mendapatkan serbuk simplisia 
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yang sesuai. Serbuk yang didapatkan ditimbang masing-masing 50 g untuk 

membuat ekstrak (Rohman, 2021). 

3.4.3. Pembuatan Ekstrak dengan Metode Maserasi 

  

Serbuk mesokarp siwalan (Borassus flabellifer) ditimbang sebanyak 

50 gram tiap masing-masing pelarut. Serbuk yang telah ditimbang, 

dimaserasi dengan dimasukkan kedalam botol kaca, lalu ditambahkan 

pelarut yaitu n-heksana, etil asetat, dan etanol 96% masing-masing 

sebanyak 250 ml atau dengan perbandingan 1:5 hingga serbuk mesokarp 

terendam. Simplisia yang telah dituangkan pelarut, diaduk secara merata 

menggunakan spreader glass. Botol kaca ditutup rapat dan dibungkus 

alumunium foil dan didiamkan pada tempat yang terhindar dari sinar 

matahari selama  3x24 jam.  Selama maserasi, dilakukan pengadukan secara 

berkala. Setelah 3 hari, dilakukan penyaringan untuk memisahkan filtrat dan 

residu. Residu yang dihasilkan dapat dimaserasi ulang untuk mendapatkan 

lebih banyak filtrat. Filtrat yang diperoleh lalu diuapkan dengan 

menggunakan alat vacuum rotary evaporator pada suhu 50°C hingga 

konsistensinya sesuai. Filtrat dipekatkan kembali dengan menggunakan 

water bath pada suhu 60°C untuk memastikan sisa-sisa pelarut benar-benar 

menguap dan simpan di lemari pendingin (Aprilia, 2021). 

Penelitian ini dilakukan dengan 3 macam konsentrasi larutan uji 

yang terdiri dari 25%, 50%, dan 75%. Penelitian yang dilakukan oleh 

Rachmawati dkk. (2020) menemukan bahwa pada konsentrasi ekstrak 

terhadap efektivitas antibakteri meningkat seiring dengan peningkatan 

konsentrasi, dengan konsentrasi optimal terpurifikasi 25% memberikan 
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zona hambat yang signifikan terhadap E. coli dan Staphylococcus aureus. 

Penelitian ini juga mencatat bahwa konsentrasi yang terlalu tinggi dapat 

menyebabkan efek toksik, sehingga bakteri mati sebelum pengukuran dapat 

dilakukan, yang berpotensi menghasilkan data yang tidak konsisten dan 

akurat. Maka dari itu, dalam penelitian ini dugunakan variasi konsentrasi 

25%, 50%, dan 75%. Setiap konsentrasi tersebut dibuat dengan cara 

menimbang ekstrak pekat (konsentrasi awal 100%) dan mengencerkannya 

menggunakan pelarut DMSO 10%. Variasi konsentrasi ekstrak dibuat 

dalam labu ukur dengan volume akhir 10 ml. 

Perhitungan konsentrasi dilakukan dengan menggunakan 

berdasarkan rumus berikut (Adigunawan, 2018): 

  C1⋅V1=C2⋅V2                                                    (1) 

Keterangan: 

C1 : konsentrasi awal ekstrak pekat (100%) tanpa DMSO 

V1 : volume ekstrak pekat 100% yang dibutuhkan. 

C2  : konsentrasi akhir yang ingin dibuat (25%, 50%, 75%). 

V2  : volume total larutan yang diinginkan (10 mL). 

 

Setelah V1 dihitung, jumlah pelarut (DMSO 10%) yang harus 

ditambahkan adalah:  

 Vpelarut =V2−V1 (2) 

 

Pembuatan variasi konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan untuk 

uji aktivitas antibakteri, dilakukan pengenceran dengan menggunakan 

pelarut DMSO 10% (Rachmawaty, 2018). DMSO dipilih sebagai 

pelarut pada tahap pengujian untuk memastikan ekstrak larut dengan 

sempurna. DMSO adalah pelarut yang sangat baik untuk melarutkan 



34 
 

 

 

senyawa organik, termasuk hasil ekstraksi, tanpa mengganggu hasil uji 

antibakteri. Dalam konsentrasi rendah, DMSO tidak bersifat antibakteri, 

sehingga tidak mempengaruhi validitas hasil uji. Penggunaan DMSO 

pada tahap ini bertujuan untuk mendapatkan larutan yang stabil dan siap 

diuji tanpa mengubah sifat ekstrak yang telah diperoleh melalui proses 

ekstraksi dengan pelarut (Rachmawaty, 2018). Proses pembuatan 

konsentrasi 25% dilakukan dengan menimbang 2,5 ml ekstrak mesokarp 

siwalan, kemudian tambahkan DMSO 10% hingga volume total larutan 

mencapai 10 ml. Untuk konsentrasi 50%, dilakukan dengan menimbang 

5 ml ekstrak mesokarp siwalan dan tambahkan DMSO 10% hingga 

mencapai volume total 10 ml. Sedangkan untuk konsentrasi 75% 

dilakukan dengan menimbang 7,5 ml ekstrak mesokarp siwalan dan 

tambahkan DMSO 10% hingga volume mencapai 10 ml. Perhitungan 

pelarut konsentrasi ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol mesokarp 

siwalan disajikan dalam tabel berikut : 
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  Tabel 3.1. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak n-Heksana, Etil Asetat, dan Etanol 

Mesokarp Siwalan 

Perlakuan Konsentrasi 

(%) 

Volume 

ekstrak 

Mesokarp 

100% (mL) 

Volume 

Pelarut 

DMSO 

(mL) 

Volume 

Total (mL) 

K1 25% 2,5 7,5 10 

K2 50% 5 5 10 

K3 75% 7,5 2,5 10 

K- - - - - 

K+ 0% - - Konsentrasi 

5µg/mL 

Keterangan : 

K1 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 25% (b/v) 

K2 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 50% (b/v) 

K3 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 75% (b/v) 

K+ : Kontrol positif (Ciprofloxacin) Konsentrasi 5µg/mL 

K- : Kontrol negatif (DMSO)  
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3.4.4. Penentuan Kontrol Positif dan Negatif  

1.  Kontrol Negatif  

Kontrol negatif dalam pengujian aktivitas antibakteri 

ditentukan menggunakan larutan DMSO 10%. Larutan ini dipilih 

karena DMSO adalah pelarut organik yang tidak bersifat 

bakterisidal, sehingga tidak akan memengaruhi hasil pengujian. 

Dimetil sulfoksida (DMSO) digunakan sebagai kontrol negatif 

karena pelarut polar aprotik ini mampu melarutkan polieugenol dan 

senyawa eugenol sebagai sampel uji dan merupakan pelarut yang 

tidak memiliki sifat antibakteri (Prasetya, 2019). 

2. Kontrol Positif 

Kontrol positif ditentukan dengan menggunakan 

ciprofloxacin, yang merupakan antibiotik yang diketahui memiliki 

aktivitas antibakteri. Stok awal ciprofloxacin disiapkan dengan 

melarutkan 1 mg ciprofloxacin dalam pelarut untuk mencapai 

konsentrasi 1000 µg/ml. Dari larutan stok ini, satu tablet 

ciprofloxacin seberat 500 mg ditimbang dan diencerkan untuk 

mendapatkan konsentrasi akhir sebesar 5 µg/ml (South, 2019).  
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3.4.5. Uji Fitokimia 
 

1. Uji Flavonoid 

Sebanyak 1 gram ekstrak dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi dan ditambahkan HCL pekat untuk mereduksi ikatan 

glikosida dengan flavonoid. penambahan HCl pekat digunakan 

untuk membentuk garam flavilium dan memutus ikatan glikosida 

pada flavonoid. Lalu dipanaskan dengan water bath suhu 50ºC 

selama 15 menit. Jika larutan berubah warna menjadi warna merah 

atau kuning, hal ini menunjukk an adanya flavonoid dalam ekstrak 

(Muthyantih, 2019). 

2. Uji Terpenoid dan Steroid 

Sebanyak 1 gram ekstrak dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi. Selanjutnya, ditambahkan 2 ml etil asetat dan diaduk. 

Lapisan etil asetat dikeringkan dan ditambahkan 2 tetes asam sulfat 

pekat. Jika terbentuk warna merah atau kuning jingga, hal ini 

menandakan adanya senyawa terpenoid dan menunjukkan positif 

steroid jika terbentuk warna hijau (Muthmainnah, 2019). 

3. Uji Alkaloid 

Sebanyak 1 gram ekstrak dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi dan ditambahkan 2,5 ml HCl. Larutan kemudian diaduk dan 

dipanaskan pada suhu 40 ºC selama 15 menit. Menurut penelitian 

Rachmawati dkk. (2020), saat melakukan reaksi yang melibatkan 

asam kuat seperti HCl, disarankan untuk menutup tabung reaksi 

untuk mencegah pelepasan uap berbahaya. Setelah dipanaskan, 

ditambahkan reagen Wagner (yodium-kalium iodida) ke dalam 
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filtrat. Jika terbentuk endapan berwarna coklat, ini menunjukkan 

adanya alkaloid dalam ekstrak (Muthmainnah, 2019). 

4. Uji Saponin 

Ekstrak sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi dan ditambahkan 10 ml air panas. Kemudian, didinginkan dan 

dikocok hingga homogen selama 10 detik. Jika terbentuk busa atau 

buih setinggi 1-10 cm dengan stabil, ini menunjukkan bahwa sampel 

mengandung saponin (Muthmainnah, 2019). 

5. Uji Tanin 

Sebanyak 1 gram ekstrak dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi dan ditambahkan 10 ml air panas, panaskan hingga mendidih 

dengan hot plate, lalu ditetesi dengan FeCl₃ 1%. Jika terjadi 

perubahan warna menjadi hijau kehitaman atau biru tua, maka hal 

ini menunjukkan adanya tanin dalam ekstrak (Muthmainnah, 2019). 

3.4.6. Pembuatan Media 

1. Media Nutrient Agar (NA) Miring 

Sebanyak 10 gram media Nutrient Agar (NA) dimasukkan 

ke dalam gelas beaker yang bersih dan kering. Selanjutnya, media 

ini dilarutkan dengan menambahkan 0,5 liter akuades steril secara 

perlahan. Setelah media dan akuades tercampur, campuran tersebut 

dipanaskan di atas hot plate. Sambil dipanaskan, campuran terus 

diaduk menggunakan magnetic stirrer agar media terhomogenkan 

sempurna dan larut dengan baik. Pemanasan dilanjutkan hingga 

campuran mencapai titik didih, yang ditandai dengan munculnya 
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gelembung kecil di seluruh permukaan larutan. Medium dituang 

dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml, lalu disumbat dengan kapas, 

dan disterilkan di autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. 

Selanjutnya media dimiringkan hingga memadat pada suhu ruang. 

2. Media Muller Hinton Agar (MHA) 

 Media Muller Hinton Agar (MHA) disiapkan dengan cara 

menimbang sejumlah 9,5 gram bubuk MHA, kemudian 

melarutkannya dalam 250 ml air destilasi (akuades). Jika diperlukan, 

proses pelarutan dapat dilakukan dengan pemanasan ringan untuk 

memastikan bubuk terdispersi secara merata. Setelah larutan 

terbentuk, media tersebut disterilkan menggunakan autoklaf pada 

suhu 121ºC selama 15 menit untuk menghilangkan mikroorganisme 

yang tidak diinginkan. Selanjutnya, larutan media yang telah 

disterilkan dituangkan ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan 

pada suhu kamar sampai media MHA mengeras. Setelah media 

memadat, cawan petri disimpan pada suhu 4ºC dalam lemari es 

untuk menjaga kestabilan media hingga siap digunakan. 
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3.4.7. Pemurnian Bakteri 

Pemurnian bakteri dimulai dengan mengambil biakan bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus masing-masing sebanyak 

satu ose menggunakan jarum ose yang telah disterilkan. Jarum ose yang 

mengandung biakan bakteri diambil dengan hati-hati untuk 

memastikan jumlah bakteri yang cukup pada ose. Setelah itu, biakan 

tersebut diinokulasikan secara terpisah ke dalam medium agar miring 

Nutrient Agar (NA). Proses inokulasi dilakukan secara aseptis di bawah 

kondisi steril untuk mencegah kontaminasi dari mikroorganisme lain. 

Jarum ose yang membawa biakan bakteri diletakkan pada dasar 

kemiringan agar di dalam tabung reaksi, kemudian ditarik perlahan ke 

atas dengan gerakan zig-zag menggunakan teknik streak. Gerakan ini 

dilakukan untuk memastikan penyebaran bakteri yang merata pada 

permukaan agar, yang memungkinkan pemisahan koloni bakteri saat 

inkubasi. 

Setelah inokulasi selesai, tabung reaksi yang berisi medium agar 

miring tersebut ditutup dengan rapat dan diberi label sesuai dengan 

jenis bakteri yang diinkubasi. Selanjutnya, tabung-tabung tersebut 

dimasukkan ke dalam inkubator yang sudah diatur pada suhu 37°C. 

Inkubasi berlangsung selama 24 jam untuk memungkinkan 

pertumbuhan koloni bakteri yang cukup banyak dan jelas terbentuk di 

sepanjang garis zig-zag yang diinokulasikan (Afrani, 2011). 
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3.4.8. Pembuatan Suspensi Kultur Bakteri Uji 

1. Pembuatan Larutan NaCl 0,9% 

Sebanyak 0,9 gram NaCl ditimbang dan dilarutkan dalam 

labu ukur berkapasitas 100 ml dengan menggunakan aquades hingga 

mencapai tanda batas volume. Setelah itu, larutan dihomogenkan 

dengan baik. Larutan NaCl 0,9% yang telah siap dipindahkan ke 

dalam botol reagen yang memiliki penutup rapat dan gelap. Untuk 

menjaga kestabilan dan mencegah kontaminasi, larutan NaCl 0,9% 

disimpan dalam kulkas (Rosmania dan Yanti, 2019). Pembuatan 

larutan NaCl 0,9% dilakukan karena larutan ini memiliki kemiripan 

dengan salinitas cairan tubuh manusia, sehingga aman digunakan 

sebagai larutan isotonik untuk berbagai aplikasi laboratorium, 

termasuk sebagai media untuk suspensi bakteri. 

2. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Biakan bakteri yang berumur 24 jam diambil menggunakan 

ose steril dan kemudian disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 

larutan NaCl 0,9%. Suspensi bakteri disiapkan dengan konsentrasi 

yang ditentukan berdasarkan standar McFarland 0,5, yang setara 

dengan 1,5 × 10^8 CFU/ml, menggunakan spektrofotometer uv-vis 

untuk memastikan akurasi pengukuran (Chifiriuc et al., 2011).  
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3.4.9. Uji aktivitas Antibakteri  

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode Kirby 

Bauer (Bauer, 1966) metode ini merupakan metode difusi di mana 

kertas cakram berdiameter 6 mm digunakan sebagai media penyerapan 

ekstrak uji pada media MHA. Pertama, media Mueller Hinton Agar 

(MHA) steril sebanyak 15 ml dituangkan ke dalam cawan petri steril 

secara aseptik dan dibiarkan hingga media memadat. Setelah media 

padat, suspensi bakteri sebanyak 200 µl ditambahkan ke atas 

permukaan media secara aseptik dan diratakan. Suspensi bakteri 

dibiarkan selama 15 menit agar dapat meresap ke dalam agar. 

Selanjutnya, untuk setiap konsentrasi ekstrak yang diuji, serta 

kontrol positif dan kontrol negatif, sebanyak 20 µl larutan dipipet dan 

diteteskan secara aseptik ke dalam blank disc. Disc yang telah terisi 

dengan larutan uji dibiarkan selama 15 menit sebelum diletakkan secara 

aseptik pada media MHA menggunakan pinset steril. Cawan petri 

kemudian diinokulasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam. 

Setelah inkubasi, pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan dengan 

mengukur diameter zona bening yang terbentuk di sekitar disc dari satu 

sisi ke sisi lainnya melalui tengah disc, menggunakan jangka sorong 

(Novariyatiin, 2018).        

3.4.10. Pengamatan dan pengukuran  

Pengamatan dan pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan 

dengan memeriksa zona hambat di sekitar cakram ekstrak daun siwalan 

setelah inkubasi pada suhu 37°C. Pengamatan pertama dilakukan pada 
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jam ke-24 dan dilanjutkan pada jam ke-48 setelah inkubasi. Zona 

hambat diukur menggunakan jangka sorong atau penggaris dalam 

milimeter, dilakukan untuk setiap cakram pada seluruh uji bakteri 

(Escherichia coli dan Staphylococcus aureus), dan diulang sebanyak 

tiga kali untuk memastikan keakuratan hasil. Data yang diperoleh 

dicatat dan dianalisis untuk mengevaluasi efektivitas ekstrak dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri serta membandingkan 

perkembangan zona hambat antara waktu pengamatan. Ukur diameter 

zona hambat menggunakan mistar dengan skala milimeter (mm). 

Setelah diameter zona hambat diukur maka dapat ditentukan 

sensitivitas klinik dari bakteri berdasarkan klasifikasi respon hambat 

pertumbuhan bakteri. Penentuan zona hambat menggunakan rumus:  

Diameter zona hambat =          
(𝐷1−𝐷𝑆)+(𝐷2−𝐷𝑆)

2
                  (4) 

Keterangan:  

D1: Diameter Vertikal  

D2: Diameter Horizontal 

DS: Diameter Disk 

 

Berdasarkan hasil pengukuran diameter zona hambat 

tersebut, kemudian ditentukan sensivitas dari bakteri dengan 

menggunakan klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri. 

Menurut Davis dan Stout (1971) dikutip Kumesan et al., (2013). 

Klasifikasi daya hambat pertumbuhan dibagi atas: sangat kuat (>20 

mm), kuat (10-20 mm), sedang (5-10 mm) dan lemah (<5 mm). 
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3.5. Rancangan Percobaan  
 

Penelitian yang berjudul “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak n-Heksana, 

Etil Asetat, Dan Etanol Mesokarp Buah Siwalan (Borassus flabellifer L.) 

Terhadap Pertumbuhan Bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus” 

merupakan penelitian eksperimental dengan metode Rancangan Acak Lengkap 

(RAL). Bakteri uji yang digunakan adalah bakteri E. coli dan S. aureus.  

Penelitian ini mengguakan lima perlakuan dengan tiga kali pengulangan. 

Perlakuan terdiri dari kontrol negatif dengan penambahan (DMSO), kontrol 

positif dengan penambahan antibiotik (Ciprofloxacin), konsentrasi 1 

(konsentrasi 25%), konsentrasi 2 (konsentrasi 50%), dan konsentrasi 3 

(konsentrasi 75%). 

Variabel penelitian terdiri dari : 

a) Variabel bebas adalah ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol 

mesokarp siwalan 

b) Variabel terikat adalah persentase daya hambat ekstrak n-heksana, 

etil asetat, dan etanol mesokarp siwalan terhadap pertumbuhan 

bakteri E. coli dan S. aureus.   

c) Variabel terkendali adalah media NA dan Media MHA 
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Tabel 3.2. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak mesokarp siwalan (Borassus 

flabellifer L.) terhadap pertumbuhan E. coli  

Pengulangan Diameter Zona Hambat (mm) 

Kontrol 

Negatif 

Kontrol 

Positif 

K1 K2 K3 

1 K- K+ K1P1 K2P1 K3P1 

2 K- K+ K1P2 K2P2 K3P2 

3 K- K+ K1P3 K2P3 K3P3 

Total … … … … … 

Rerata  … … … … … 

 

Tabel 3.3. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak mesokarp siwalan (Borassus 

flabellifer L.) terhadap pertumbuhan S. aureus. 

Pengulangan Diameter Zona Hambat (mm) 

Kontrol 

Negatif 

Kontrol 

Positif 

K1 K2 K3 

1 K- K+ K1P1 K2P1 K3P1 

2 K- K+ K1P2 K2P2 K3P2 

3 K- K+ K1P3 K2P3 K3P3 

Total … … … … … 

Rerata  … … … … … 

Keterangan:  

K1 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 25% (b/v) 

K2 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 50% (b/v) 

K3 : Konsentrasi ekstrak mesokarp siwalan 75% (b/v) 

P1 : Pengulangan 1 

P2 : Pengulangan 2 

P3 : Pengulangan 3 
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3.6. Analisis Data  
  

Data yang diperoleh secara deskriptif melalui pencatatan hasil 

identifikasi kultur bakteri Gram positif Staphylococcus aureus dan bakteri 

Gram negatif Escherichia coli setelah diberikan perlakuan terhadap ekstrak 

n-heksana, etil asetat, dan etanol Siwalan pada konsentrasi 25%, 50%, 75% 

(g/ml). Data disajikan secara deskriptif dalam bentuk tabel dan gambar. Data 

akan dianalisis dengan menggunakan uji ANOVA dengan SPSS (Statistical 

Program of Social Science) pada taraf   kepercayaan 95% atau α = (0,05). 
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Ekstraksi Mesokarp Siwalan  

Ekstraksi adalah suatu cara untuk memisahkan komponen atau senyawa 

metabolit dari suatu tanaman menggunakan pelarut. Pelarut yang digunakan 

untuk melakukan ekstraksi biasanya disesuaikan dengan jenis senyawa yang 

akan di ekstrak. Proses ekstraksi pada penelitian ini, dilakukan dengan 

menggunakan metode maserasi. Metode ini adalah metode sederhana tanpa 

pemanasan yang digunakan untuk megambil komponen metabolit sekunder dari 

suatu sampel sehingga dapat mencegah komponen metabolit sekunder dari 

kerusakan akibat suhu tinggi. Proses ekstraksi sampel dengan metode maserasi 

dilakukan dengan menggunakan 3 jenis pelarut , diantaranya pelarut polar, semi 

polar, dan non polar. Pelarut polar menggunakan etanol 96%, pelarut semi polar 

mengunakan etil asetat, dan pelarut non polar menggunakan n-heksana. 

Penggunaan 3 jenis pelarut adalah untuk memaksimalkan pengambilan 

senyawa metabolit yang bersifat polar, semi polar, maupun non poral yang 

mungkin ada dalam mesocarp siwalan. Menurut Rahmadani (2018), Proses 

maserasi menggunakan pelarut seperti etanol, etil asetat, dan n-heksana dapat 

digunakan tergantung pada sifat kelarutan senyawa yang diinginkan.  

Proses maserasi dilakukan dengan memasukkan sampel sebanyak 

masing-masing 50 gram pada wadah kaca dan ditambahkan dengan pelarut 

sebanyak 250 gram. Proses maserasi dilakukan selama 3x24 jam di wadah yang 

tertutup dan diitempatkan di tempat yang gelap kemudian dilakukan 

pengadukan secara berkala. Setelah 3x 34 jam, hasil maserasi disaring untuk 
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memisahkan residu dan filtrat. Residu yang tersisa dimaserasi ulang. Filtrat 

kemudian dievaporasi. Setelah dievaporasi, kemudian dihitung hasil rendemen 

dari masing masing ekstrak. Pengamatan hasil ekstraksi dapat dilihat pada tabel 

4.1 berikut : 

Tabel 4.1 Hasil Rendemen Ekstrak Mesokarp Siwalan dengan Variasi Pelarut 

Jenis 

pelarut 

Warna ekstrak Ekstrak 

awal (mL) 

Hasil ekstrak 

pekat (mL) 

Rendemen 

(%) 

Etanol Coklat tua 500 45 9 

Etil Asetat Coklat muda 500 32 6,4 

n-Heksana Kuning tua 500 30 6 

 

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa ekstrak mesokarp siwalan dengan variasi 

pelarut yang berbeda, menghasilkan warna dan hasil rendemen yang berbeda 

pula. Ekstrak etanol menghasilkan warna coklat tua, ekstrak etil asetat 

menghasilkan warna coklat muda, dan ekstrak n-heksana menghasilkan warna 

kuning tua. Perbedaaan warna hasil ekstraksi tersebut disebabkan karena 

adanya perbedaan senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya. 

Hal ini sesuai dengan pernyataan Misfadhila (2020) bahwa warna ekstrak dapat 

berbeda karena senyawa metabolit yang terkandung didalamnya. Ekstrak etanol 

yang berwarna coklat tua mengandung senyawa yang larut dalam pelarut polar, 

sehingga memberikan warna yang lebih intensif. Sedangkan berdasarkan 

rendemen yang dihasilkan, ekstrak etanol memiliki rendemen paling tinggi 

yaitu sebanyak 9% dibandingakan ekstrak etil asetat dan ekstrak n-heksana 

yang memiliki rendeman sebanyak 6,4% dan 6%. Hal ini disebabkan oleh sifat 

etanol sebagai pelarut polar yang efektif dalam mengekstrak senyawa polar.  
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Metabolit sekunder pada tumbuhan umumnya ditemukan dalam bentuk 

glikosida, yaitu senyawa aktif yang masih terikat dengan gugus gula, sehingga 

lebih mudah larut dalam pelarut polar (Amalia et al., 2018). Salah satu pelarut 

polar yang banyak digunakan adalah etanol, karena mengandung gugus 

hidroksil (OH) yang memungkinkan terjadinya interaksi dengan senyawa-

senyawa polar dalam sampel. Selain bersifat polar, etanol juga memiliki gugus 

alkil yang bersifat non-polar, sehingga mampu melarutkan senyawa semi-polar 

atau sedikit non-polar sekaligus (Zela dan Diah, 2021). Sifat ini membuat etanol 

lebih unggul dalam mengekstraksi berbagai jenis senyawa aktif. Sebaliknya, etil 

asetat sebagai pelarut polar-aprotik tidak memiliki kemampuan menyumbang 

ion OH-, sehingga kurang optimal dalam mengekstraksi senyawa polar dan 

menghasilkan rendemen lebih rendah dibanding etanol (Markom, 2007). 

Sementara itu, n-heksana yang bersifat non-polar hanya dapat melarutkan 

senyawa non-polar, yang jumlahnya terbatas dalam sampel, sehingga 

menghasilkan rendemen terkecil. Hal ini sesuai dengan pernyataan Rosa (2023) 

yang menyatakan bahwa semakin tinggi kepolaran suatu pelarut maka semakin 

tinggi pula rendemen ekstrak yang didapatkan. Rendemen ekstrak etanol, etil 

asetat, dan n-heksana berbeda karena perbedaan sifat polaritasnya. Agustien 

(2021) menjelaskan bahwa Etanol bersifat polar, menghasilkan rendemen 

tertinggi karena dapat melarutkan berbagai senyawa polar dan semi-polar. Etil 

asetat, bersifat semi-polar, memiliki rendemen lebih rendah daripada etanol 

tetapi lebih tinggi daripada n-heksana karena dapat melarutkan senyawa semi-

polar. Sementara itu, n-heksana, bersifat non-polar, memiliki rendemen paling 

rendah karena hanya efektif melarutkan senyawa non-polar. 
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4.2.   Analisis Hasil Uji Fitokimia  

Uji fitokimia merupakan metode analisis awal yang penting dalam 

penelitian untuk mengidentifikasi golongan senyawa aktif yang terkandung 

dalam suatu bahan alam, seperti tanaman obat. Tujuan utama dari uji fitokimia 

adalah untuk memberikan informasi tentang kandungan senyawa kimia yang 

berpotensi memiliki aktivitas biologis, seperti antibakteri, antioksidan, atau 

anti-inflamasi.  Uji fitokimia dalam penelitian terhadap mesokarp siwalan ini 

dilakukan dengan menggunakan berbagai pelarut seperti etanol, etil asetat, dan 

n-heksana. Uji ini bertujuan untuk mengidentifikasi golongan senyawa seperti 

alkaloid, flavonoid, saponin, fenol, tanin, steroid, dan triterpenoid. Hal ini 

sesuai dengan pernyataan Mierza Dkk., (2023) yang menyatakan bahwa uji 

fitokimia merupakan metode analisis yang digunakan untuk mendeteksi dan 

mengenali keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam suatu bahan, 

khususnya tanaman. Tujuan dari uji ini adalah untuk mengidentifikasi jenis 

senyawa kimia yang terkandung dalam sampel, seperti flavonoid, fenol, 

alkaloid, serta terpenoid.  
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Hasil pengamatan uji fitokimia ekstrak etanol, etil asetat, dan n-heksana 

terhadap mesokarp siwalan dapat dilihat pada tabel 4.2 berikut : 

Tabel 4.2 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Etanol, Etil Asetat, dan n-Heksana 

Mesokarp Siwalan 

No Golongan 

Senyawa 

Pelarut Ekstrak Perubahan 

Warna  (+) Etanol Etil Asetat n-Heksana 

1. Flavonoid  (+) (+) (-) Merah / 

jingga 

 

2. Terpenoid & 

steroid 

(+) 

(-) 

(-) 

(-) 

(+) 

(-) 

Merah 

Jingga   

 

3. Alkaloid  (+) (-) (-) Endapan 

Coklat 

 

4. Saponin  (+) (+) (-) Buih/busa 

 

5. Tanin  (+) (+) (-) Hijau 

Kehitaman 
Keterangan : (+) terdeteksi (-) tidak terdeteksi 

 

Hasil uji fitokimia pada tabel 4.2 menunjukkan bahwa ekstrak etanol 

mesokarp siwalan mengandung senyawa flavonoid, terpenoid, alkaloid, saponin 

dan tanin. Ekstrak etil asetat mesokrap siwalan mendapatkan hasil positif pada 

senyawa flavonoid, dan tanin. Sedangkan ekstrak n-heksana mesokarp siwalan 

memiliki hasil positif hanya pada uji terpenoid. Perbedaan hasil uji fitokimia 

antar ekstrak disebabkan oleh perbedaan polaritas pelarut yang digunakan. 

Etanol yang bersifat polar mampu mengekstraksi berbagai senyawa metabolit 

sekunder dengan polaritas tinggi hingga sedang, seperti flavonoid, tanin, 

saponin, alkaloid, dan terpenoid. Etil asetat yang bersifat semi-polar cenderung 

mengekstraksi senyawa dengan polaritas menengah seperti flavonoid dan tanin. 

Pratiwi (2021) menyatakan bahwa senyawa semi-polar adalah senyawa yang 

memiliki karakteristik polaritas menengah, artinya memiliki gugus polar dan 
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non-polar dalam satu molekul, sehingga secara teori dapat melarutkan senyawa 

polar maupun non-polar meskipun dalam batas lebih rendah. 

 Berbeda dengan pelarut polar seperti etanol yang memiliki kemampuan 

tinggi dalam membentuk ikatan hidrogen dan melarutkan senyawa polar, etil 

asetat memiliki keterbatasan dalam mengekstrak senyawa polar kuat. Hasil uji 

fitokimia menunjukkan bahwa etil asetat yang bersifat semi-polar terdeteksi 

dapat melarutkan flavonoid, tanin dan saponin. Hal ini dikarenakan senyawa 

polar seperti flavonoid dan saponin memiliki banyak jenis, sehingga 

kemungkinan yang terdeteksi dalam etil asetat biasanya adalah yang senyawa 

struktur polaritasnya sedang. Hal ini sependapat dengan Lubis et al., (2020) 

bahwa saponin, tanin, dan flavonoid memiliki struktur kimia dan polaritas yang 

bervariasi, sehingga beberapa jenis dengan polaritas sedang dapat larut dalam 

pelarut semi-polar seperti etil asetat, sementara yang sangat polar lebih larut 

dalam pelarut polar seperti etanol. 

Sementara itu, n-heksana yang bersifat nonpolar hanya efektif 

mengekstraksi senyawa nonpolar seperti terpenoid. Hasil ini menunjukkan 

bahwa sifat kimia pelarut sangat memengaruhi jenis senyawa yang dapat 

diekstraksi dari bahan alam. Hal ini sesuai dengan pernyataan Sasandra (2022) 

bahwa pemilihan pelarut yang tepat sangat memengaruhi hasil ekstraksi, dan 

penggunaan kombinasi pelarut dengan polaritas berbeda dapat memberikan 

gambaran fitokimia yang lebih lengkap dan akurat terhadap suatu sampel. 
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4.3. Uji Antibakteri Ekstrak Etanol, Etil Asetat, Dan n-Heksana Terhadap 

Bakteri E. coli dan S. aureus 

Pengujian antibakteri dalam penelitian ini menggunakan metode difusi 

cakram. Metode ini adalah salah satu metode pengujian aktivitas antimikroba 

yang paling umum digunakan, terutama untuk menilai efektivitas suatu 

senyawa atau ekstrak terhadap mikroorganisme, seperti bakteri berdasarkan 

zona hambatnya. Semakin besar zona hambat yang dihasilkan, maka semakin 

kemampuan antibakeri semakin efektif. Metode ini juga dikenal sebagai metode 

Kirby-Bauer.  Hal ini sesuai dengan pendapat Fathurrohim Dkk., (2022) bahwa 

dalam analisis antibakteri, metode difusi umumnya digunakan untuk 

menentukan sensitivitas mikroba terhadap agen antimikroba berdasarkan zona 

hambat. Efektivitas antibakteriakan berbanding lurus dengan zona hambat yang 

dihasilkan.  

Penelitian ini menggunakan tiga jenis konsentrasi pada masing-masing 

ekstrak pelarut, yaitu 25%, 50% dan 75% serta kontrol positif menggunakan 

Ciprofloxacin 3µg/mL dan kontrol negatif menggunakan DMSO 10%. 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil uji aktivitas 

antibakteri yang dapat dilihat pada tabel 4.3. dan 4.4 :  

  Tabel 4.3 Rata-Rata Diameter Zona Hambat Terhadap Bakteri E. coli 

 

Jenis Pelarut  

Rata-Rata Diameter Zona Hambat E. coli 

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

K1 K2 K3 K(+) K(-) 

Etanol 5,87 7,27 8,1 15 0 

Etil Asetat 4,33 5,4 6,33 15,27 0 

n-Heksana 0 0,4 3,23 15,7 0 

Tabel 4.4 Rata-Rata Diameter Zona Hambat Terhadap Bakteri S. aureus 
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Jenis Pelarut  

Rata-Rata Diameter Zona Hambat S. aureus 

Konsentrasi (mm) Control (mm) 

K1 K2 K3 K(+) K(-) 

Etanol 6,73 8,03 9,67 17,87 0 

Etil Asetat 1,5 5,93 7,8 18 0 

n-Heksana 0,37 2,43 5,3 18,37 0 

 

Hasil uji antibakteri terhadap bakteri E. coli perlakuan kontrol 

positif menggunakan antibiotik ciprofloxacin menunjukkan bahwa bakteri 

Staphylococcus aureus lebih sensitif dibandingkan Escherichia coli. Hal ini 

terlihat dari rata-rata zona hambat ciprofloxacin terhadap S. aureus (17,87 

mm; 18 mm; 18,37 mm) yang lebih besar dibandingkan terhadap E. coli (15 

mm; 15,27 mm; 15,7 mm). Perbedaan efektivitas ciprofloxacin terhadap S. 

aureus dan E. coli dipengaruhi oleh struktur dinding sel. Ciprofloxacin 

menghambat enzim DNA girase dan topoisomerase IV yang penting dalam 

replikasi DNA. Pada E. coli Gram negatif, lapisan lipopolisakarida 

menghalangi penetrasi obat sehingga efektivitasnya menurun. Jadi, 

ciprofloxacin lebih mudah masuk dan bekerja efektif pada bakteri gram 

positif. Hal ini sesuai dengan pernyataan Sreedevi (2025) bahwa Studi in 

vitro juga menunjukkan ciprofloxacin bahwa ciprofloxacin lebih unggul 

dalam menyerang bakteri Gram-positif dibandingkan Gram-negatif, yang 

dipengaruhi oleh perbedaan struktur dinding sel dan target enzim yang 

berbeda pada kedua jenis bakteri. 

Sementara itu, kontrol negatif berupa DMSO 10% sama sekali tidak 

menunjukkan zona hambat terhadap kedua jenis bakteri. Hal ini 

dikarenakan DMSO (Dimetil sulfoksida) pada konsentrasi tersebut tidak 
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memiliki aktivitas antibakteri. DMSO hanya berfungsi sebagai pelarut 

untuk mengekstraksi senyawa aktif dari bahan uji dan tidak mengandung 

senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini sesuai 

dengan pendapat Rachmawati (2018) bahwa DMSO adalah pelarut yang 

sangat baik untuk melarutkan senyawa organic. Pada konsentrasi rendah, 

DMSO tidak bersifat antibakteri, sehingga tidak mempengaruhi validitas 

hasil uji. Oleh karena itu, tidak terbentuk zona hambat atau 0 mm. 

Perlakuan kontrol positif ekstrak etanol, etil asetat, dan n-heksana 

terhadap bakteri E. coli menghasilkan zona hambat berturut-turut sebesar 

15 mm; 15,27 mm; dan 15,7 mm. Sementara pada S. aureus   memiliki zona 

hambat berturut-turut sebesar 17,87 mm; 18 mm; dan 18,37 mm. hal ini 

menujukkan bahwa kontrol positif antibiotik ciprofloxacin yang digunakan 

cenderung lebih sensitif terhadap bakteri S. aureus. Sedangkan kontrol 

negatif DMSO10% di berbagai variasi pelarut tidak memiliki zona hambat 

terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. 

Hasil pengamatan berdasarkan konsentrasinya, dapat dilihat bahwa 

ekstrak etanol, etil asetat, dan n-heksana mesokarp siwalam memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus. Aktivitas antibakteri 

diketahui mengalami peningkatan seiring dengan bertambahnya konsentrasi 

sehingga didapat hasil rata-rata zona hambat paling tinggi pada perlakuan 

K3 (konsentrasi 75%). Perbedaan konsentrasi menyebabkan diameter zona 

hambat bervariasi. Semakin tinggi konsentrasi, maka semakin besar zona 

hambat yang dihasilkan. Hal ini dikarenakan konsentrasi yang tinggi berarti 

memiliki kandungan senyawa bioaktif yang lebih banyak. Senyawa aktif 
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seperti flavonoid, alkaloid, tanin, dan saponin memiliki kemampuan 

merusak membran sel bakteri, menghambat sintesis protein, serta 

mengganggu fungsi enzim bakteri. Dengan jumlah senyawa yang lebih 

banyak pada konsentrasi tinggi, efektivitas hambatan terhadap pertumbuhan 

bakteri menjadi lebih kuat. Oleh karena itu, konsentrasi ekstrak yang lebih 

tinggi memberikan daya antibakteri yang lebih optimal. Selain itu, efek 

sinergis antar senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, saponin, dan 

alkaloid dalam ekstrak tumbuhan seringkali lebih berperan dalam 

menghasilkan aktivitas antibakteri yang optimal dibandingkan efek satu 

senyawa tunggal. Hal ini didukung oleh penelitian Rahminiwati (2024) 

bahwa pada ekstrak biji bengkuang, antibakteri terhadap Pseudomonas 

aeruginosa merupakan hasil interaksi secara sinergis antara senyawa-

senyawa flavonoid, tanin, kuinon, alkaloid, dan triterpenoid yang terdapat 

dalam ekstrak tersebut.  

Hasil pengamatan berdasarkan pelarutnya, menunjukkan bahwa  

baik pada bakteri E.coli maupun S. aureus, ekstrak etanol memiliki 

kemampuan untuk menghambat bakteri paling tinggi dibandingkan ekstrak 

etil asetat dan ekstrak n-heksana yang menempati urutan zona hambat 

terendah. Ekstrak etanol menunjukkan daya hambat tertinggi terhadap 

bakteri dibandingkan dengan ekstrak etil asetat dan n-heksana karena etanol 

merupakan pelarut polar yang mampu melarutkan lebih banyak jenis 

senyawa bioaktif, terutama senyawa polar hingga semi-polar seperti 

flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Senyawa-senyawa tersebut telah 

diketahui memiliki aktivitas antimikroba yang kuat. Menurut penelitian 



57 
 

  

Arni (2024), sifat etanol yang polar juga memungkinkannya mengekstraksi 

senyawa aktif dalam jumlah yang lebih besar dan beragam dibandingkan 

etil asetat yang bersifat semi-polar, maupun n-heksana yang bersifat 

nonpolar dan hanya efektif melarutkan senyawa nonpolar seperti minyak 

atsiri atau senyawa terpenoid tertentu.  

S. aureus pada konsentrasi tertinggi di ketiga variasi lebih sensitif 

daripada bakteri E. coli. Bakteri S. aureus lebih sensitif karena adanya 

perbedaan karakteristik struktur dinding sel dari kedua bakteri. E. coli 

merupakan bakteri gram negatif yang memiliki lapisan luar berupa 

lipopolisakarida, yang berfungsi sebagai penghalang terhadap masuknya 

senyawa asing, termasuk senyawa antibakteri. Struktur ini membuat E. coli 

lebih resisten terhadap senyawa aktif dalam ekstrak. Penelitian oleh 

Salsabilla (2023) juga menunjukkan bahwa membran luar Gram-negatif 

seperti E. coli mengandung lipid tinggi, yang secara signifikan mengurangi 

permeabilitas senyawa antibakteri.  

Sebaliknya, S. aureus merupakan bakteri Gram positif yang tidak 

memiliki lapisan lipopolisakarida, sehingga dinding selnya lebih mudah 

ditembus oleh senyawa antibakteri. Hal ini sependapat dengan 

Apriliantisyah (2023) yang menyatakan bahwa S. aureus (Gram positif) 

tidak memiliki membran luar lipopolisakarida sehingga dinding selnya 

hanya terdiri dari peptidoglikan tebal yang lebih mudah ditembus oleh 

senyawa antibakteri.  Selain itu, senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, 

dan alkaloid yang terkandung dalam ekstrak bekerja dengan cara merusak 

dinding sel, mengganggu metabolisme sel, dan menghambat sintesis 
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protein. Karena struktur dinding sel S. aureus lebih rentan, efektivitas 

senyawa tersebut menjadi lebih tinggi, yang ditunjukkan oleh zona hambat 

yang lebih besar. Oleh karena itu, ketiga jenis ekstrak cenderung 

memberikan daya hambat yang lebih kuat terhadap S. aureus dibandingkan 

E. coli. 

 

Gambar 4.3. Hasil uji antibakteri mesokarp siwalan (Borassus flabellifer)  

terhadap E. coli (A) Ekstrak Etanol; (B) Ekstrak Etil Asetat; (C) Ekstrak n-

Heksana 

 

Gambar 4.4 Hasil uji antibakteri mesokarp siwalan (Borassus flabellifer)  

terhadap S.aureus (A) Ekstrak Etanol; (B) Ekstrak Etil Asetat; (C) Ekstrak n-

Heksana 

 

Gambar 4.3 dan 4.4 merupakan hasil uji antibakteri ekstrak etanol, 

etil asetat, dan ekstrak n-heksana dengan variasi konsentrasi dan perlakuan 

kontrol mesokarp siwalan terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Gambar 

4.3 dan 4.4 menunjukkan bahwa dalam pengujian antibakteri ini, 

menghasilkan zona hambat di sekeliling kertas cakram yang berisi ekstrak. 

A B C 

A B C 
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Zona hambat yang terbentuk pada media agar menunjukkan adanya 

aktivitas antibakteri dari senyawa bioaktif dalam ekstrak mesokarp siwalan. 

Ketika cakram kertas yang telah diberi ekstrak diletakkan pada media yang 

telah diinokulasi bakteri, senyawa antibakteri akan berdifusi ke lingkungan 

sekitar cakram. Senyawa tersebut menghambat pertumbuhan bakteri dengan 

berbagai mekanisme, tergantung pada sifat dan target sel bakteri. Akibatnya, 

terbentuk zona bening di sekitar cakram (zona hambat) yang menandakan 

area di mana pertumbuhan bakteri berhasil dicegah. Besarnya zona hambat 

dipengaruhi oleh konsentrasi senyawa aktif, daya difusi senyawa dalam 

media, serta kepekaan bakteri terhadap senyawa tersebut. 

Flavonoid, tanin, terpenoid, saponin, dan alkaloid yang terkandung 

dalam ekstrak mesokarp siwalan diketahui memiliki peran penting dalam 

aktivitas antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus. Senyawa-senyawa ini 

bekerja melalui berbagai mekanisme yang mengganggu struktur dan fungsi 

sel bakteri. Salah satu senyawa tersebut adalah flavonoid, yang dapat 

merusak membran sel dan menurunkan permeabilitasnya sehingga terjadi 

kebocoran isi sel. Menurut penelitian Wahyuni (2021), flavonoid juga 

mengganggu sintesis asam nukleat dan enzim bakteri. Pada E. coli yang 

merupakan bakteri Gram negatif, flavonoid relatif sulit menembus lapisan 

lipopolisakarida, namun tetap menunjukkan efektivitas pada konsentrasi 

tinggi. Sementara itu, terhadap S. aureus yang merupakan Gram positif, 

struktur dinding sel yang lebih sederhana memungkinkan flavonoid bekerja 

lebih optimal.  
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Selanjutnya, senyawa alkaloid memiliki mekanisme kerja dengan 

menginterferensi sintesis DNA dan RNA melalui penghambatan enzim 

topoisomerase atau interaksi langsung dengan asam nukleat. Alkaloid 

menunjukkan efektivitas yang lebih tinggi pada S. aureus karena penetrasi 

ke dalam sel lebih cepat akibat struktur dinding sel yang tidak sekompleks 

E. coli. hal ini sependapat dengan Rijayanti (2014) bahwa mekanisme kerja 

alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu komponen 

penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak 

terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut. 

Tanin juga berperan penting sebagai antibakteri melalui 

kemampuannya mengendapkan protein dan enzim bakteri, yang 

mengganggu fungsi enzim esensial dan merusak permeabilitas membran. 

Efektivitas tanin lebih tinggi terhadap S. aureus karena bakteri ini memiliki 

dinding sel yang lebih mudah ditembus. Selain itu, terpenoid sebagai 

senyawa lipofilik dapat dengan mudah menyusup ke dalam membran lipid 

sel bakteri, merusak integritas membran, dan menyebabkan kebocoran isi 

sitoplasma. Senyawa ini juga menunjukkan aktivitas yang lebih kuat pada 

S. aureus karena tidak terhalang oleh lapisan lipopolisakarida seperti pada 

E. coli. Terakhir, saponin bekerja dengan cara membentuk kompleks dengan 

sterol pada membran sel, yang kemudian menyebabkan kebocoran dan lisis 

sel. Efek penghambatan saponin juga lebih dominan pada S. aureus, karena 

struktur dinding sel Gram positif lebih mudah ditembus dibandingkan 

dengan Gram negatif. Hal ini sependapat dengan pernyataan Kurniawaty 

(2022) yang menyatakan menyebutkan bahwa dalam ekstrak daun bakau 
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terdapat saponin, tanin, flavonoid, dan terpenoid yang berpotensi 

menghambat pertumbuhan bakteri, dengan mekanisme kerja saponin 

merusak porin membran, tanin membentuk kompleks hidrofobik dengan 

protein sehingga mengaktivasi enzim dan protein transport, serta flavonoid 

yang merusak membran sel. 

Secara umum, ekstrak mesokarp siwalan belum dapat dikategorikan 

sangat efektif, karena diameter zona hambatnya masih relatif rendah 

(semuanya <10 mm). Menurut Kumesan et al., (2013) Klasifikasi daya 

hambat pertumbuhan dibagi atas: sangat kuat (>20 mm), kuat (10-20 mm), 

sedang (5-10 mm) dan lemah (<5 mm). Hal ini menandakan bahwa ekstrak 

mesokarp siwalan terhadap bakteri S. aureus dan E. coli, masih tergolong 

kategori sedang. meskipun masih dalam kategori efektivitas rendah hingga 

sedang. Efektivitas yang lebih baik terhadap S. aureus juga sejalan dengan 

pernyataan bahwa bakteri Gram positif lebih rentan terhadap senyawa 

bioaktif karena dinding selnya lebih sederhana. 

4.4. Analisis Senyawa Bioaktif dengan GC-MS (Gas Chromatography-Mass 

Spectrometry) 

GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) adalah salah satu 

metode yang dapat digunakan untuk menganalisis senyawa dalam larutan atau 

ekstrak. Alat ini terdiri dari dua bagian utama, yaitu Gas Chromatograph (GC) 

dan Mass Spectrometer (MS). Menurut Nugraha dan Nandiyanto (2021), GC 

berfungsi untuk memisahkan senyawa dalam sampel berdasarkan waktu 

retensinya, sehingga dapat diidentifikasi jenis senyawa organik yang 
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terkandung. Sementara itu, MS memberikan informasi mengenai struktur 

molekul dari senyawa yang telah dipisahkan. Uji GC-MS pada penelitian ini 

dilakukan pada sampel ekstrak yang menunjukkan hasil terbaik, yaitu pada 

ekstrak etanol mesokarp siwalan.  

 

Gambar 4.4.1. Grafik Kromatogram Ekstrak Etanol Mesokarp Siwalan 

(Borassus flabellifer L.) 

 

Hasil analisis GC-MS pada ekstrak etanol mesokarp siwalan ditunjukkan 

pada kromatogram Gambar 4.4.1. Berdasarkan hasil kromatogram tersebut 

diketahui bahwa terdapat 14 puncak (peak) yang mewakili 14 senyawa ekstrak 

etanol mesokarp siwalan yang berhasil diidentifikasi. Dari hasil analisis, 

diperoleh lima senyawa yang memiliki persen area yang paling signifikan 

dibandingkan dengan senyawa lainnya. Secara berurutan, kelima senyawa 

tersebut terdiri dari 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester (CAS), 9-

Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (CAS), Oleic Acid, dan Acetic acid, 

(triphenylphosphoranylidene)-, methyl ester (CAS) dengan persen luas area 

secara berurutan yaitu 3.50%, 59.75%, 3.90%, 3.38%, dan 23.27%.  

Luas area puncak pada kromatogram pada hasil analisis GC-MS menunjukkan 

kelimpahan suatu senyawa pada sampel uji, sehingga semakin luas area puncak 

(peak) yang nampak pada grafik kromatogram tersebut, menujukkan bahwa 
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maka semakin tinggi pula konsentrasi senyawa tersebut di dalam sampel yang 

diuji. Secara keseluruhan senyawa-senyawa yang terdeteksi pada ekstrak etanol 

mesokarp siwalan yang dianalisis menggunakan GC-MS. Terdapat 14 jenis 

senyawa dengan peak area dan retensi waktu yang ditunjukkan pada Tabel 4.4.1.  

berikut: 

Tabel 4.4.1 Hasil Uji GC-MS Ekstrak Etanol Mesokarp Siwalan 

 

Senyawa kimia yang terdeteksi memiliki persen peak area terbesar pada 

kromatogram adalah 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (CAS). Senyawa 

ini termasuk ke dalam golongan ester metil asam lemak tak jenuh tunggal dan 

senyawa ester metil dari asam oleat dengan konfigurasi ikatan rangkap trans (E) 

pada posisi karbon ke-9. Konsentrasi 9-octadecenoic acid, methyl ester yang 

tinggi pada ekstrak polar disebabkan oleh kelimpahan alaminya dalam bahan 

dan kemampuan pelarut polar seperti etanol untuk mengekstrak sebagian 

senyawa non-polar, terutama jika jumlahnya sangat dominan. Hal ini didukung 

No. 

puncak 

Waktu 

Retensi 

Luas Area Luas 

Area% 

Nama Senyawa 

1. 26.426 2196710 1.87 Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 

2. 27.126 724221 0.62 n-Hexadecanoic acid 

3. 29.715 4121304 3.50 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl 

ester (CAS) 

4. 29.853 70340987 59.75 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (CAS) 

5. 30.330 4593396 3.90 Octadecanoic acid, methyl ester 

6. 30.576 3974208 3.38 Oleic Acid 

7. 31.488 407011 0.35 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester 

8. 33.415 348391 0.30 Octadecanoic acid (CAS) 

9. 33.929 636188 0.54 Eicosanoic acid, methyl ester (CAS) 

10. 36.429 678094 0.58 DI-(9-OCTADECENOYL)-GLYCEROL 

11. 37.243 895283 0.76 Doc osanoic acid, methyl ester (CAS) 

12. 37.434 27395883 23.27 Acetic acid, (triphenylphosphoranylidene)-, 

methyl ester (CAS) 

13. 37.616 868243 0.74 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 3-nitro- (CAS) 

14. 39.800 538889 0.46 Nonadecane (CAS) 
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oleh Sundari (2025) bahwa hasil analisis GC-MS ekstrak etanol Actinopyga 

echinites yang juga menunjukkan 9-octadecenoic acid (Z)- sebagai salah satu 

komponen utama meskipun menggunakan pelarut polar.  

9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (CAS) terdiri dari asam lemak 

rantai panjang yang memiliki satu ikatan rangkap karbon-karbon, yang berperan 

penting dalam berbagai aplikasi farmasi dan industri. 9-Octadecenoic acid, 

methyl ester, (E)-(CAS) banyak ditemukan dalam minyak nabati dan memiliki 

sifat kimia yang stabil sehingga digunakan sebagai bahan baku dalam parfum 

serta memiliki aktivitas biologis seperti antibakteri Asghar et al (2011), 

antioksidan, dan antikanker. Hal ini sesuai dengan penelitian Maharani (2021) 

yang menunjukkan bahwa senyawa 9-octadecenoic acid, methyl ester 

terkandung dalam ekstrak etanol daun sirih hitam bermanfaat sebagai bahan 

parfum, antibakteri, antioksidan, antikanker, serta antidiabetes.  
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Tabel 4.4.2. Karakterisasi Senyawa Yang Terdeteksi Pada Mass Spektra (MS) 

No. Nama Senyawa Massa Molekul Rumus 

Molekul 

Struktur Molekul Manfaat 

1. Hexadecanoic acid, methyl ester 

(CAS) 

270 C17H34O2 

 

Antibakteri, antioksidan, 

(Karunia et al., 2017), 

antiinflamasi, (Gupta et al., 

2023), dan antifungi 

(davoodbasha et al., 2018). 

 

2. n-Hexadecanoic acid 256 C16H32O2 

 

Antiinflamasi, (Agidew et al., 

2021; Safnowandi, 2022). 

antimikroba, antioksidan, dan 

antikanker (Etika, 2024). 

 

3. 9,12-Octadecadienoic acid 

(Z,Z), methyl ester (CAS) 

294 C19H34O2 

 

Anti-aterogenik, anti-inflamasi, 

antioksidan, dan 

antikarsinogenik (Kim et al., 

2016). Mengontrol 

hiperkolesterolemia, fungsi 

imunomodulator, dan 

peningkatan metabolisme tulang 

(Virsangbhai et al., 2019).  
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4. 9-Octadecenoic acid, methyl 

ester, (E)- (CAS) 

296 C19H36O2 

 

Antibakteri (Asghar et al., 

2011), sebagai bahan parfum, 

memiliki sifat antioksidan dan 

anti kanker, dan antidiabetes 

(Maharani, 2021). 

5. Octadecanoic acid, methyl ester 298 C19H38O2 

 

Antivirus seperti influenza A dan 

B, campak, dan parainfluenza 

(Linton, 2013). 

 

6. Oleic Acid 282 C18H34O2 

 

Antibakteri (Taslim et al., 2016), 

anti inflamasi (Fernandes et al., 

2017). 

 

7. 9,12-Octadecadienoic acid, 

methyl ester 

294 C19H34O2 

 

Antibakteri terhadap S. aureus, 

E. coli, B. subtilis, (Nandhini et 

al., 2025), Antioksidan, anti 

inflamasi dan anti arthritis, 

hepatoprotektif, antihistaminik 

hipokolesterolemik, dan 

antieksemik (Mu'nisa, 2017). 
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8. Octadecanoic acid (CAS) 284 C19H36O2 

 

Antibakteri, Antivirus 

(Influenza A)Antiekzematik, 

Antiseboroik, Antihipoksia, 

Antimutagenik, Antiinflamasi 

usus, Antisekretorik, (Wasilah et 

al., 2021). 

 

9. Eicosanoic acid, methyl ester 

(CAS) 

326 C21H42O2 

 

Antipsikotik (Yui et al., 2015). 

 

10. DI-(9-OCTADECENOYL)-

GLYCEROL 

620 C39H72O5 

 

Belum diketahui 

11. Docosanoic acid, methyl ester 

(CAS) 

354 C23H46O2 
 

Belum diketahui 

12. Acetic acid, 

(triphenylphosphoranylidene)-, 

methyl ester (CAS) 

334 C21H19O2P 

 

Belum diketahui 
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13. 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 

3-nitro- (CAS) 

278 C16H22O4 

 

Antibakteri dan antifouling  

(Ridhwan et al., 2024). 

14. Nonadecane (CAS) 268 C19H40 

 

Antimikroba, anti-HIV, dan 

antioksidan (Kumar et al., 

2018). 
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Berdasarkan tabel 4.4.2. senyawa yang terkandung dalam ekstrak 

etanol mesokarp siwalan memiliki berbagai macam manfaat, dari 14 

senyawa yang terdeteksi, terdapat 7 senyawa yang memiliki fungsi sebagai 

antibakteri yaitu Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS; 9-Octadecenoic 

acid, methyl ester, (E)- (CAS); oleic acid; 9,12-Octadecadienoic acid, methyl 

ester; Octadecanoic acid (CAS); 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 3-nitro- 

(CAS); dan Nonadecane (CAS). Lima dari senyawa tersebut berasal dari 

kelompok asam lemak jenuh  ((asam palmitat (Hexadecanoic acid) & asam 

stearat (Octadecanoic acid)) dan asam lemak tak jenuh ((oleat (Oleic acid), 

9-Octadecenoic acid methyl ester (konfigurasi trans), dan 9,12-

Octadecadienoic acid methyl ester) sementara satu senyawa berasal dari 

kelompok senyawa aromatic (1,2-Benzenedicarboxylic acid, 3-nitro-) dan 

nonadecane merupakan senyawa golongan alkana. 

Mekanisme kerja asam lemak dalam menghambat pertumbuhan E. 

coli dan S. aureus terjadi melalui gangguan pada membran sel bakteri. 

Asam lemak menembus membran dan merusak struktur lipid bilayer, 

sehingga meningkatkan permeabilitas membran. Kondisi ini menyebabkan 

kebocoran elektrolit dan protein penting dari dalam sel, yang mengganggu 

fungsi membran sebagai penghalang selektif. Akibatnya, bakteri kehilangan 

komponen vital dan mengalami kematian. Studi oleh Agustini et al. (2017) 

menunjukkan bahwa asam lemak yang diisolasi dari mikroalga Lyngbya sp. 

mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli dengan zona 

hambat mencapai 30,30 mm melalui mekanisme peningkatan permeabilitas 

membran. Asam lemak tak jenuh cenderung memiliki aktivitas antibakteri 
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yang lebih kuat dibandingkan asam lemak jenuh, karena keberadaan ikatan 

rangkap mempermudah penetrasi ke dalam membran bakteri. Hal ini 

sependapan dengan Desbois & Smith (2010) yang membuktikan bahwa 

asam lemak tak jenuh memiliki kemampuan lebih baik dalam mengganggu 

membran sel bakteri karena struktur ikatan rangkapnya yang mempengaruhi 

fluiditas dan permeabilitas membran, sehingga meningkatkan penetrasi dan 

efek antibakteri.  

Mekanisme antibakteri senyawa aromatik 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, 3-nitro- dimulai dengan kemampuannya untuk berikatan dengan 

enzim PBP5 dan PBP6 merupakan enzim dd-karboksipeptidase utama pada 

E. coli dan S. aureus yang berperan dalam sintesis dinding sel. Senyawa ini 

membentuk ikatan hidrogen dengan residu asam amino di situs aktif enzim 

sehingga menghambat aktivitas dan mengganggu proses pembentukan 

dinding sel bakteri. Selain itu, senyawa aromatik juga meningkatkan 

permeabilitas membran bakteri, menyebabkan kebocoran komponen 

intraseluler yang esensial bagi kelangsungan hidup sel. Hal ini sejalan 

dengan hasil molecular docking pada penelitian Osman et al. (2024) yang 

menunjukkan bahwa ekstrak alga Turbinaria triquetra dan Cystoseira 

trinodis mengandung senyawa aromatik yang memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap E. coli, S. aureus, dan B. subtilis. 

Sementara itu, Nonadecane sebagai senyawa hidrokarbon alifatik 

rantai panjang, berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri melalui 

mekanisme gangguan membran lipid sel bakteri. Interaksi nonadecane 

dengan membran sel menyebabkan perubahan permeabilitas membran, 



71 
 

  

yang memicu kebocoran komponen intraseluler seperti enzim dan ion 

penting, sehingga mengganggu fungsi metabolik dan menyebabkan 

kematian sel bakteri. Penelitian Gayathri et al., (2022) menunjukkan bahwa 

hasil GC-MS pada ekstrak diethyl ether dari Scenedesmus 

obliquus menunjukkan kandungan nonadecane sebesar 76,10%, memiliki 

aktivitas antibakteri khususnya pada Pseudomonas aeruginosa NRRL B-

272. 

3.4 Analisis GCMS 

4.5. Analisis Data 

Analisis data hasil uji antibakteri ekstrak mesokarp buah siwalan 

dilakukan menggunakan analisis Two Way ANOVA karena terdapat dua faktor 

bebas, yaitu jenis pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi dan jenis 

konsentrasi, serta satu variabel terikat berupa rata-rata zona hambat yang 

dihasilkan. menurut Rahmawati (2020), analisis ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh masing-masing faktor, baik secara individu maupun 

interaksinya terhadap efektivitas antibakteri dari ekstrak yang diuji. 

Sebelum dilakukan uji ANOVA, data terlebih dahulu diuji normalitasnya 

menggunakan uji Shapiro-Wilk. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui 

apakah data yang diperoleh berdistribusi normal atau tidak. Hal ini sependapat 

dengan Dewi (2023) bahwa distribusi normal merupakan salah satu asumsi 

dasar yang harus dipenuhi sebelum dilakukan analisis statistik parametrik 

seperti ANOVA. Hasil uji normalitas pada penelitian ini baik dari bakteri 

E.coli maupun S.aureus menunjukkan bahwa seluruh data zona hambat 

memiliki nilai signifikansi (p-value) lebih dari 0,05, yang menandakan bahwa 
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data berdistribusi normal. Dengan demikian, asumsi normalitas terpenuhi dan 

data dapat dianalisis lebih lanjut menggunakan uji parametrik.  

Hasil uji Two-Way ANOVA, menunjukkan bahwa faktor pelarut dan 

konsentrasi masing-masing menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap 

daya hambat ekstrak terhadap E. coli dan S. aureus (nilai Sig. = 0,000 < 0,05). 

Artinya, baik jenis pelarut maupun konsentrasi ekstrak secara terpisah 

memengaruhi efektivitas antibakteri. Sebaliknya, nilai signifikansi interaksi 

(pelarut dan konsentrasi) berturut-turut pada E.coli dan S.aureus sebesar 0,203 

dan 0,156 (> 0,05) maka hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh 

signifikan dari kombinasi keduanya. Dengan demikian, peningkatan daya 

hambat lebih ditentukan oleh pengaruh masing-masing faktor, bukan dari 

interaksinya.  

Setelah dilakukan uji Two-Way ANOVA, maka dilakukan uji lanjut 

menggunakan Duncan Multiple Range Test (DMRT). Hal ini bertujuan untuk 

mengetahui kelompok mana saja yang memiliki perbedaan nyata, hal ini 

dikarenakan uji ANOVA hanya menunjukkan adanya perbedaan secara umum 

tanpa menjelaskan secara spesifik antar kelompok. Hasil uji Duncan 

menunjukkan bahwa pada kedua jenis bakteri, pelarut etanol memberikan 

zona hambat paling besar dibandingkan pelarut etil asetat dan n-heksana. 

Terhadap E. coli, zona hambat tertinggi dihasilkan oleh etanol sebesar 8,144 

mm, sedangkan terhadap S. aureus sebesar 7,078 mm. Sebaliknya, n-heksana 

menghasilkan zona hambat terendah pada kedua bakteri. Hal ini menunjukkan 

bahwa polaritas pelarut berpengaruh terhadap efektivitas ekstraksi senyawa 

antibakteri, di mana   etanol sebagai pelarut polar mampu melarutkan lebih 
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banyak senyawa aktif. Sementara itu, berdasarkan variasi konsentrasi, baik 

pada E. coli maupun S. aureus, konsentrasi tertinggi (K3) menghasilkan zona 

hambat terbesar, yang berarti semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka 

semakin kuat daya hambatnya terhadap pertumbuhan bakteri.
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V. KESIMPULAN 

5.1. Kesimpulan  

5.1.1. Konsentrasi ekstrak mesokarp Siwalan (Borassus flabellifer L.) 

berpengaruh terhadap kemampuan antibakteri terhadap E. coli dan S. 

aureus. Konsentrasi 75% (K3) menunjukkan daya hambat paling 

besar dibandingkan konsentrasi lainnya, baik terhadap bakteri E. coli 

maupun S. aureus. 

5.1.2. Jenis pelarut memengaruhi efektivitas ekstrak dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri. Di antara pelarut n-heksana, etil asetat, dan 

etanol, pelarut etanol menghasilkan ekstrak dengan aktivitas 

antibakteri paling tinggi terhadap kedua jenis bakteri uji. 

5.2. Saran  

Penelitian ini perlu dilakukan optimasi konsentrasi ekstrak dan jenis 

pelarut untuk meningkatkan efektivitasnya. Penelitian lanjutan juga 

sebaiknya mencakup uji toksisitas untuk memastikan keamanan ekstrak 

mesokarp siwalan sebelum dapat dipertimbangkan sebagai produk 

antibakteri alami yang aman digunakan.  
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LAMPIRAN  

Lampiran 1. Perhitungan Ekstrak Etanol, Etil Asetat, dan n-Heksana 

Mesokarp Siwalan 

Lampiran 1.1 Perhitungan Rendemen 

Jenis 

pelarut 

Warna ekstrak Ekstrak 

awal (mL) 

Hasil ekstrak 

pekat (mL) 

Rendemen 

(%) 

Etanol Coklat tua 500 45 9 

Etil Asetat Coklat muda 500 32 6,4 

n-Heksana Kuning tua 500 30 6 

Lampiran 1.2 Perhitungan Pembuatan Variasi Konsentrasi Ekstrak  

Rumus :     C1⋅V1=C2⋅V2 

Keterangan: 

C1 : konsentrasi awal ekstrak pekat (100%) tanpa DMSO 

V1 : volume ekstrak pekat 100% yang dibutuhkan. 

C2  : konsentrasi akhir yang ingin dibuat (25%, 50%, 75%). 

V2  : volume total larutan yang diinginkan (10 mL). 

 

 

Setelah V1 dihitung, jumlah pelarut (DMSO 10%) yang harus ditambahkan 

adalah:    
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Lampiran 1.3 Perhitungan Pembuatan Variasi Kontrol Positif Dan 

Negatif  

a) Kontrol Positif Ciprofloxacin : 

Pembuatan larutan stok cipprofloxacin  

Konsentrasi  = Volume larutan (mL) / Massa zat (mg) 

Volume  = Massa zat / Konsentrasi 

Volume  = 500 mg / 1 mg/mL  

= 500 Ml 

Jadi, 500 mg ciprofloxacin dilarutkan dalam 500 mL pelarut untuk 

mendapatkan larutan stok 1 mg/mL (1000 µg/mL). 

b) Perhitungan pembuatan kontrol positif ciprofloxacin konsentrasi 3 

µg/mL dilakukan dengan menambahkan 30 miroliter larutan stok 

ciprofloxacin yang sudah dibuat kedalam 100 ml aquadest steril. 

c) Perhitungan pembuatan larutan kontrol negatif DMSO 10% 
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Lampiran 3. Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak Etanol Mesokarp 

Siwalan Terhaap Bakteri E. Coli dan S. Aureus 

a) Tabel Hasil Rendemen Mesokarp Siwalan 

Jenis 

pelarut 

Warna ekstrak Ekstrak 

awal (mL) 

Hasil ekstrak 

pekat (mL) 

Rendemen 

(%) 

Etanol Coklat tua 500 45 9 

Etil Asetat Coklat muda 500 32 6,4 

n-Heksana Kuning tua 500 30 6 

 

b) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak Etanol Mesokarp Siwalan terhadap 

Bakteri E. coli 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 6,6 7,4 6,6 14,4 0 

2 6,2 7,5 8,7 15,7 0 

3 4,8 6,9 9 14,9 0 

Total 17,6 21,8 24,3 45 0 

Rata-rata 5,87 7,27 8,10 15,00 0,00 

 

c) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Mesokarp Siwalan 

terhadap Bakteri E. coli 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 3,7 4,3 6,9 15,8 0 

2 5,1 6,1 6,2 14,9 0 

3 4,2 5,8 5,9 15,1 0 

Total 13 16,2 19 45,8 0 

Rata-rata 4,33 5,40 6,33 15,27 0,00 

 

d) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak n-Heksana Mesokarp Siwalan 

terhaap Bakteri E. coli 

 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 0 0 3,2 15,9 0 

2 0 0 2,6 14,1 0 
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3 0 1,2 3,9 15,2 0 

Total 0 1,2 9,7 45,2 0 

Rata-rata 0,00 0,40 3,23 15,07 0,00 

 

e) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak Etanol Mesokarp Siwalan terhadap 

Bakteri S. aureus  

 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 6,5 8,3 9,7 19,2 0 

2 7,1 7,7 10,2 17,9 0 

3 6,6 8,1 9,1 16,5 0 

Total 20,2 24,1 29 53,6 0 

Rata-rata 6,73 8,03 9,67 17,87 0,00 

 

a) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Mesokarp Siwalan 

terhadap Bakteri S. aureus 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 1,8 5,6 6,9 18,6 0 

2 1,3 6,3 8,1 18,3 0 

3 1,4 5,9 8,4 17,1 0 

Total 4,5 17,8 23,4 54 0 

Rata-rata 1,50 5,93 7,80 18,00 0,00 

 

b) Tabel Diameter Zona Hambat Ekstrak n-Heksana Mesokarp Siwalan 

terhadap Bakteri S. aureus 

Ulangan Diameter Zona Hambat  

Konsentrasi (mm) Kontrol (mm) 

25% 50% 75% (+) (-) 

1 0 3,2 6,3 19,5 0 

2 1,1 2,5 5,1 16,9 0 

3 0 1,6 4,5 18,7 0 

Total 1,1 7,3 15,9 55,1 0 

Rata-rata 0,37 2,43 5,30 18,37 0,00 
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Lampiran 4. Analisis dan Pengolahan Data E. coli 

a) Uji normalitas daya hambat terhadap E. coli berdasarkan Pelarut 

Tests of Normality 

Pelarut 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Zona 
hambat 

Etanol 0,148 9 0,200 0,959 9 0,783 

Etil asetat 0,215 9 0,200 0,935 9 0,531 

n-Heksana 0,331 9 0,183 0,768 9 0,119 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

  

b) Uji normalitas daya hambat terhadap E. coli berdasarkan Konsentrasi 

Tests of Normality 

Konsentrasi 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Zona 
Hambat 

K1 0,229 9 0,189 0,843 9 0,062 

K2 0,233 9 0,173 0,837 9 0,154 

K3 0,169 9 0,200 0,936 9 0,545 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

c) Perhitungan Analisis Two-Way Anova E. coli 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable:  

Pelarut Mean 
Std. 

Deviation N 

Etanol K1 5,867 0,9452 3 

K2 7,267 0,3215 3 

K3 8,100 1,3077 3 

Total 7,078 1,2775 9 

Etil Asetat K1 4,333 0,7095 3 

K2 5,400 0,9644 3 

K3 6,333 0,5132 3 

Total 5,356 1,0841 9 

n-Heksana K1 0,000 0,0000 3 

K2 0,400 0,6928 3 

K3 3,233 0,6506 3 

Total 1,211 1,5988 9 

Total K1 3,400 2,7005 9 

K2 4,356 3,1357 9 

K3 5,889 2,2696 9 

Total 4,548 2,8188 27 
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Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:  

Source 

Type III 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Model 754.487a 9 83,832 142,177 0,000 

Pelarut 163,681 2 81,840 138,800 0,000 

Konsentrasi 28,376 2 14,188 24,063 0,000 

Pelarut * Konsentrasi 3,917 4 0,979 1,661 0,203 

Error 10,613 18 0,590     

Total 765,100 27       

a. R Squared = .986 (Adjusted R Squared = .979) 

 

d) Uji Duncan 

 
 

Zona_Hambat 

Duncana,b 

Konsentrasi N 

Subset 

1 2 3 

K1 9 3,400     

K2 9   4,356   

K3 9     5,889 

Sig.   1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .590. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = ,05. 

 

 

  

Duncana,b 

Pelarut N 

Subset 

1 2 3 

N-
Heksana 

9 1,211     

Etil 
Asetat 

9   5,356   

Etanol 9     7,078 

Sig.   1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .590. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = ,05. 
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Lampiran 5. Analisis dan Pengolahan Data S.aureus  

a) Uji normalitas daya hambat terhadap S.aureus berdasarkan Pelarut 

Tests of Normality 

Pelarut 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Zona_Hambat Etanol 0,120 9 0,200 0,947 9 0,660 

Etil asetat 0,240 9 0,145 0,856 9 0,087 

n-Heksana 0,132 9 0,200 0,943 9 0,616 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

b) Uji normalitas daya hambat terhadap S.aureus berdasarkan Konsentrasi 

Tests of Normality 

Konsentrasi 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Zona_Hambat K1 0,307 9 0,114 0,786 9 0,114 

K2 0,188 9 0,200 0,907 9 0,298 

K3 0,156 9 0,200 0,950 9 0,694 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

c) Uji Anova Two-Way terhadap S.aureus 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable:  

pelarut Mean 
Std. 

Deviation N 

etanol k1 6,733 0,3215 3 

k2 8,033 0,3055 3 

k3 9,667 0,5508 3 

Total 8,144 1,3211 9 

etil 
asetat 

k1 1,500 0,2646 3 

k2 5,933 0,3512 3 

k3 7,800 0,7937 3 

Total 5,078 2,8389 9 

n-
heksana 

k1 0,367 0,6351 3 

k2 2,433 0,8021 3 

k3 5,300 0,9165 3 

Total 2,700 2,2528 9 

Total k1 2,867 2,9656 9 

k2 5,467 2,4935 9 

k3 7,589 2,0109 9 

Total 5,307 3,1203 27 
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Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:  

Source 

Type III 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Corrected 
Model 

246.719a 8 30,840 86,467 0,000 

Intercept 760,551 1 760,551 2132,387 0,000 

pelarut 134,101 2 67,050 187,992 0,000 

konsentrasi 100,690 2 50,345 141,154 0,000 

pelarut * 
konsentrasi 

11,928 4 2,982 8,361 0,156 

Error 6,420 18 0,357     

Total 1013,690 27       

Corrected 
Total 

253,139 26       

a. R Squared = .975 (Adjusted R Squared = .963) 

 

d) Uji Duncan  

zona_hambat 

Duncana,b 

pelarut N 

Subset 

1 2 3 

n-heksana 9 2,700     

etil asetat 9   5,078   

etanol 9     8,144 

Sig.   1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .357. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = ,05. 

     
zona_hambat 

Duncana,b 

konsentrasi N 

Subset 

1 2 3 

k1 9 2,867     

k2 9   5,467   

k3 9     7,589 

Sig.   1,000 1,000 1,000 
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Lampiran 6 Sertifikat Hasil Uji GC-MS 
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Lampiran 7 Dokumentasi Penelitian 

a) Pembuatan Ekstrak Mesokarp Siwalan Dengan Metode Maserasi  

 

 

 
Gambar 1. Pengambilan sampel  Gambar 2. Pengirisan mesokarp  

 

 

 
Gamabar 3. Pengeringan mesokarp  Gambar 4. Penghalusan  

 

 

 

Gambar 5. Penyaringan  Gambar 6.  Hasil simplisia bubuk 

 

 

 

Gambar 7. Proses maserasi  Gambar 8. Penyaringan filtrat 
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b) Pengujian Fitokimia 

 

 

 
Gambar 1. Uji Flavonoid  Gambar 2. Uji Terpenoid  

 

 

 
Gambar 3. Uji Alkaloid  Gambar 4. Saponin  

 

  

Gambar 5. Uji Tanin   
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c) Dokumentasi Pengujian Antibakteri 

 

 

 
Gambar 1. Pembuatan Media Agar 

Miring 

 Gambar 2. Pembuatan Media MHA  

 

 

 
Gambar 3. Pembuatan Konsentrasi 

Ekstrak  

 Gambar 4. Pembuatan Suspensi 

Bakteri  

 

 

 

 

Gambar 5. Pengujian Antibakteri  Gambar 6. Hasil Pengujian 

Antibakteri 

 

  

 

Gambar 5. Pengukuran Zona Hambat   
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