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MOTTO 
 

 
“Barang siapa yang mengamalkan ilmunya, maka Allah akan mewariskan ilmu dari apa-apa 

yang tidak ia ketahui”  

(HR. Anas R.A) 

 

“If one advances confidently in the direction of one’s dreams, and endeavors to live the life 

which one has imagined, one will meet with a success unexpected in common hours” 

 
“Sometimes life is wicked and I just can see the light.  Whatever life brings I’ve been through 

everything and I’m on my knees” (Creed) 
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ABSTRAK 
UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI DARI  EKSTRAK n-HEKSANA DAN 

ETANOL DAUN SIRIH (Piper betle Linn.) SERTA IDENTIFIKASI 
SENYAWA AKTIFNYA 

 
 

Oleh : 
Siti Nasiyah Sholeh 

05630019 
 

Dosen Pembimbing : Esti Wahyu Widowati, M. Si                              
Sirih merupakan tanaman yang tumbuh subur di Indonesia dan telah 

digunakan secara etnobotani untuk mengobati berbagai macam penyakit, salah 
satunya digunakan untuk mengobati penyakit yang disebabkan oleh bakteri.  
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun sirih 
terhadap Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Bacillus subtilis. 

Sampel yang digunakan adalah daun sirih Jawa (Piper betle Linn.) yang 
diperoleh dari pasar Secang, Magelang.  Penelitian ini dilakukan dengan 
mengekstraksi senyawa aktif dalam daun sirih menggunakan pelarut n-heksana 
dan etanol.  Identifikasi metabolit sekunder dilakukan dengan mengunakan KLT-
densitometri dan skrining fitokimia.  Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan 
metode difusi agar menggunakan paper disc.  Untuk mengetahui profil metabolit 
sekunder yang menghambat pertumbuhan bakteri, dilakukan KLT-Bioautografi.

Dari hasil skrining fitokimia, diketahui bahwa ekstrak n-heksana daun 
sirih mengandung kumarin/antrakuinon dan steroid/terpenoid, sedangkan ekstrak 
etanol daun sirih mengandung senyawa fenol dan kumarin/antrakuinon.  Uji 
aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana dan etanol daun sirih 
mampu menghambat pertumbuhan ketiga bakteri uji.  Konsentrasi minimum 
ekstrak n-heksana daun sirih yang dapat menghambat bakteri adalah 6, 25 mg/mL, 
sedangkan ekstrak etanol daun sirih adalah 1,5625 mg/mL.  Berdasarkan hasil 
tersebut, diketahui bahwa ekstrak n-heksana daun sirih tidak cukup efektif dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri, sedangkan ekstrak etanol daun sirih memiliki 
aktivitas antibakteri yang lebih besar.  Dari hasil KLT-Biautografi diketahui 
bahwa senyawa aktif yang dapat menghambat pertumbuan bakteri adalah 
golongan senyawa fenol. 
 
Kata kunci : Piper betle Linn., antibakteri, skrining fitokimia, KLT-Bioautografi, 
MIC 
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ABSTRACT 
ANTIBACTERIAL ASSAY OF N-HEXANE AND ETHANOL EXTRACTS 
OF SIRIH LEAVES (Piper bettle Linn.) AND IDENTIFICATION OF ITS 

ACTIVE COMPOUNDS 
 
 

By : 
Siti Nasiyah Sholeh 

05630019 
 

Lecturer : Esti Wahyu Widowati, M. Si                              
Sirih is a widely grown plant in Indonesia and ethnobotanically has been 

used in folk medicine for treatment of various kinds of diseases, including those 
caused by bacteria. This research was aimed at investigating the antibacterial 
activity of the extracts of sirih leaves against Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli, and Bacillus subtilis growths. 

Fresh leaves of Javanese sirih (Piper betle Linn.) samples were collected 
from traditional market in Secang, Magelang. The active compounds in sirih 
leaves were extracted by using n-hexane and ethanol as solvents.  This was  
followed by identification of secondary metabolites by using TLC-densitometry 
and phytochemical screening. Antibacterial assay was performed by diffusion 
method using paper disc, while the profile of secondary metabolites exhibiting an 
antibacterial effects was identified by TLC-Bioautography. 

The phytochemical screening result indicated that the n-hexane extract of 
sirih leaves contained coumarin/antraquinone and steroid/terpenoid, while the 
ethanol extract contained phenol and its derivate compounds and 
coumarin/antraquinone. Antibacterial assay showed that n-hexane and ethanol 
extracts inhibited the growths of the three bacteria. The minimum concentration of 
the n-hexane extract that inhibited the bacteria growths was 6,25 mg/ml, and the 
ethanol extract concentration was 1,5625 mg/ml. However, the ethanol extract has 
better antibacterial activity than the n-hexane extract. The TLC-Bioautography 
result showed that the phenol and its derivate were the active compounds that can 
inhibit bacterial growths. 

 
Key words : Piper betle Linn., antibacterial, phytochemical screening, TLC-
Bioautography, MIC 
 
 
 
 
 
 

 xvii



 

 

1

                                                           

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki kekayaan alam 

sangat melimpah.  Luas daratan Indonesia mencapai 1,3% dari permukaan 

bumi dan dihuni oleh beraneka ragam organisme, antara lain: mamalia (12%), 

reptil dan amfibi (16%), jenis burung (17%), jenis ikan (25 %), dan tumbuhan 

tingkat tinggi (lebih dari 10%).  Di antara beragam jenis flora yang tumbuh di 

Indonesia tersebut, terdapat banyak tumbuhan yang berpotensi sebagai obat 

dan telah digunakan untuk pengobatan tradisional.  Akhir-akhir ini, 

pemanfaatan herbal Indonesia mulai dikembangkan kembali dalam upaya 

back to nature, yaitu upaya penggalian potensi alam untuk mencari bahan 

baku obat-obatan dengan memanfaatkan tanaman yang telah diketahui 

manfaatnya oleh masyarakat.1     

Salah satu tanaman yang secara etnobotani telah digunakan untuk 

mengobati berbagai penyakit adalah sirih.  Tanaman ini tumbuh subur di 

daerah tropis dan memiliki berbagai manfaat, antara lain untuk mengatasi 

keputihan, menghilangkan bau badan, menahan perdarahan, mengatasi 

gangguan pencernaan, sariawan, radang mulut, malaria, infeksi kulit payudara 

pada ibu menyusui, dan sebagai kontrasepsi alami. Penelitian untuk 

 
  1 Euis Holisotan Hakim, Keanekaragaman Hayati sebagai Sumber Keanekaragaman Molekul 
yang Unik dan Potensial untuk Bioindustri,  Orasi Ilmiah, Majelis Guru Besar Institut Teknologi 
Bandung, 9 Februari 2007.   
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mengeksplorasi tanaman sirih sebagai obat telah banyak dilakukan.  Dari 

hasil penelitian, diketahui bahwa metabolit sekunder yang terkandung dalam 

sirih memiliki aktivitas fisiologis tertentu, seperti antimikroba, antiinflamasi, 

antiseptis, dan antifertilisasi.  Kemampuan sirih sebagai tanaman obat 

disebabkan banyaknya senyawa aktif yang terkandung di dalamnya, seperti 

minyak atsiri, asam lemak, dan ester lemak.2  Selain senyawa tersebut, diduga 

masih terdapat senyawa aktif lainnya yang cukup berpotensi sebagai obat.   

Sebagai negara tropis yang beriklim hangat, bakteri akan mudah 

tumbuh subur di Indonesia termasuk diantaranya, jenis bakteri yang bersifat 

patogen.  Penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini menjadi masalah yang 

cukup serius karena menimbulkan berbagai gangguan, seperti infeksi kulit, 

infeksi usus, infeksi saluran pencernaan, dan infeksi saluran pernapasan, 

sedangkan untuk penanggulangannya dibutuhkan obat-obatan antibakteri yang 

harganya cukup tinggi.  Hal ini disebabkan sulitnya mendapatkan bahan baku 

obat dan metode isolasi yang cukup rumit serta waktu yang dibutuhkan untuk 

memperoleh senyawa murni cukup lama.  Masalah lain yang mungkin timbul 

adalah tingginya resistensi bakteri terhadap senyawa antibakteri, serta 

toksisitas beberapa senyawa antibakteri terhadap tubuh.  Oleh karena  itu, 

perlu dicari sumber antibakteri baru yang cukup poten dan melimpah.  Dengan 

melihat kegunaan sirih sebagai tanaman obat di masyarakat, maka dipandang 

perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui potensinya sebagai antibakteri. 

                                                            
2 T. Nalina and Z.H. Rahim, The Crude Aqueous Extract of Piper betle L. and Its 

Antibacterial Effect Towards Streptococcus mutans, American Journal of Biotechnology and 
Biochemistry 3(1): 10-15 (Kuala Lumpur: Uniersity of Malaya. 2007), hlm. 10-15 
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Beberapa penelitian terdahulu untuk mengeksplorasi potensi sirih 

sebagai antibakteri telah dilakukan.  Namun selama ini penelitian masih 

terfokus untuk mengisolasi senyawa aktif daun sirih pada pelarut polar 

sehingga perlu dilakukan penelitian untuk menguji potensi antibakteri ekstrak 

daun sirih dari pelarut nonpolar.  Oleh sebab itu, akan dilakukan penelitian 

untuk menguji aktivitas ekstrak n-heksana dan etanol daun sirih terhadap 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Bacillus subtilis.  Pemilihan 

kedua pelarut didasarkan pada fakta bahwa keduanya mempunyai tingkat 

kepolaran yang cukup jauh, sehingga diharapkan akan diperoleh jenis senyawa 

aktif yang berbeda.  Ketiga bakteri uji dipilih berdasarkan perbedaan sifat 

bakteri.  Masing-masing bakteri mewakili kelompok bakteri Gram positif, 

Gram negatif, dan bakteri pembentuk endospora. 

B. Batasan Masalah 

1. Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak n-heksana dan etanol daun sirih. 

2. Identifikasi metabolit sekunder dilakukan dengan Kromatografi Lapis 

Tipis dan skrining fitokimia. 

3. Bakteri uji yang digunakan adalah Staphylococccus aureus, Escherichia 

coli, dan Bacillus subtilis. 

4. Uji aktivitas antibakteri dilakukan  dengan metode difusi agar 

mengggunakan paper disc. 

5. Profil metabolit sekunder yang menghambat pertumbuhan bakteri 

diketahui dari KLT-Bioautografi. 
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C. Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang masalah, maka rumusan masalah dalam 

penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Apakah ekstrak n-heksana dan ekstrak etanol dari daun sirih memiliki 

aktivitas  antibakteri? 

2. Jenis metabolit sekunder apakah yang terdapat pada ekstrak n-heksana dan 

ekstrak etanol daun sirih? 

3. Bagaimana profil metabolit sekunder yang dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri berdasarkan nilai Rf-nya? 

4. Berapa kadar minimum ekstrak n-heksana dan ekstrak etanol daun sirih 

yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri? 

D. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Menguji aktivitas antibakteri ekstrak n-heksana dan ekstrak etanol daun 

sirih terhadap Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Bacillus 

subtilis.  

2. Mengetahui jenis metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak n-heksana 

dan ekstrak etanol daun sirih. 

3. Memperoleh profil metabolit sekunder ekstrak  n-heksana dan ekstrak 

etanol daun sirih yang dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, dan Bacillus subtilis melalui teknik densitometri 

dan KLT-Bioautografi berdasarkan nilai Rf-nya. 
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4. Menentukan konsentrasi minimum ekstrak n-heksana dan ekstrak etanol 

daun sirih yang dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, dan Bacillus subtilis. 

E. Manfaat Penelitian 

 Manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Bagi Peneliti 

Menerapkan ilmu yang diperoleh selama kuliah, khususnya ilmu kimia 

dalam bentuk aplikasi penelitian dan tugas akhir berupa karya ilmiah 

sebagai persyaratan memperoleh gelar Sarjana S-1 Kimia di UIN Sunan 

Kalijaga. 

2. Bagi Mahasiswa 

Menambah wawasan keilmuan khususnya ilmu kimia dan membuka jalan 

bagi penelitian yang relevan. 

3. Bagi Lembaga 

Sebagai tambahan pengetahuan dan informasi bagi mahasiswa yang akan 

melakukan penelitian lebih lanjut. 

4. Bagi Masyarakat 

Dapat memberi gambaran dan informasi tentang sumber antibakteri 

alternatif dari senyawa bahan alam, untuk selanjutnya dapat diuji secara 

klinis. 
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BAB V 

PENUTUP 

 
A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah diuraikan, 

maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut : 

1. Ekstrak n-heksana dan etanol daun sirih memiliki aktivitas antibakteri, 

tetapi ekstrak etanol daun sirih lebih efektif dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri. 

2. Salah satu jenis senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

adalah senyawa fenol. 

3. Profil metabolit sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan ketiga 

bakteri uji dapat diketahui berdasarkan nilai Rf dari KLT-Bioautografi, 

yaitu ± 0,4. 

4. Nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration) ekstrak n-heksana daun 

sirih adalah 6, 25 mg/mL, sedangkan ekstrak etanol daun sirih adalah 

1,5625 mg/mL. 

B. Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian untuk mengisolasi senyawa murni ekstrak n-

heksana dan etanol daun sirih dan selanjutnya diuji aktivitasnya sebagai 

antibakteri. 

2. Perlu dilakukan uji secara klinis untuk mengetahui kemampuan daun 

sirih sebagai sumber herbal alternatif antibakteri. 
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Lampiran 1 

Tabel 1 Indeks Polaritas Pelarut 
Pelarut Indeks Polaritas 
Pentana 0 

1,1,2-triklorotrifluoroetana 0 
Siklopentana 0,1 

Heptana 0,1 
Heksana 0,1 

Iso oktana 0,1 
Petroleum eter 0,1 
Sikloheksana 0,2 
N-butilklorida 1,0 

Toluena 2,4 
Metal t-butil eter 2,5 

O-xylene 2,5 
Klorobenzena 2,7 

O-diklorobenzena 2,7 
Etil eter 2,8 

Diklorometana 3,1 
Etilen diklorida 3,5 
N-butil alkohol 3,9 

Isopropoil alkohol 3,9 
N-butil asetat 4,0 

Isobutyl alcohol 4,0 
Metal isoamil keton 4,0 
N-propoil alcohol 4,0 
Tetrahidrofuran 4,0 

Kloroform 4,1 
Metal isobutyl keton 4,2 

Etil asetat 4,4 
Metal n-propil ketone 4,5 

Metal etil ketone 4,7 
1,4-dioxana 4,8 

Aseton 5,1 
Methanol 5,1 

Piridin 5,3 
2-metoksietanol 5,5 

Asetonitrit 5,8 
Propilen karbonat 6,1 

N-n dimetilformamida 6,4 
Dimetil asetamida 6,5 
N-metilpirolidon 6,7 
Dimetilsulfoksida 7,2 
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Air 10,2 
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Lampiran 2 
 

PEMILIHAN FASA GERAK, HASIL PEMISAHAN, DAN NILAI Rf  

DIDETEKSI DENGAN LAMPU UV 366 nm 

Hasil  pemisahan senyawa dengan KLT dari berbagai sistem pelarut dapat 

disajikan dalam tabel 2 berikut ini: 

Tabel 2 Hasil Pemisahan KLT 
Ekstrak n-Heksana Ekstrak Etanol 

No Pelarut Jumlah 
Noda* 

Rf Jumlah 
Noda* 

Rf 

0,059 
0,176 

1. 
n-Heksana 3 

0,324 

-  

0,109 0,364 
0,227 

2. 
Etil asetat 3 

0,955 

2 
0,518 

3. Metanol 1 0,855 1 0,837 
0,055 
0,164 

4. 
Etil asetat:n-Heksana (1:1) 3 

0,4 

-  

0,091 0,182 5.  Etil asetat:n-Heksana (1:1) 2 0,309 
2 

0,545 
0,072 6. Etil asetat:n-Heksana (2:1) 2 0,164 

1 0,09 

0,2 0,564 
0,682 0,782 

7. 
Etil asetat:Metanol (1:1) 3 

0,882 

3 

0,855 
0,745 8. Etil asetat:Metanol (2:3) 1 0,764 2 
0,891 

9. Etil asetat:Metanol (2:1) 0,2 0,704 
0,564   3 
0,888 

2 
0,864 

10. n-Heksana:Kloroform (1:2)** 3 0,545 
0,855    0,964 

  

0,818 11. n-Heksana:Kloroform (7:3)** 2 0,919 
  

0,736 12. n-Heksana:Kloroform (9:1)** 2 0,945 
  

13. n-Heksana:Kloroform (8:2)** -    
14. Metanol:Kloroform (1:9) -  -  
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15. Metanol:Kloroform (1:1) 1 0,836 1 0,919 
16. Etil asetat:Etanol (1:1) -  1 0,727 
17. Aseton:Kloroform (2:1)***   -  
18. Metanol:Diklorometana 

(2:1)**   1 0,855 

0,085 
0,171 
0,28 
0,402 

19. 

n-Heksana:Diklorometana 
(1:2)** 5 

0,634 

  

20.  n-Heksana:Diklorometana 
(1:3)** 5 0,067   

   0,15   
0,192 
0,483 

 
  

0,5 

  

21. n-Heksana:Diklorometana 
(4:1)** -    

0,072 
0,218 
0,327 
0,582 
0,672 
0,828 

22. 

Diklorometana:Etil asetat 
(7:3)** 7 

0.89 

  

23. Kloroform:Diklorometana 
(2:1)*** 

0,311 

0,573   
 

 3 

0,757 
0,2 
0,317 
0,567 

24. 
Kloroform:Diklorometana 
(3:1)***  

 4 

0,717 
 
Keterangan: 
*  : diamati dengan lampu UV 366 nm 
** : dilakukan untuk ekstrak n-heksana 
*** : dilakukan untuk ekstrak etanol
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Lampiran 3  

UJI AKTIVTAS EKSTRAK n-HEKSANA DAN ETANOL TERHADAP 

S. aureus, E. coli, DAN B. subtilis 

Tabel 3 Diameter Zona Hambat Ekstrak n-Heksana dan Etanol (50 mg/mL) 
Diameter zona hambat (mm) Ekstrak S. aureus E. coli B. subtilis 

n-Heksana - 7 7 
 - 9 8 
 - 7 7 
Etanol 12 15 18 
 11 14 20 
 12 14 16 
Kontrol n-Heksana - - - 
Kontrol Etanol - - - 

 
Tabel 4 Diameter Zona Hambat Ekstrak n-Heksana dan Etanol (100 mg/mL) 

Diameter zona hambat (mm) Ekstrak S. aureus E. coli B. subtilis 
n-Heksana 6 7 7 
 6 6 7 
 7 6 6 
Etanol 19 17 15 
 17 18 16 
 18 18 15 
Kontrol n-Heksana - - - 
Kontrol Etanol - - - 

 
Tabel 5 Diameter Zona Hambat Ekstrak n-Heksana dan Etanol (200 mg/mL) 

Diameter zona hambat (mm)* Ekstrak S. aureus E. coli B. subtilis 
n-Heksana 6 7 8 
 6 7 7 
 - 9 7 
Etanol 16 21 23 
 16 22 25 
 18 18 25 
Kontrol n-Heksana - - - 
Kontrol Etanol - - - 

 
Keterangan: 
*  : Diameter paper disc = 5 mm 
-   : Tidak terdapat zona hambat di sekeliling paper disc 
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Lampiran 4 

GAMBAR UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK N-HEKSANA 

DAN ETANOL DAUN SIRIH TERHADAP S. aureus, E. coli, DAN B. subtilis 

Gambar 1 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak n-Heksana dan Etanol 
Konsentrasi 50 mg/mL 

S. aureus  E.coli 

B. subtilis 
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Gambar 2 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak n-Heksana dan Etanol 
Konsentrasi 100 mg/mL 

S. aureus  E.coli 

B. subtilis 
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Gambar 3 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak n-Heksana dan Etanol 
Konsentrasi 200 mg/mL 

S. aureus  E.coli 

B. subtilis 
 

 



  72

Lampiran 5 

HASIL MIC EKSTRAK n-HEKSANA DAN ETANOL DAUN SIRIH 

Tabel 6 Diameter Zona Hambat Hasil MIC Ekstrak n-Heksana dan Etanol 
Daun Sirih 

Diameter Zona Hambat (mm)* 
Ekstrak n-heksana Ekstrak etanol Konsentrasi 

(mg/mL) S. 
aureus 

E. 
coli 

B. 
subtilis 

S. 
aureus 

E. 
coli 

B. 
subtilis 

400** 8 9,5 9    
200 7 9 8 19 27 19 
100 6 8 7 17 19 14 
50 - 8 7 14 16 12 
25 - 8 7 11 13 9 
12,5 - 7 6 7 12 8 
6,25 - 6 - 6 11 7 
3,125 - - - - 9 6 
1,5625 - - - - 8 - 
0,78125 - - - - - - 
0,390625***    - - - 

 
Keterangan:  
* :Diameter paper disc = 5 mm 
* : konsentrasi ekstrak n-heksana 
** : konsentrasi etanol 
*** : tidak ada zona hambat di sekeliling paper disc 
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Lampiran 6 

 
GAMBAR HASIL MIC EKSTRAK n-HEKSANA DAN ETANOL 

Gambar 4 Hasil MIC Ekstrak n-Heksana 
 

S. aureus  E. Coli 

B. subtilis 
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Gambar 5 Hasil MIC Ekstrak Etanol 

S. aureus  E. Coli 

B. subtilis 
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Lampiran  7  

HASIL BIOAUTOGRAFI EKSTRAK n-HEKSANA DAN ETANOL 

DAUN SIRIH TERHADAP S. aureus, E. coli, DAN B. Subtilis 

Profil senyawa dari ekstrak n-heksana dan etanol daun sirih yang menghambat 

pertumbuhan bakteri berdasarkan KLT-Bioautografi disajikan pada Gambar 6.  

Gambar 6 Hasil Bioautografi Ekstrak n-Heksana dan Etanol Daun Sirih 
 

 

S. aureus  E. coli 

B. Subtilis 
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