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     ABSTRACT 

 
 

EXPLORATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES 

TESTS OF AVOCADO LEAF ETHANOL ESTRACT (Persea americana Mill.): 

EXTRACTION USING ULTRASONIC ASSISTED EXTRACTION 

By 

Elmira Rahmadhita 

 

Background: One of the cases in Indonesia was contaminated by pathogenic 

bacteria, namely Staphylococcus aureus and Escherichia coli which require more 

effective treatment to cure. The relationship between antioxidants and antibacterials 

is due to the secondary metabolite compounds contained in avocado leaves (Persea 

americana Mill.) extracted using the sonication method, which has antioxidant 

content and can inhibit the growth of microbes that cause infections. 

Methods: The research was conducted on avocado leaves extracted using the 

sonication method and tested for antioxidant activity and antibacterial test with 

antioxidant concentrations of 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm and 

antibacterial 10%, 20%, 40%, and 80% against Staphylococcus aureus and 

Escherichia coli bacteria. 

Result: The research results showed that the ethanol extract of avocado leaves 

(Persea americana Mill.) was identified antioxidant activity because the IC₅₀ value 

was 81.67 ppm wich means it has high antioxidant activity. The antibacterial test of 

ethanol extract of avocado leaves (Persea americana Mill.) against Staphylococcus 

aureus yielded the best antibacterial activity at a concentration of 80% with an 

average diameter of the inhibition zone of 52.22 mm and didn’t show inhibition zone 

against Escherichia coli bacteria. 

Conclusion: The ethanol extract of avocado leaves (Persea americana Mill.) yielded 

high antioxidant activity. The antibacterial activity was observed in the ethanol 

extract of avocado leaves (Persea americana Mill.) against Staphylococcus aureus 

and unidentified antibacterial activity againts Escherichia coli bacteria. 

 

Keywords: Persea americana Mill., Antioxidant, Antibacterial, Extraction, 

Ultrasonic Assisted Extraction. 
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ABSTRAK 

 
EKSPLORASI UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN ANTIBAKTERI 

ESTRAK ETANOL DAUN ALPUKAT (Persea americana Mill.) : EKSTRAKSI 

MENGGUNAKAN ULTRASONIC ASSISTED EXTRACTION 

 
Oleh 

Elmira Rahmadhita 

 

Latar Belakang: Adanya bakteri patogen yaitu Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli membutuhkan pengobatan yang lebih efektif untuk 

penyembuhannya. Adanya hubungan antioksidan dan antibakteri dikarenakan 

memiliki senyawa metabolit sekunder yang dimiliki oleh daun alpukat (Persea 

americana Mill.) yang diekstraksi menggunakan metode sonikasi memiliki 

kandungan antioksidan dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba penyebab 

infeksi. 

Metode: Penelitian dilakukan pada daun alpukat yang diekstraksi dengan metode 

sonikasi dan diuji aktivitas antioksidannya dan  uji antibakterinya dengan konsentrasi 

antioksidan 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm dan antibakteri 10%, 20%, 

40%, dan 80% terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan ekstrak etanol daun alpukat (Persea mericana 

Mill.) telah teridentifikasi memiliki aktivitas antioksidan karena memiliki nilai IC₅₀ 

yaitu 81,67 ppm yang artinya memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi. Uji 

antibakteri ekstrak etanol daun alpukat (Persea americana Mill.) terhadap 

Staphylococcus aureus menghasilkan aktivitas antibakteri yang terbaik pada 

konsentrasi 80% dengan rata-rata diameter zona hambat yaitu 52,22 mm dan tidak 

terlihat adanya daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli. 

Kesimpulan: Ekstrak etanol daun alpukat (Persea americana Mill.) menghasilkan 

aktivitas antioksidan yang tinggi. Aktivitas antibakteri yang diamati pada ekstrak 

etanol daun alpukat (Persea americana Mill.) terhadap Staphylococcus aureus dan 

tidak teridentifikasi aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli. 

 

Kata Kunci: Persea americana Mill., Antioksidan, Antibakteri, Ekstraksi, 

Ultrasonic Assisted Extraction. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 
 

Salah satu kasus pangan di Indonesia yaitu kasus mengenai pangan yang 

beracun karena telah terkontaminasi oleh bakteri patogen yang kemudian dapat 

tumbuh dan berkembang biak selama penyimpanan, sehingga bakteri tersebut 

mampu memproduksi toksin yang berbahaya bagi manusia. Bakteri yang 

terkait dengan keracunan makanan diantaranya adalah Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus. Escherichia coli patogen pertama kali teridentifikasi 

pada tahun 1935 sebagai penyebab diare (Bialystok, 2017) dan Staphylococcus 

aureus merupakan salah satu penyebab penyakit pada kulit, seperti infeksi 

yang berupa bisul, selulitis, impetigo dan juga dapat meningkatnya jumlah 

infeksi, penyakit, dan kematian (Rahman et al., 2018). Sehingga membutuhkan 

obat yang baik untuk menyembuhkannya. Oleh karena itu, terapi pengobatan 

terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang efektif sangat 

dibutuhkan. 

Antioksidan memiliki hubungan dengan antibakteri. Potensi daun alpukat 

(Persea americana Mill.) sebagai sumber antioksidan alami memiliki hasil 

penangkapan radikal bebas dan kemampuan mereduksi yang baik (Katja & 

Suryanto, 2009). Potensi daun alpukat
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sebagai antibakteri memiliki potensi sebagai antibakteri dikarenakan terdapat 

kandungan senyawa metabolit sekunder yang dapat menghambat bakteri 

(Wijaya, 2020). Uji aktivitas antibakteri fraksi daun alpukat terhadap bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus menunjukkan adanya potensi 

antibakteri pada semua fraksi daun alpukat yang ditunjukkan dengan adanya 

zona bening di sekitar paper disk pada biakan bakteri Escherichia coli (Sari et 

al., 2016). Beberapa penelitian telah menyebutkan bahwa ekstrak dari alpukat 

mengandung senyawa fenolik dengan aktivitas antioksidan dan antibakteri. 

Pemanfaatan keanekaragaman hayati di Indonesia banyak mengkaji pada 

tanaman yang memiliki efek sebagai antibakteri. Efek   antibakteri 

ditimbulkan oleh tanaman yang mengandung senyawa bioaktif metabolit 

sekunder diataranya senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin. Beberapa 

penelitian yang telah dilakukan menunjukan bahwa ekstrak daun alpukat dapat 

menghambat beberapa pertumbuhan bakteri gram positif dan gram negatif 

seperti Streptococcus pyogenes, Bacillus subtili, Klebsiella pneumonia, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Pseudomonas aeruginosa. 

Penelitian terdahulu menyatakan alpukat memiliki antioksidan yang baik dan 

dapat menyembuhkan luka. Diduga mekanisme penyembuhan luka tersebut 

melalui aktivitas antibakterinya (Silviana & Asri, 2022). Dibuktikan adanya 

Alpukat yang dijadikan tanaman obat tradisional untuk penyembuhan diare 

pada kajian etnobotani obat tradisional masyarakat suku batak di Desa Lawe 

Berbunga, Kecamatan Babul Makmur, Aceh Tenggara (Yanti et al., 2022). 

Mengacu pada studi literatur, penelitian tentang daun alpukat  secara spesifik 

hanya sebatas menggunakan metode ekstraksi maserasi dan belum ada 

penelitian mengenai uji aktivitas antioksidan dan aktivitas antibakteri dari 

ekstrak daun alpukat yang ekstraksinya menggunakan metode sonikasi yang di 

mana sonikasi memiliki keunggulan antara lain ukuran partikel yang kecil dan  

menghasilkan luas permukaan yang besar sehingga mempercepat penetrasi 

bahan aktif (Tardos, 2005). Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini 
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dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui bagaimanakah aktivitas antioksidan 

dan antibakteri ekstrak etanol daun alpukat dengan metode ekstraksi ultrasonic 

assisted extraction sebagai alternatif tanaman herbal pengganti antibiotik 

dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.
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1.2 Rumusan Masalah 
 

1. Bagaimana profil kandungan metabolit sekunder pada daun alpukat (Persea 

americana Mill.) menggunakan metode Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE)? 

2. Bagaimanakah potensi antioksidan daun alpukat (Persea americana Mill.) 

menggunakan metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)? 

3. Bagaimanakah efek aktivitas antibakteri daun alpukat (Persea americana 

Mill.) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli menggunakan Ultrasonic 

Assisted Extraction (UAE)? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 
 

1. Mengetahui profil kandungan metabolit sekunder pada daun alpukat 

(Persea americana Mill.) menggunakan Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE). 

2. Mengetahui potensi antioksidan daun alpukat (Persea americana Mill.) 

menggunakan metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE). 

3. Mengetahui efek aktivitas antibakteri (Persea americana Mill.) terhadap 

bakteri S. aureus dan E. coli menggunakan Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE). 

1.4 Manfaat Penelitian 
 

1.4.1 Bagi Peneliti 
 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan keilmuan bagi 

peneliti, meningkatkan kemampuan peneliti dalam menganalisis masalah 

dan sebagai wujud disiplin ilmu dari pengetahuan yang telah dipelajari 

peneliti. 
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1.4.2 Bagi Peniliti Lain 
 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi untuk penelitian 

selanjutnya dan dapat menjadi dasar pengembangan pengobatan alami 

berbasis daun alpukat (Persea americana Mill.) sebagai alternatif obat 

antioksidan dan antibakteri. 

 

1.4.3 Bagi Institusi 
 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi bahan pustaka bagi 

penelitian  yang serupa dan menambah publikasi bagi institusi. 

 

1.4.4 Bagi Masyarakat 
 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sumber informasi untuk 

masyarakat mengenai potensi ektstrak etanol daun alpukat (Persea 

americana Mill.) sebagai antioksidan dan antibakteri.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

 

2.1 Alpukat (Persea americana Mill.) 

Alpukat (Persea americana Mill.) merupakan tanaman obat dari Amerika 

tengah yang termasuk dalam family Lauraceae (Ranade & Thiagarajan, 2015). 

Tanaman ini telah menyebar dan dapat tumbuh subur di seluruh Negara tropis 

maupun subtropis, termasuk Indonesia. Buah alpukat termasuk dalam 

kelompok buah yang digemari oleh masyarakat Indonesia karena tidak hanya 

enak rasanya namun juga tinggi akan kandungan antioksidan di dalamnya 

(Adeyemi et al., 2002). Buah alpukat mempunyai aktivitas sebagai antibakteri 

dan antioksidan dan ekstraknyapun mengandung asam oleat berkisar 75,16% 

dan mempunyai aktivitas sebagai antioksidan (Alkhalaf et al., 2019). 

 2.1.1. Taksonomi 

Kedudukan tanaman alpukat (Persea americana Mill.) dalam sistem 

taksonomi (klasifikasi) tumbuhan tinggi adalah sebagai berikut : 

Kingdom  : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Anak divisi  : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledoneae 

Ordo  : Ranales 

Famili : Lauraceae 

Genus  : Persea 
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Spesies : Persea americana Mill. 

(Plantamor, 2012). 

 

Gambar 1. Tanaman alpukat (Persea americana Mill.). (Dokumentasi 

Pribadi) 

 

2.1.2 Habitat 

Tumbuhan alpukat dapat tumbuh di daerah beriklim tropis maupun 

subtropis dengan curah hajan 1.800-4.500mm/h.Tanaman ini  cocok pada 

iklim sejuk dan basah. Di Indonesia, tumbuhan alpukat dapat tumbuh 

pada Ketinggian antara 1 - 1.000 m diatas perukaan laut (Pravita, 2012). 

2.1.3 Anatomi dan Morfologi Tumbuhan Alpukat 

 

Tumbuhan alpukat memiliki sistem akar tunggal dengan panjang 5-10 

cm. Daun berbentuk bulat hingga oval, rata pada bagian tepi dan 

menggulung ke atas dengan panjang daun 10-20 cm dan lebar 3-10 cm, 

serta bertekstur halus pada bagian permukaan daun. Bunga berupa 

bunga majemuk dengan kelamin ganda, berwarna kuning kehijauan 

dengan bentuk seperti bintang dan terdapat pada ketiak daun pada 

bagian ranting dalam (Felistiani, 2017). Batang tumbuhan alpukat 

berwarna coklat, berbentuk bulat dan memanjang berukuran 5-10 cm, 

dilapisi kulit kayu yang keras serta memiliki banyak cabang pada bagian 

ranting (Abubakar et al., 2014). Buah tumbuhan alpukat berbentuk oval 

berukuran 10-20 cm, terdapat bintik ungu pada permukaan kulit luar, 

daging buah berwarna kuning tua hingga hijau muda (Pradita, 2017). Biji 
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berupa biji tunggal berbentuk bulat telur hingga oval, berwarna putih 

dengan diameter 2,5 cm (Yachya & Sulistyowati, 2015). 

2.1.3.1 Kandungan Daun Alpukat 

Daun alpukat mengandung senyawa kimia yang dapat 

dimanfaatkan untuk pengobatan. Senyawa kimia yang terkandung 

diantaranya saponin, alkaloid, flavonoid, dan tannin (Tengo et al., 

2013). Daun alpukat mengandung saponin sebesar 1,29/100 mg, 

flavonoid sebesar 8,11 mg/100 g, dan tanin sebesar 0,68 mg/100 

g. Alpukat merupakan buah bergizi tinggi dengan sejumlah 

senyawa fitokimia seperti saponin, alkaloid, flavonoid, tanin, 

asam folat, asam patogenat, asam oleat, beta- sitosterol, lesitin, 

niasin, vitamin (B1, B2, B5, C, A, K, E), mineral (fosfor, zat besi, 

tembaga, kalium, magnesium, zink, glutathione), dan serat 

(Dalimartha & Adrian, 2013). Buah alpukat mengandung vitamin 

E dan C ataupun flavonoid yang dapat menangkal radikal bebas 

penyebab kanker, serta vitamin A yang berperan melindungi mata 

dari degenerasi katarak dan makula (Andareto, 2015). 

2.1.3.2 Manfaat Daun Alpukat 

Daun alpukat memiliki berbagai manfaat untuk pengobatan. 

Manfaat daun alpukat diantaranya sebagai antioksidan (Asaolu et 

al., 2010), antihipertensi (Talha et al., 2011), antihiperlipidemia 

(Kolawole et al., 2012), antidiabetes (Marrero-Faz et al., 2014), 

antikanker (Mardiyaningsih & Ismiyati, 2014), antibakteri 

(Ogundare & Oladejo, 2014). Alpukat merupakan buah bergizi 

tinggi dengan sejumlah senyawa fitokimia seperti saponin, 

alkaloid, flavonoid, tanin, asam  folat, asam patogenat, asam oleat, 

beta-sitosterol, lesitin, niasin, vitamin (B1, B2, B5, C, A, K, E), 

mineral (fosfor, zat besi, tembaga, kalium, magnesium, zink, 
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glutathione), dan serat (Dalimartha & Adrian, 2013). Menurut 

Andareto (2015), buah alpukat mengandung vitamin E dan C 

ataupun flavonoid yang dapat menangkal radikal bebas penyebab 

kanker, serta vitamin A yang berperan melindungi mata dari 

degenerasi katarak dan makula. 

2.2 Antioksidan 

Antioksidan adalah zat yang menetralkan senyawa radikal bebas dan mencegah 

oksidasi senyawa lain. Kandungan total fenolik, kandungan flavonoid total, dan 

aktivitas antioksidan pada tanaman yang berbeda (Ibroham et al., 2022). 

Antioksidan adalah substansi yang dalam konsentrasi rendah sudah dapat 

menghambat atau menangkal proses oksidasi dan juga merupakan senyawa 

pemberi elektron (elektron donor) atau reduktan. Antioksidan juga merupakan 

senyawa yang  dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat radikal bebas 

dan molekul yang sangat reaktif (Vaya & Aviram, 2001; Winarsi, 2007). 

Antioksidan memiliki berat molekul rendah tetapi mampu melawan reaksi 

oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul atau senyawa yang tidak 

stabil dan sangat reaktif (Oktoba et al., 2023). Antioksidan dibutuhkan untuk 

menunda atau menghambat reaksi oksidasi oleh radikal bebas atau menetralkan 

dan menghancurkan radikal bebas yang dapat menyebabkan kerusakan sel dan 

biomolekul seperti DNA, protein, dan lipoprotein didalam tubuh yang akhirnya 

dapat memicu- terjadinya penyakit dan penyakit degeneratif (Alfira, 2014). 

Antioksidan dapat bersumber dari zat-zat sintetik atau zat-zat alami hasil 

isolasi. Adanya antioksidan alami ataupun sintetik dapat menghambat proses 

oksidasi lipid, mencegah kerusakan, dan perubahan degradasi komponen 

organik dalam bahan makanan. Antioksidan sintesis yang umum digunakan 

adalah butylated hydroxytoluen (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), 

teributylhydroxyquinone (TBHQ), asam galat dan propil galat. Antioksidan 

alami dapat diperoleh dari sayuran, buah-buahan, kacang-kacangan dan 

tanaman lainnya yang mengandung antioksidan bervitamin (vitamin A, C, dan 
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E). Asam-asam fenolat (asam ferulat, asam Klorogerat, asam elagat, dan asam 

kafeat) dan senyawa flavonoid seperti kuersetin, mirisetin, apigenin, luteolin, 

dan kaemfenol (Rohdiana, 2001). 

Antioksidan dapat dibedakan menjadi antioksidan enzimatik dan non 

enzimatik. Antioksidan enzimatik contohnya superoksid dismutase, katalase, 

gluthathione peroksidase. Sedangkan antioksidan enzimatik adalah kofaktor 

enzim antioksidan, penghambat enzim oksidatif, pembentuk khelat logam 

transisi, dan penangkap radikal bebas (Huang et al., 2005). 

Antioksidan adalah substansi yang dalam konsentrasi rendah sudah dapat 

menghambat atau menangkal proses oksidasi dan juga merupakan senyawa 

pemberi elektron (elektron donor) atau reduktan. Antioksidan juga merupakan 

senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat radikal 

bebas dan molekul yang sangat reaktif (Vaya & Aviram, 2001; Winarsi, 2007). 

Antioksidan dibutuhkan untuk menunda atau menghambat reaksi oksidasi olch 

radikal bebas atau menetralkan dan menghancurkan radikal bebas yang dapat 

menyebabkan kerusakan sel dan biomolekul seperti DNA, protein, dan 

lipoprotein didalam tubuh yang akhirnya dapat memicu terjadinya penyakit 

dan penyakit degeneratif (Alfira, 2014). 

2.3 Antibakteri 

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan 

pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. Pengendalian pertumbuhan 

mikroorganisme bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, 

membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah 

pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme (Sulistyo, 1971). 

Antimikrobia meliputi golongan antibakteri, antimikotik, dan antiviral 

(Ganiswara, 1995). 
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Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa 

antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara menghambat 

pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk, perubahan 

permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan keluarnya bahan 

makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat, 

penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan 

protein. Di bidang farmasi, bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, 

yaitu suatu substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat 

menghambat pertumbuhan mikroba lain. Senyawa antibakteri dapat bekerja 

secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik (Pelczar dan Chan, 1988). 

Menurut Madigan dkk. (2000), berdasarkan sifat toksisitas selektifnya, 

senyawa antimikrobia mempunyai 3 macam efek terhadap pertumbuhan 

mikrobia yaitu: 

1. Bakteriostatik memberikan efek dengan cara menghambat pertumbuhan 

tetapi tidak membunuh. Senyawa bakterostatik seringkali menghambat 

sintesis protein atau mengikat ribosom. Hal ini ditunjukkan dengan 

penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase 

logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik 

didapatkan jumlah sel total maupun jumlah sel hidup adalah tetap. 

2. Bakteriosidal memberikan efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak 

terjadi lisis sel atau pecah sel. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan 

antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. 

Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan 

jumlah sel total tetap sedangkan jumlah sel hidup menurun. 

3. Bakteriolitik menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga jumlah 

sel berkurang atau terjadi kekeruhan setelah penambahan antimikrobia. Hal 

ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia 

yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia 

pada fase logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup menurun. 
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Mekanisme penghambatan antibakteri dapat dikelompokkan menjadi lima, 

yaitu menghambat sintesis dinding sel mikrobia, merusak keutuhan dinding sel 

mikrobia, menghambat sintesis protein sel mikrobia, menghambat sintesis 

asam nukleat, dan merusak asam nukleat sel mikrobia (Sulistyo, 1971). 

Daya antimikrobia diukur secara in vitro agar dapat ditentukan kemampuan 

suatu zat antimikrobia (Jawetz , 2001). Adanya fenomena ketahanan tumbuhan 

secara alami terhadap mikrobia menyebabkan pengembangan sejumlah 

senyawa yang berasal dari tanaman yang mempunyai kandungan antibakteri 

dan antifungi (Griffin, 1981). 

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode 

pengenceran. Disc diffusion test dilakukan dengan mengukur diameter zona 

bening (clear zone) yang merupakan petunjuk adanya respon penghambatan 

pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam ekstrak. Syarat 

jumlah bakteri untuk uji kepekaan/sensitivitas yaitu 105-108 CFU/mL 

(Hermawan dkk., 2007). 

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan. Metode 

difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu metode silinder, metode 

lubang/sumuran dan metode cakram kertas. Metode lubang/sumuran yaitu 

membuat lubang pada agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. 

Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian 

lubang diinjeksikan dengan ekstrak yang akan diuji. Setelah dilakukan 

inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah 

hambatan di sekeliling lubang (Kusmayati dan Agustini, 2007). 

 

2.4 Escherichia coli 
 

2.4.1 Definisi 
 

Bakteri yang dikenal sebagai Escherichia coli adalah organisme gram- 

negatif berbentuk batang yang diklasifikasikan sebagai anggota famili 
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Enterobacteriaceae dan bagian dari kelas bakteri Gammaproteobacteria. 

Dalam kondisi pertumbuhan yang optimal, E. coli mampu tumbuh 

dengan cepat dan mereplikasi dirinya dalam waktu 20 menit (Jang et al., 

2017). E. coli merupakan penghuni komensal paling umum dari saluran 

pencernaan manusia dan menjadi salah satu patogen terpenting pada 

manusia sebagai komensal. Ia hidup dalam hubungan yang saling 

menguntungkan dengan inangnya dan jarang menyebabkan penyakit 

(Allocati et al., 2013). 

Meskipun demikian, sejumlah strain E. coli dapat menyebabkan diare 

atau penyakit ekstraintestinal baik pada individu yang sehat maupun 

dengan gangguan sistem imun (Gomes et al., 2016). E. coli juga menjadi 

penyebab paling sering dari infeksi aliran darah dan infeksi saluran 

kemih (ISK) di antara bakteri gram-negatif lainnya. Selain itu, E. coli 

sering ditemukan di saluran genital wanita, menyebabkan kolonisasi 

vagina dan/atau endoserviks serta berbagai infeksi pada wanita hamil, 

seperti infeksi intra-amnion dan nifas, dan infeksi neonatus, seperti sepsis 

neonatorum dini dan lanjut (Vila et al., 2016). 

2.4.2 Taksonomi 
 

Taksonomi bakteri Escherichia coli adalah sebagai berikut (Liu, 2019). 

Filum : Proteobacteria 

Kelas : Gammaproteobacteria 

Ordo : Enterobacteriales  

Famili : Enterobacteriaceae 

Genus : Escherichia 

Spesies : Escherichia coli 
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Gambar 2. Bakteri E. coli pada Pewarnaan Gram dengan Perbesaran 

100x (Samanta & Bandyopadhyay, 2020). 

2.4.3 Morfologi 

E. coli adalah bakteri gram-negatif, berbentuk batang pendek, berukuran 

0,5 µm x 1-3 µm, bervariasi dari bentuk kokoid hingga bentuk filamen 

panjang. E. coli tidak membentuk spora dan sebagian besar motil dengan 

flagela peritrichous. Namun, motilitas mungkin tidak diamati pada 

beberapa strain karena tidak adanya flagella (Samanta & 

Bandyopadhyay, 2020). E. coli bersifat anaerobik fakultatif dan 

menghasilkan gas dari fermentasi karbohidrat (S. L. Percival & 

Williams, 2014). 

Strain yang diadopsi di luar usus dienkapsulasi menghasilkan jenis 

koloni mukoid dalam media padat. Kapsul adalah polisakarida dan 

penentu virulensi yang memungkinkan bakteri patogen untuk 

menghindari atau melawan pertahanan inang yang tidak spesifik selama 

fase awal infeksi (Samanta & Bandyopadhyay, 2020). Strain mukoid 

kadang-kadang menghasilkan polimer ekstraseluler, umumnya disebut 

sebagai antigen K dan polisakarida asam, terdiri dari asam colanic, yang 

dikenal sebagai antigen M. E. coli menghasilkan berbagai jenis fimbriae 

yang penting selama adhesi sel inang. Fimbriae bervariasi baik secara 

struktural maupun antigenik pada strain E. coli yang berbeda (S. Percival 

et al., 2004). 
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2.5 Staphylococcus aureus 

Bakteri Staphylococcus kali pertama dikenal oleh Pasteur (1880) dan Ogston 

(1881), dari seorang penderita. Selanjutnya, Becker pada tahun 1883 berhasil 

melakukan biakan murni dan Rosenbach (1884) untuk kali pertama mengetahui 

adanya hubungan kausal antara timbulnya suatu penyakit osteomielitis dengan 

bakteri Staphylococcus (Dzen et al., 2003). S. aureus merupakan bakteri 

komensal dalam tubuh manusia tapi juga sering menjadi penyebab penting 

suatu infeksi (Wertheim et al., 2005). 

2.5.1 Klasifikasi 

Genus Staphylococcus sedikitnya memiliki 40 spesies. Tiga spesies 

utama yang memiliki kepentingan klinis adalah S. aureus, 

Staphylococcus epidermis, dan Staphylococcus saprophyticus. S. aureus 

bersifat koagulase-positif, yang membedakannya dari spesies lainnya 

(Brooks et al., 2007) 

2.5.2 Taksonomi Staphylococcus aureus 

 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Kelas : Bacili 

Ordo : Bacillales 

Family : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 

(Modric, 2011). 

 
2.5.3 Sifat dan Morfologi 

S. aureus termasuk dalam flora normal tubuh. Bakteri ini ditemukan 

lebih dari 40% berada pada hidung, kulit, aksila, dan perineum manusia 

(Gillespie & Bamford, 2000). S. aureus bersifat aerob dan anaerob 

fakultatif, tes katalase positif dan tahan hidup dalam lingkungan yang 

mengandung garam dengan konsentrasi tinggi (halofilik), misalnya NaCl 
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10%. S. aureus adalah bakteri Gram positif yang berbentuk kokus 

bergerombol seperti anggur pada pewarnaan Gram (Chiller et al., 2001). 

S. aureus berbentuk bulat (spheres) atau kokus dengan diameter 0,4- 1,2 

µm (rata-rata 0,8 µm). Hasil pewarnaan yang berasal dari perbenihan 

padat akan memperlihatkan susunan bakteri yang bergerombol seperti 

buah anggur, sedangkan yang berasal dari perbenihan cair bisa terlihat 

bentukan bakteri lepas sendiri-sendiri, berpasangan atau rantai pendek 

yang pada umumnya terdiri lebih dari empat sel (Dzen et al., 2003). 

Dengan pewarnaan gram bersifat gram positif. Namun dalam keadaan 

tertentu dapat pula bersifat gram negatif, misalnya S. aureus yang berasal 

dari bagian tengah koloni, S. aureus yang mengalami fagositosis oleh 

sel, dan S. aureus yang berasal dari perbenihan yang sudah tua (Dzen et 

al., 2003). 

S. aureus bersifat non-motile tidak membentuk spora. Sebagian besar 

spesies memiliki kebutuhan gizi kompleks relatif, tetapi pada umumnya 

mereka membutuhkan sumber organik nitrogen, dari 5 sampai 12 asam 

amino esensial, misalnya arginine, valine, dan vitamin B, termasuk 

thiamine dan nicotinamide (Harris et al., 2002). Bakteri tersebut tidak 

dapat bergerak, meskipun demikian dengan cara tetes gantung dapat 

ditemukan suatu gerakan Brown. Beberapa galur dari S. aureus dapat 

membentuk kapsul dan medium perbenihan yang 7 mengandung 

bikarbonat dapat merangsang pembentukan kapsul ini (Dzen et al., 

2003). 
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Gambar 3. Pewarnaan gram menunjukkan S. aureus bersifat gram positif, 

berbentuk kokus  dengan berpasangan, tetrad, dan kluster 

perbesaran 1000x (Brooks et al., 2007). 

2.5.4 Peremajaan Bakteri 

Peremajaan bakteri S. aureus memerlukan suhu optimal antara 28-38° C. 

Apabila bakteri tersebut diisolasi dari seorang penderita, suhu optimal 

yang diperlukan adalah 37° C. pH optimal untuk pertumbuhan S. aureus 

adalah 7,4 (Dzen et al., 2003). Suhu yang paling bagus untuk 

membentuk pigmen adalah 20-25° C. S. aureus mudah berkembang 

pada sebagian medium bakteriologik dalam lingkungan aerobik atau 

mikroaerofilik (Brooks et al., 2007). Pada umumnya S. aureus dapat 

tumbuh pada medium-medium yang biasa dipakai di laboratorium 

bakteriologi misalnya sebagai berikut : 

2.5.4.1  Nutrient Agar Plate (NAP) 

Medium tersebut penting untuk mengetahui adanya pembentukan 

pigmen dan S. aureus akan membentuk pigmen berwarna kuning 

emas. Koloni yang tumbuh berbentuk bulat, berdiameter 1-2 mm, 

konveks dengan tepi rata, permukaan mengkilat dan 

konsistensinya lunak (Dzen et al., 2003). 
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2.5.4.2  Blood Agar Plate (BAP) 

Medium tersebut dipakai secara rutin. Koloninya akan tampak 

lebih besar, dan pada galur yang ganas biasanya memberikan 

zona hemolisa yang jernih di sekitar koloni yang mirip koloni 

Streptococcus β hemolyticus (Dzen et al., 2003).  

Pada umumnya, untuk membiakkan S. aureus, perlu medium 

yang mengandung asam amino dan vitamin-vitamin, misalnya: 

threonin, asam nikotinat, dan biotin (Dzen et al., 2003). Untuk 

isolasi primer dari infeksi campuran, terutama yang berasal dari 

tinja atau luka-luka, perlu medium yang mengandung garam 

NaCl konsentrasi tinggi misalnya 7,5% atau medium yang 

mengandung polimiksin (Polymixin S. Medium) (Dzen et al., 

2003). 

   
 

Gambar 4. Koloni bakteri S. aureus pada blood agar plate setelah 

inkubasi 24 jam. (Brooks et al., 2007). 

2.5.5 Daya Tahan Bakteri 

S. aureus merupakan salah satu bakteri yang tidak membentuk 

spora yang paling tahan tehadap bahan kimia. Untuk itu, salah 

satu galur Staphylococcus tertentu seperti S. aureus ATCC 

29213 dapat digunakan sebagai standar tes evaluasi bahan 

antiseptika atau antibiotika (Dzen et al., 2003). S. aureus relatif 

resisten terhadap pengeringan, panas (bakteri ini tahan terhadap 
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suhu 50° C selama 30 menit), dan terhadap natrium klorida 9% 

tetapi mudah dihambat oleh zat kimia tertentu, seperti 

heksaklorofen 3% (Brooks et al., 2007). Bakteri ini dapat 

bertahan hidup sampai beberapa bulan dalam suhu kamar pada 

agar miring atau keadaan beku, dan dapat hidup selama 14- 16 

minggu dalam keadaan kering. Daya tahan terhadap bahan kimia 

bervariasi dalam fenol 2% mati dalam waktu 15 menit, dalam 

hidrogen peroksida 3% mati dalam waktu 3 menit, dan dalam 

tinctura iodii mati dalam waktu 1 menit (Dzen et al., 2003). 

Beberapa galur dari S. aureus menghasilkan enzim penisilinase 

sehingga resisten terhadap golongan obat penisilin, tapi biasanya 

masih peka terhadap golongan penisilinase, misalnya metisilin 

dan oksasilin. Namun demikian, juga telah dikenal galur 

Staphylococcus yang resisten terhadap metisilin yang dikenal 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan 

Methicillin Resistant Staphylococcus epidermidis (MRSE). 

Galur ini sering menimbulkan masalah di klinik karena sifatnya 

yang resisten β-laktam, tetapi biasanya masih peka terhadap 

vankomisin atau golongan aminoglikosida (Dzen et al., 2003). 

2.6 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu cara untuk memisahkan bagian-bagian yang berkhasiat 

obat dari suatu tumbuhan dengan menggunakan pelarut tertentu melalui 

prosedur standar (Azwanida, 2015). Ekstraksi dapat didefinisikan sebagai 

perlakuan bahan tanaman dengan pelarut dimana konstituen obat aktif 

dilarutkan dan sebagian besar bahan inert tetap tidak larut (Swamy & Akhtar, 

2019). Ekstraksi bertujuan untuk memisahkan metabolit tanaman yang larut 

dari bahan yang tidak larut (residu) sehingga dapat diperoleh senyawa yang 

diinginkan (Azwanida, 2015). Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dikenal 

sebagai menstrum dan bahan inert tidak larut yang tersisa setelah ekstraksi 
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disebut marc (Swamy & Akhtar, 2019). Prosedur ekstraksi terdiri dari langkah-

langkah berikut: (1) pelarut menembus matriks padat; (2) zat terlarut larut 

dalam pelarut; (3) zat terlarut berdifusi menjauh dari matriks padat; dan (4) zat 

terlarut yang diekstraksi dikumpulkan (Zhang et al., 2018). 

Terdapat beberapa cara yang dapat digunakan dalam proses pemisahan 

senyawa alami dari tumbuhan, yaitu metode konvensional dan metode modern. 

Metode ekstraksi konvensional terdiri dari maserasi, sokletasi, perkolasi, infus, 

rebusan, digesti, dan serial exhaustive extraction. Metode ekstraksi modern 

terdiri dari Supercritical CO₂ Extraction (SC–CO₂), Microwave-Assisted 

Extraction (MAE), Ultrasound-Assisted Extraction (UAE), EnzymeAssisted 

Extraction (EAE), Pressurized Fluid Extraction (PFE) (Alara et al., 2021). 

Metode konvensional umumnya dilakukan pada tekanan atmosfer sedangkan 

metode modern dilakukan pada tekanan dan/atau suhu tinggi (Rasul, 2018). 

Pada metode ekstraksi konvensional biasanya dibutuhkan pelarut organik 

dalam jumlah banyak dan durasi ekstraksi yang cukup lama. Dibandingkan 

dengan metode tradisional, metode ekstraksi modern memiliki banyak 

manfaat, seperti penggunaan pelarut organik yang lebih sedikit, waktu 

ekstraksi yang lebih singkat, dan selektivitas yang lebih tinggi (Zhang et al., 

2018). Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) disebut juga ekstraksi 

ultrasonik atau sonikasi. UAE menggunakan gelombang ultrasonik dengan 

rentang frekuensi 20-2000 KHz. Efek mekanis kavitasi ultrasonik inilah yang 

menyebabkan peningkatan kontak permukaan antara pelarut dan sampel, serta 

peningkatan permeabilitas dinding sel. Ultrasound dapat mengubah sifat 

fisikokimia bahan, menyebabkan dinding sel tanaman pecah, memungkinkan 

pelepasan senyawa, dan memudahkan pelarut untuk pindah ke sel tumbuhan. 
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Gambar 5. Ultrasonic Probe (Swamy & Akhtar, 2019). 
 

Metodenya mudah dan teknologinya cukup murah, sehingga cocok 

digunakan untuk ekstraksi fitokimia baik dalam skala kecil maupun besar 

(Azwanida, 2015). UAE memberikan reproduktifitas tinggi, waktu 

ekstraksi lebih singkat, jumlah pelarut lebih sedikit, suhu lebih rendah, 

dan jumlah energi lebih rendah daripada metode modern lainnya (Aziz et 

al., 2021).  

 

                                                                                       

Gambar 6. Ultrasonic water bath (Aziz et al., 2021). 

 

 

Salah satu metode ekstraksi yang menggunakan bantuan gelombang 

ultrasonik disebut Ultrasonic Assisted Extraction atau sonikasi. 

Gelombang ultrasonik adalah gelombang suara yang memiliki frekuensi 

(≥ 20 kHz) (Luque-García and Luque De Castro, 2003). Penggunaan 

gelombang ultrasonik dilakukan untuk memastikan kontak yang lebih 

efisien antara sampel dan pelarut yang digunakan, sehingga 

memungkinkan terjadinya proses ekstraksi yang lebih cepat (Jose-Luis 

& Capelo-Martinez, 2009). 



22 
 

Dengan gelombang ultrasonik, partikel padat dan cair digetarkan dan 

dipercepat kemudian zat terlarut dari sampel dengan cepat keluar dari 

fase padat ke pelarut (Uddin et al., 2018). UAE tidak membutuhkan 

instrumentasi yang rumit atau mahal, sehingga dapat digunakan baik 

dalam skala analitis maupun komersial (Picó, 2013). Mekanisme 

ekstraksi dengan menggunakan metode UAE dimulai dengan adanya 

energi mekanik yang diciptakan oleh getaran gelombang ultrasound pada 

frekuensi yang tinggi sehingga menyebabkan terbentuknya rongga dalam 

cairan. Selanjutnya terjadi ekspansi gelembung dengan penyerapan 

energi. Kemudian membran sel mengalami gangguan akibat pecahnya 

gelembung sehingga memudahkan terjadinya penetrasi pelarut ke dalam 

sampel. Terakhir, terjadilah pelepasan senyawa ke dalam pelarut yang 

digunakan. Faktor penting untuk mencapai ekstraksi yang efisien dan 

efektif menggunakan UAE adalah kadar air dan ukuran partikel sampel, 

pelarut, derajat kehalusan, frekuensi, dan waktu sonikasi (Uddin et al., 

2018). 

Kelebihan utama ekstraksi yang menggunakan gelombang ultrasonik 

adalah waktu ekstraksi yang lebih singkat dari waktu yang dibutuhkan 

oleh metode konvensional lainnya (Luque-García and Luque De Castro, 

2004). Penelitian yang dilakukan oleh (Jovanović et al., 2017) 

mengasilkan senyawa polifenol yang lebih tinggi dari Tymus serpyllum 

L. dengan metode UAE pada kodisi optimal (50% etanol sebagai pelarut, 

perbandingan rasio simplisia dan pelarut 1:30, ukuran partikel 0,3 mm 

dan waktu eksstraksi 15 menit) daripada metode maserasi dan ekstraksi 

dengan bantuan panas lainnya (Jovanović et al., 2017). Ekstraksi 

menggunakan gelombang ultrasonik juga dapat menurunkan suhu 

operasi pada ekstrak sehingga dapat digunakan pada ekstrak yang tidak 

tahan panas (Zou et al., 2014). 
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2.7 Senyawa Metabolit Sekunder 

Ada dua jenis senyawa yang dihasilkan oleh tumbuhan yaitu metabolit primer 

dan metabolit sekunder. Metabolit primer didistribusikan secara luas dan 

penting untuk aktivitas sel (Aminah et al., 2021). Metabolit sekunder terbukti 

memainkan  berbagai aktivitas pada tumbuhan. Metabolit sekunder secara tidak 

langsung terlibat dalam banyak tahap perkembangan tanaman dan 

meningkatkan kelangsungan hidup tanaman. Metabolit sekunder juga berguna 

dalam meningkatkan interaksi penyerbukan tanaman, mendorong penciptaan 

bakteri pengikat nitrogen, memberikan rasa dan warna tertentu pada tumbuhan, 

dan melindungi terhadap sinar ultraviolet (UV) yang terpancar dari sinar 

matahari. Metabolit sekunder tanaman juga berbukti memiliki aktivitas 

antibakteri dan dapat digunakan untuk alternatif pengobatan penyakit infeksi 

bakteri (Birchfield & McIntosh, 2020). Semua tanaman mengandung banyak 

metabolit sekunder, termasuk tanin, terpenoid, alkaloid, dan flavonoid, yang 

telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri secara in vitro (Kumari et al., 

2021). Struktur inti dalam metabolit sekunder yang banyak ditemukan pada 

tumbuhan adalah (1) senyawa yang mengandung N, (2) fenilpropanoid, (3) 

benzenoid, (4) flavonoid, dan (5) terpen (Wang et al., 2019). 
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____

_ 

Variabel Bebas 

 
Ekstrak Daun Alpukat 

(Persea americana Mill.) 

 
Variabel Terikat : 

 
Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas Antibakteri 

 

 

2.8 Kerangka Penelitian 
 

2.8.1 Kerangka Teori 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Kerangka Teori 

Keterangan : 

 
 

 

 

 
: Diteliti 
 

: Tidak diteliti 
 

2.8.2 Kerangka Konsep 
 

 

Gambar 8. Kerangka Konsep 

------- 

Senyawa Metabolit Sekunder 

Fenolik 

Antibakteri 

Staphylococcus 

aureus (Baktaeri 

Gram Positif) 

Escherichia coli 

(Bakteri Gram 

Negatif) 

) 

DPPH 

ABTS 

FRAP 

CUPRAC 

Antioksidan 

Tanin Steroid Terpenoid Flavonoid Alkaloid Saponin 

Ekstrak Daun Alpukat 
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2.8.3 Hipotesis 
 

Berdasarkan uraian di atas dapat dirumuskan suatu hipotesis sebagai 

berikut : 

 

H0 : Tidak terdapat aktivitas antioksidan dari ekstrak daun alpukat 

(Persea    americana Mill.) 

H1 : 

 

Terdapat aktivitas antioksidan dari ekstrak daun alpukat (Persea     

americana Mill.) 

H0 : Tidak terdapat aktivitas antibakteri dari ekstrak daun alpukat 

(Persea americana Mill.) terhadap pertumbuhan S. aureus dan                E. 

coli 

H1 : Terdapat aktivitas antibakteri dari ekstrak daun alpukat (Persea 

americana Mill.) terhadap pertumbuhan S. aureus dan               E. coli 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratorium. Tujuan 

penelitian ini dilakukan untuk melihat potensi ekstrak etanol daun alpukat 

(Persea americana Mill.) sebagai antioksidan dan antibakteri terhadap bakteri 

(S. aureus) dan (E. coli) dengan menggunakan metode Ultrasonic Assisted 

Extraction. Adapun pelarut etanol 96% digunakan untuk ekstraksi. Pengujian 

aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dan uji aktivitas antibakteri 

menggunakan metode uji difusi sumuran. Untuk mengidentifikasi senyawa 

metabolit sekunder, dilakukan uji penapisan  fitokimia.  

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di beberapa laboratorium berdasarkan tahapan    

penelitian, yaitu : 

a. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam Universitas Lampung. 

b. Laboratorium Kimia Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Lampung. 

c. Laboratorium Kesehatan Daerah    (Labkesda) Provinsi Lampung. 
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3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2024 – Mei 2024. 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 
 

3.3.1 Alat Penelitian 

Alat penelitian yang akan dipakai pada penelitian ini diantaranya 

ultrasonic cleaning bath (Ovan
®
), blender (Cosmos

®
) , seperangkat alat 

rotary evaporator (Buchi
®
), kertas saring (Whatman

®
), batang pengaduk 

(Pyrex
®
), aluminium foil (Total

®
), gelas ukur (Pyrex

®
), corong 

(Herma
®
), erlenmeyer (Herma

®
), gelas kimia (Pyrex

®
), labu ukur 

(Pyrex
®
), pipet tetes (Iwaki

®
), pipet volume (Pyrex

®
), tip (Onemed

®
), 

mikro pipet (Dragon Onelab
®

), oven (Memmert
®
), tabung reaksi 

(Iwaki
®

), neraca analitik (Optika
®

), plastik wrap (Klinpak
®
), cawan petri 

(Pyrex
®
), kawat ose (Iwaki

®
), incubator (Nesco

®
), pinset (Elbow

®
), 

jangka sorong (Taffware
®
), laminar air flow (Robust

®
), spektrofotometer 

UV-Vis UV-1900i (Shimadzu
®
). 

3.3.2 Bahan Penelitian 

Bahan penelitian yang akan dipakai pada penelitian diantaranya daun 

alpukat, etanol 96% (Smartlab
®
), aquades, H₂SO₄ 2N (Sigmaaldrich

®
), 

pereaksi Dragendorff (Sigmaaldrich
®

), Pereaksi Meyer (Sigmaaldrich
 ®

), 

Perekasi Wagener (Sigmaaldrich
 ®

), NaCl 0,9% (Sigmaaldrich
®
), HCl  

pekat (Mallinckrodt
®
), serbuk Mg (Sigmaaldrich

®
), serbuk zink 

(Granular
®

), FeCl₃ (Sigmaaldrich
 ®

), kloroform (Sigmaaldrich
 ®

), HCl 

2N (Sigmaaldrich
®
), Na₂CO₃ 7,5% (Sigmaaldrich

®
), pereaksi 

Liebermann-Burchad (Sigmaaldrich
®

), Nutrient Agar (NA) 

(Sigmaaldrich
®

), asam galat (Sigma
®
), reagen Folin-Ciocalteu 

(Sigmaaldrich
®

), DMSO 5% (Sigmaaldrich
®
), larutan standar 0,5 Mc 

Farland, bakteri S. aureus dan E. coli, Media TSB (Trypyicase Soy 

Broth) (Millipore
®
), antibiotik amoksisilin (Hexpharm

®
), larutan DPPH 

(TCI
®
), dan vitamin C (MERCK

®
). 
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3.4 Variabel Penelitian 
 

3.4.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah aktivitas ekstrak etanol daun 

alpukat  terhadap bakteri (S. aureus) dan (E. coli) dengan komponen 

senyawa kimia yang terkandung di dalam ekstrak etanol daun alpukat 

dengan perbandingan konsentrasi 10%, 20%, 40 %, 80%. 

 

3.4.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah hasil data uji aktivitas berupa 

lebar diameter zona hambat yang terbentuk oleh ekstrak etanol ditandai 

dengan adanya daerah bening di sekitar senyawa uji yang terdapat pada 

media agar-agar sebagai parameter menentukan adanya daya hambat 

pertumbuhan bakteri (S. aureus) dan (E. coli) dan kandungan aktivitas 

antioksidan pada daun alpukat dengan parameter nilai IC₅₀. 

3.5 Prosedur Penelitian 
 

3.5.1 Pengambilan Sampel 

Sampel yang digunakan adalah daun alpukat yang diperoleh dari 

Kelurahan Perumnas Way Halim, Kecamatan Way Halim, Bandar 

Lampung. Pengambilan sampel dilakukan pada pagi hari dikarenakan 

memiliki kualitas lebih baik. Sampel yang digunakan adalah daun yang 

memiliki warna hijau segar (basah) sebanyak 1 kg. 

3.5.2 Determinasi Tanaman 

Determinasi daun alpukat dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas 

Lampung. Uji determinasi daun alpukat dilakukan untuk memastikan 

tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman alpukat. 
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3.5.3 Persiapan Sampel 
 

Daun alpukat 1 kg dipisahkan dengan rantingnya, lalu dibersihkan 

dengan air mengalir untuk menghilangkan pengotor yang menempel. 

Kemudian, keringkan daun alpukat dengan cara di angin-anginkan 

terlindungi dari sinar matahari selama kurang lebih dua minggu. 

Selanjutnya, daun alpukat yang sudah kering kemudian dihaluskan 

menggunakan blender hingga menjadi serbuk simplisia. 

3.5.4 Pembuatan Ekstrak 

Serbuk simplisia daun alpukat ditimbang dan direndam dalam pelarut 

etanol 96% dengan perbandingan 1:7 selama 10 menit pada suhu kamar 

menggunakan ultrasonic bath pada suhu 40°C. Setelah proses sonikasi 

selesai, hasilnya disaring menggunakan kertas saring dan dimasukkan ke 

labu erlenmeyer. Setelah filtrat terkumpul, dilakukan pemekatan dalam 

rotary evaporator pada suhu 50°C untuk memperoleh ekstrak kental dan 

ditentukan persentase rendemennya (Mendez-Flores et al., 2018). 

 

3.5.5 Uji Penapisan Fitokimia 

Untuk mengetahui apakah ekstrak daun alpukat mengandung metabolit 

sekunder atau tidak, dilakukan uji penapisan fitokimia dengan 

menggunakan prosedur standar (Shaikh & Patil, 2020). Sejumlah uji 

penapisan fitokimia tersedia sebagai berikut : 

1. Uji Saponin (Foam test) 

Uji saponin dilakukan dengan melarutkan sampel dalam akuades 

kemudian dipanaskan selama 15 menit lalu dikocok selama 10 detik. 

Jika terbentuk buih yang stabil selama kurang lebih 10 menit dan 

ditambahkan beberapa tetes asam klorida 2 N, maka sampel positif 

mengandung saponin (Harborne, 1987). 
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2. Uji Alkaloid 

Uji alkaloid dilakukan menggunakan pereaksi Mayer (kalium 

tetraiodomerkurat (II)), Wagner (iodin dalam kalium iodida) dan 

Dragendroff (bismut nitrat dalam kalium iodida). Sampel yang 

mengandung alkaloid akan membentuk endapan jingga sampai 

kecoklatan dan terbentuk endapan apabila direaksikan dengan masing-

masing dari ketiga reagen tersebut (Harborne, 1987). 

3. Uji Flavonoid 

Identifikasi senyawa flavonoid dilakukan dengan menggunakan pereaksi 

serbuk magnesium (Mg) dan asam klorida pekat (HCl). Penambahan 

serbuk Mg bertujuan agar membentuk ikatan dengan gugus karbonil 

pada senyawa flavonoid. Penambahan HCl bertujuan untuk membentuk 

garam flavilium yang ditandai dengan perubahan warna menjadi merah 

jingga (Harborne, 1987). 

4. Uji Fenolik (Ferric Chloride test) 

Sebanyak 1 ml ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian 

ditambahkan 1 tetes FeCl₃ 5%. Adapun indikasi adanya senyawa 

fenolik dapat ditentukan dengan munculnya larutan berwarna hijau tua 

atau hitam kebiruan (Shaikh & Patil, 2020). 

5. Uji Tanin (Braymer’s test) 

Uji tanin/polifenol dilakukan dengan menambahkan larutan FeCl₃ 5 % 

terhadap sampel. Sampel mengandung polifenol akan membentuk 

senyawa kompleks Fe
3+

 - tanin/polifenol dengan ikatan koordinasi dan 

ada perubahan warna menjadi biru kehitaman/hijau kecoklatan. Hal ini 

terjadi karena atom O pada tanin mendonorkan pasangan elektron 

bebasnya ke Fe³
+
 yang membentuk ikatan kovalen koordinat dan 

menjadi suatu senyawa kompleks (Harborne, 1987). 
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6. Uji Terpenoid dan Steroid 

Uji terpenoid/steroid dilakukan dengan melarutkan sampel dengan 

pereaksi Liebermann Burchard (asam asetat anhidrat dan asam sulfat 

pekat). Sampel yang mengandung senyawa golongan steroid akan 

berubah warna menjadi hijau kebiruan. Sedangkan senyawa golongan 

triterpenoid akan berubah warna membentuk cincin coklat atau violet 

(Harborne, 1987). 

3.5.6 Uji Aktivitas Antioksidan 

Uji aktivitas antioksidan daun alpukat dilakukan  dengan menggunakan 

metode DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) dengan adanya sedikit 

modifikasi pada pengujian. Metode ini dikembangkan dengan tujuan 

untuk menentukan aktivitas antioksidan dengan menggunakan radikal 

bebas yang stabil, 1,1- Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH; C₁₈H₁₂N₅HAI₆, M 

=394.33). Pengujian DPPH merupakan metode yang valid, akurat, 

mudah dan ekonomis untuk mengevaluasi aktivitas penangkapan radikal 

antioksidan, karena senyawa radikal stabil (Kedare & Singh, 2014). 

Berikut adalah tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH 

(Tristantini et al., 2016). 

 

Tabel 1. Klasifikasi Kekuatan Antioksidan 
 

Nilai IC₅₀ Antioksidan 

<50 Sangat kuat 

50-100 Kuat 

100-150 Sedang 

             151-200 Lemah 

 
Di antara banyaknya metode penangkal radikal bebas, metode 1,1- 

Difenil- 2- Pikrilhidrazil (DPPH) dipilih karena lebih cepat dan sederhana 

(yaitu tidak melibatkan banyak langkah dan reagen) serta murah 

dibandingkan dengan model uji lainnya (Dontha, 2016). 
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Pengukuran aktivitas antioksidan pada daun alpukat, dengan adanya 

sedikit modifikasi yaitu 2 ml DPPH 0,1 mm ditambah dengan 1 ml 

presipitasi kental dengan konsentrasi 20 μg/ml; 40 μg/ml, 60 μg/ml; 80 

μg/ml dan 100 μg/ml. Campuran selanjutnya dikocok dan diinkubasi 

pada suhu kamar selama 30 menit ditempat gelap. Larutan ini selanjutnya 

diukur absorbansinya pada λ maks 517 nm. Aktivitas penangkapan 

radikal DPPH ditentukan dengan menggunakan kurva konsentrasi 

standar penghambatan radikal % DPPH (penghambatan radikal). 

 

                          
 

 

Nilai IC₅₀ (50% Inhibitory Concentration) ditentukan dengan analisis 

probit dari data log konsentrasi dengan probit persentase pengikatan 

radikal bebas. 

3.5.7 Aktivitas Antibakteri dengan Metode Sumuran 

Pembuatan media agar dalam pengujian, langkah pertama adalah 

mencampur 8 g Nutrient Agar (NA) dengan 400 mL aquades steril. 

Campuran tersebut dipanaskan mencapai titik didih. Proses pengadukan 

dilakukan menggunakan magnetic stirrer yang berguna untuk 

memastikan bahwa bahan di media tersebar merata dan tercampur baik. 

Kemudian, media tersebut dijalani proses sterilisasi dengan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah 

nutrient agar telah siap dan steril, media tersebut dituang ke dalam cawan 

petri yang telah disterilkan.  
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Tabel 2. Konsentrasi masing-masing sampel uji aktivitas antibakteri 
 

Sampel Staphylococcus aureus Escherichia coli 

Kontrol positif Amoxicillin 1% Amoxicillin 1% 

Kontrol negatif DMSO 5% DMSO5% 

Ekstrak 10% 100 mg/ml 100 mg/ml 
Ekstrak 20% 200 mg/ml 200 mg/ml 

Ekstrak 40% 
Ekstrak 80% 

400 mg/ml 
800 mg/ml 

400 mg/ml 
800 mg/ml 

 
 

Pada suhu 45°C ditambah suspensi bakteri S. aureus dan E. coli 

sebanyak 500 µL digoyang sampai homogen. Selanjutnya media 

ditunggu sampai mengeras dan padat. Selanjutnya dibuat lubang 

sumuran menggunakan ujung pipet kuning steril. Selanjutnya 

dimasukkan pada masing-masing lubang sebanyak 10%, 20%, 40%, 

80%, kontrol (+), dan kontrol (-) yang masing-masingnya 50 µL. 

Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Rizki et al., 

2022). 
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3.6 Diagram Alur Penelitian 

3.6.1 Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Bagan Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

 

3.6.2 Pengujian Aktivitas Antibakteri 
 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Bagan Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji Antibakteri Sterilisasi alat dan 

bahan 

Peremajaan bakteri 

Pembuatan 

inoculum bakteri 

Pembuatan media 

nutrien 

Pembuatan larutan 

uji 

Pembuatan larutan 

mc farland 

Uji diameter zona 

hambat 

Pembuatan 

suspensi bakteri 

Uji Antioksidan 
Membuat larutan DPPH 0,1 

mM 

Membuat larutan blanko, 

larutan konkonsntrol positif, 

larutan sampel 

Dikocok dan diinkubasi 

pada suhu kamar selama 30 

menit di tempat gelap 

Larutan diukur 

absorbansinya pada λ
maksimal 517 nm 
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3.7 Analisis Data 

Analisis uji aktivitas antioksidan pada penelitian ini, dilakukan pengambilan 

data sehingga data tersebut dapat dianalisa dan diolah. Teknik pengolahan data 

dilakukan dengan membandingkan konsentrasi dengan nilai % aktivitas 

antioksidan masing-masing sampel dalam sebuah grafik regresi yang dibuat di 

Microsoft excel 2021 dan untuk analisis data uji antibakteri dilakukan secara 

deskriptif dengan cara melakukan pengamatan berupa pengukuran zona 

hambat pada daerah yang berwarna bening yang terbentuk dari masing-masing 

konsentrasi ekstrak etanol daun alpukat terhadap pertumbuhan bakteri (S. 

aureus) dan (E. coli). 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Kandungan senyawa fitokimia yang terkandung dalam ekstrak etanol daun 

alpukat (Persea americana Mill.) mengandung senyawa saponin positif 

kuat, fenolik positif sedang, tannin, flavonoid, dan alkaloid positif lemah, 

dan negatif terhadap terpenoid dan steroid. 

2. Ekstrak etanol daun alpukat memiliki hasil IC₅₀ yaitu 81,67 ppm yang 

masuk dalam golongan IC₅₀ kuat. 

3. Ekstrak etanol daun alpukat memiliki avkitivitas antibakteri terhadap 

bakteri S. aureus dengan konsentrasi 10%, 20%, 40%, dan 80% memiliki 

diameter zona hambat rata-rata sebesar 12,1 mm, 12,43 mm, 13,6 mm, dan 

14,067. Sedangkan pada kontrol positif yaitu amoksisilin memiliki diameter 

hambat rata-rata sebesar 26,267 mm dan kontrol negatif tidak memberikan 

diameter zona hambat. Ekstrak etanol daun alpukat tidak memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri E. coli dan memiliki diameter zona hambat rata-

rata 33,83 mm terhadap kontrol positif amoksisilin. 

5.2 Saran 

Berdasarkan simpulan dari penelitian ini, penulis menyarankan : 

5.2.1 Bagi Peneliti selanjutnya perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

mengenai standarisasi daun alpukat yang lain yaitu kadar  abu, kadar 

abu tidak larut asam, kadar sari larut air  dan kadar sari larut etanol. 
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Selain itu, dapat dilakukan percobaan lanjutan dengan membuat 

konsentrasi ekstrak etanol daun alpukat menjadi lebih besar. 

5.2.2 Bagi Institusi Pendidikan dapat dijadikan sumber informasi ilmiah 

tambahan dan dijadikan acuan atau referensi bagi penelitian selanjutnya 

tentang manfaat ekstrak etanol daun alpukat sebagai data dukung 

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, khususnya di bidang 

agromedicine. 

5.2.3 Bagi Masyarakat dapat memberikan informasi kepada masyarakat 

mengenai aktivitas antioksidan dan antibakteri ekstrak etanol daun 

alpukat sebagai tanaman obat yang memiliki banyak manfaat untuk 

kesehatan tubuh. 
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