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Pendahuluan

Eboni (Diospyros celebica Bakh.) merupakan salah 
satu jenis pohon endemik yang tumbuh di daerah 
Sulawesi Tengah dan Sulawesi Selatan (Gambar 1). Pohon 
ini memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi karena 
digunakan dalam pembuatan berbagai produk sehingga 
dapat meningkatkan devisa negara [1]. Sayangnya, serbuk 
yang merupakan hasil sampingan yang berlimpah dari 
pengolahan kayu eboni belum banyak dimanfaatkan.

Penelitian terdahulu telah mengungkap potensi ekstrak 
serbuk kayu eboni sebagai fungisida dan bakterisida [2]. 
Aktivitas fungisida ditunjukkan oleh ekstrak serbuk kayu 
eboni (Diospyros celebica Bakh.) pada konsentrasi 1% sampai 

5% dalam menghambat pertumbuhan jamur Phytophthora 
palmivora yang merupakan penyebab pembusukan pada 
buah. Aktivitas antijamur ini disebabkan oleh adanya 
beberapa senyawa metabolit sekunder seperti terpenoid, 
saponin, dan tannin yang diduga bersifat toksik terhadap 
jamur tersebut [3]. Penelitian lain juga telah memperkuat 
adanya aktivitas antibakteri serbuk kayu ini dengan 
teridentifikasinya golongan 
senyawa aktif  dalam ekstrak 
etanol seperti tanin, saponin, 
dan terpenoid yang terlihat pada 
hasil KLT bioautografi. Ekstrak 
serbuk kayu eboni memiliki nilai 
kadar hambat minimum (KHM) 
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ABSTRACT: Ebony (Diospyros celebica Bakh.) is one of the typical trees in Sulawesi. Wood sawdust as a by-product of wood 
processing has not been utilized further. It is reported that the ethanol extract of ebony wood powder exhibit antibacterial 
activities. This study aimed to separate the antibacterial the fractions. The liquid-liquid phase separation method was conducted 
by using hexane, ethyl acetate, n-butanol, and water as the solvents. The antibacterial activity of these fractions was by the disk 
and TLC-bioautography diffusion methodsof bioactive compounds using chromogenic reagents. The results showed that at the 
concentration of 1 mg/µL, the n-hexane fraction had the highest inhibitory activity against Escherichia coli with the inhibitory 
zone diameter of 12.53 mm containing steroids as the chemical constituents. Meanwhile, the most active fraction that inhibited 
the growth of Staphylococcus aureus was the ethyl acetate fraction with the inhibitory zone diameter of 14.77 mm containing 
terpenoids, phenolics, and steroids.

Keywords: Diospyros celebica Bakh.;disk diffusion;TLC-bioautography; antibacterial; Escherichia coli; Staphylococcus 
aureus.

ABSTRAK: Eboni (Diospyros celebica Bakh.) merupakan salah satu pohon khas daerah Sulawesi. Serbuk kayu sebagai hasil sampingan 
dari pengolahan kayu ini belum dimanfaatkan secara maksimal. Hasil penelitian pendahuluan menyatakan bahwa ekstrak etanol 
serbuk kayu eboni memiliki aktivitas antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan pemisahan senyawa antibakteri yang 
terdapat di dalamnya dengan metode fraksinasi cair-cair menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat, n-butanol, dan air, serta 
pengujian aktivitas antibakteri dari fraksi-fraksi tersebut dengan metode difusi cakram dan KLT bioautografi. Identifikasi golongan 
senyawa dari fraksi aktif dilakukan dengan menggunakan pereaksi kromogenik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada 
konsentrasi 1 mg/µL, fraksi n-heksan merupakan fraksi yang memberikan diameter hambat tertinggi terhadap Escherichia coli 
yakni sebesar 12,53 mm dengan golongan senyawa yang memiliki aktivitas penghambatan adalah steroid. Sedangkan fraksi etil 
asetat memiliki diameter hambatan tertinggi terhadap Staphylococcus aureus yakni sebesar 14,77 mm dengan golongan senyawa 
yang memberikan zona hambat yaitu terpenoid, fenolik, dan steroid.
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terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 
pada konsentrasi 6% dan 7% serta nilai kadar bunuh 
minimum (KBM) pada konsentrasi 12% dan 13%, secara 
berturut-turut [4].

Penelitian untuk memisahkan senyawa antibakteri 
yang terdapat pada ekstrak serbuk kayu eboni perlu 
dilakukan. Hal ini sekaligus untuk mengetahui potensi 
senyawa antibakteri yang terdapat dalam hasil pemisahan 
ekstrak serbuk kayu eboni menggunakan beberapa pelarut 
yang memiliki tingkat kepolaran yang berbeda. Identifikasi 
juga perlu dilakukan terhadap senyawa hasil fraksinasi yang 
dapat menghambat atau membunuh bakteri khususnya 
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi 
n-heksan, etil asetat, n-butanol dan air serbuk kayu eboni 
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 
dengan menggunakan metode difusi cakram serta untuk 
mengetahui golongan senyawa aktif  yang memberikan 
aktivitas tersebut.

Metode Penelitian 

Bahan
Serbuk kayu eboni (Diospyros celebica Bakh.) diperoleh 

dari Desa Kalukubula, Kecamatan Sigi Biromaru, 
Kabupaten Sigi, Sulawesi Tengah. Bakteri Escherichia coli 
dan Staphylococcus aureus didapatkan dari Balai Laboratorium 
Kesehatan Provinsi Sulawesi Tengah. Bahan-bahan yang 
digunakan meliputi air suling, etanol 96% (Bratachem, 
Indonesia), n-heksan (Merck, Jerman), etil asetat (Merck, 
Jerman), n-butanol (Merck, Jerman), dimetilsulfoksida 
(DMSO) (Merck, Jerman), lempeng KLT GF254 nm (Merck, 
Jerman), asam sulfat (H2SO4) 10 % (Merck, Jerman), 
pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) 1 % (Merck, Jerman), 

pereaksi anisaldehid-asam sulfat, pereaksi Lieberman-
Burchard, larutan 0,5 McFarland I, larutan NaCl 0,9% 
(Merck, Jerman), medium Nutrient Agar (NA) (OXOID, 
Inggris), medium Nutrient Broth (NB) (OXOID, Inggris).

Ekstraksi
Sebanyak 300 g serbuk kayu eboni dimaserasi dengan 

menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak 3 L. Ekstraksi 
dilakukan selama 5x24 jam dan dilakukan pengadukan 
setiap 1x24 jam. Maserat disaring lalu dipekatkan 
menggunakan vacuum rotary evaporator (Eyela N-1110S-
W-D, Jepang) pada suhu 70oC dengan kecepatan 100 rpm 
sampai semua pelarut menguap, kemudian dikeringkan.

Fraksinasi
Fraksinasi dilakukan dengan metode FCC (fraksinasi 

cair-cair) dengan pelarut n-heksan, etil asetat, n-butanol 
dan air secara berkesinambungan. Sebanyak 28,64 g 
ekstrak disuspensikan dalam 60 mL air-etanol (2:1), 
kemudian ditambahkan air hingga 200 mL. Campuran ini 
dimasukkan ke dalam corong pisah kemudian ditambahkan 
200 mL n-heksan, dikocok secara perlahan-lahan, lalu 
didiamkan hingga terbentuk 2 fase/lapisan. Lapisan 
n-heksan dipisahkan, kemudian lapisan airnya dipartisi 
kembali sampai lapisannya berwarna bening. Fraksinasi 
dilanjutkan menggunakan etil asetat dan n-butanol jenuh 
air dengan proses yang sama. Fraksi n¬-heksan cair, fraksi 
etil asetat cair, fraksi n-butanol cair dan fraksi air diuapkan 
pada suhu 50oC sampai diperoleh fraksi kering.

Pengujian Aktivitas Antibakteri
Pengujian antibakteri dilakukan dengan menggunakan 

metode difusi agar, yaitu dengan cara Nutrient Agar (NA) 
dalam keadaan cair dimasukkan ke dalam cawan petri yang 

Gambar 1.  Bentuk pohon eboni, batang eboniserbuk kayu eboni
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masing-masing berisi 0,1 mL suspensi bakteri Staphylococcus 
aureus dan Escherichia coli yang kekeruhannya setara dengan 
larutan standar 0,5 Mc Farland I (1,5 x 108 CFU/mL). 
Medium dihomogenkan lalu dibiarkan memadat secara 
merata. Paper disc (diameter 6 mm) diletakkan di atas 
permukaan agar kemudian ditetesi bahan uji dengan 
konsentrasi 0,25; 0,5; 0,75 dan 1 mg/µL sebanyak 5 µL, 
lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. 

KLT Bioautografi
Sebanyak 0,1 mL suspensi bakteri diinokulasikan ke 

dalam cawan petri steril lalu ditambahkan 10 mL medium 
NA. Fraksi dengan aktivitas antibakteri tertinggi ditimbang 
2 mg dan dilarutkan dalam 600 µL, kemudian ditotolkan 
sebanyak 5 µL pada pelat KLT dengan loading dose 15 µg 
kemudian dielusi menggunakan eluen dengan pemisahan 
terbaik. Pelat ini diletakkan pada permukaan media agar 
dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 1x24 jam. Zona 
hambat yang terbentuk kemudian diamati [5].

Identifikasi Senyawa
Hasil uji KLT bioautografi kemudian diidentifikasi 

golongan senyawa antibakterinya menggunakan pereaksi 
semprot FeCl3 1%, H2SO4 10%, pereaksi anisaldehid-asam 
sulfat, dan pereaksi Liebermann-Burchard [4,6].

Hasil dan Diskusi 

Serbuk kayu eboni diperoleh dari produk samping 
pengolahan kayu eboni yang dipisahkan dari pengotor dan 
ditampung dalam wadah kering. Serbuk ini tidak melalui 
proses pengolahan simplisia seperti pada umumnya yang 
menggunakan pencucian dengan air mengalir. Hal ini 
karena senyawa-senyawa pada serbuk kayu eboni dapat 
langsung terekstraksi dengan adanya air [3]. Hasil ekstraksi 
serbuk kayu eboni dengan metode maserasi menghasilkan 
ekstrak kental sebanyak 29,92 g dengan nilai persen 
rendemen 9,97%. Hasil ini lebih rendah jika dibandingkan 
dengan yang telah dilakukan oleh Wahyuni et al [4]. Hal 
ini diduga karena tidak dilakukannya proses remaserasi, 

Tabel 1. Hasil fraksinasi serbuk kayu eboni (Diospyros celebica Bakh.)

Fraksi Bobot Fraksi (g) Persen Rendemen Fraksi (%)

n-Heksan 4,29 14,97

Etil asetat 13,33 46,54

n-Butanol 5,98 20,87

Air 0,45 1,57

Recovery 24,05 83,95

Gambar 2.  Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi terhadap Eschericia coli, n=3
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sehingga rendemen yang dihasilkan lebih sedikit. Proses 
remaserasi dapat membantu melarutkan senyawa-senyawa 
yang sebelumnya tidak terlarutkan akibat telah jenuhnya 
pelarut oleh senyawa yang telah terekstraksi, atau karena 
telah terjadi kesetimbangan di luar dan di dalam sel. Proses 
remaserasi memberikan keterulangan kontak antara bahan 
yang akan diekstraksi dengan pelarut yang digunakan [10]. 
Hal ini akan memberikan kecenderungan peningkatan 
jumlah ekstrak yang diperoleh [11].

Hasil fraksinasi sampel dengan metode fraksinasi 
cair-cair dapat dilihat pada Tabel 1. Hasil tersebut 

menunjukkan bahwa ekstrak etanol serbuk kayu eboni 
setelah dipartisi memiliki kecenderungan larut dalam 
pelarut etil asetat (relatif  banyak yang bersifat semipolar). 
Hal ini sejalan dengan hasil penelitian yang telah dilakukan 
oleh Ariyanti dkk (2016), di mana fraksi semipolar (etil 
asetat-aseton) memiliki variasi komponen kimia yang lebih 
banyak dibandingkan dengan fraksi nonpolar dan fraksi 
polarnya [12].

Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi dari serbuk kayu 
eboni terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus 
aureus dengan metode disk diffusion menunjukkan bahwa 

Gambar 3.  Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi terhadap Staphylococcus aureus, n=3

Gambar 4.  Hasil KLT bioautografi

Fraksi n-heksan

Fraksi etil asetat

Lokasi zona hambat

E. coli S. aureus

Lokasi zona hambat

Lokasi zona hambat

Lokasi zona hambat
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fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dapat menghambat 
pertumbuhan kedua jenis bakteri tersebut, namun 
tidak demikian halnya dengan fraksi n-butanol. Hasil 
pengukuran diameter zona hambat dari fraksi dapat 
dilihat pada Gambar 2 dan Gambar 3. Potensi aktivitas 
antibakteri terbesar ditunjukkan oleh fraksi n-heksan 
terhadap bakteri E. coli dan fraksi etil asetat terhadap 
bakteri S. aureus, sedangkan fraksi air memiliki aktivitas 
yang rendah terhadap kedua jenis bakteri ini. Perbedaan 
potensi antibakteri pada kedua fraksi yang aktif  terhadap 
bakteri ini diduga karena pada fraksi n-heksan terdapat 
senyawa yang lebih berpengaruh terhadap bakteri E. coli, 
sedangkan pada fraksi etil asetat terdapat senyawa yang 
lebih memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri S. 
aureus dibandingkan dengan E. coli. 

Perbedaan aktivitas dari senyawa-senyawa yang 
terdapat pada kedua fraksi tersebut terhadap kedua jenis 
bakteri uji diduga karena senyawa antibakteri bekerja 
secara bersamaan pada koloni bakteri yang sama. Pada 
dasarnya, hal ini dapat memberikan efek berupa salah satu 
diantara hal berikut: (1) efek tidak berbeda, yaitu kerja 
kombinasi tidak lebih besar daripada kerja agen yang lebih 
efektif  bila digunakan tunggal; (2) efek bertambah, yaitu 
kerja kombinasi setara dengan jumlah kerja masing-masing 

obat bila digunakan tunggal; atau (3) sinergisme, yaitu 
kerja kombinasi secara nyata lebih besar dari pada jumlah 
kedua efek; atau (4) antagonisme, yaitu kerja kombinasi 
kurang efektif  daripada kerja agen yang lebih efektif  bila 
digunakan tunggal [9]. Selain senyawa yang berkontribusi 
dalam memberikan aktivitas antibakteri pada fraksi, sifat 
dan morfologi dari kedua jenis bakteri yang berbeda 
juga memungkinkan memberikan pengaruh terhadap 
perbedaan potensi antibakteri dari kedua fraksi tersebut. 

Uji aktivitas antibakteri fraksi-fraksi dengan potensi 
tertinggi dilanjutkan dengan menggunakan metode 
bioautografi kontak. Hasil pengujian aktivitas antibakteri 
dengan metode ini dapat dilihat pada Gambar 4. Senyawa-
senyawa (noda) yang memberikan aktivitas penghambatan 
dari hasil KLT bioautografi dapat dilihat dari nilai Rf  
masing-masing noda. 

Hasil identifikasi golongan senyawa melalui 
kromatografi lapis tipis dapat dilihat pada Tabel 2 dan Tabel 
3. Dari hasil tersebut, diduga senyawa yang memberikan 
penghambatan pertumbuhan bakteri pada fraksi n-heksan 
adalah golongan senyawa steroid sedangkan pada fraksi 
etil asetat yaitu golongan senyawa terpenoid, fenolik dan 
steroid. Hasil ini diperkuat dengan hasil indentifikasi 
KLT fraksi n-heksan terhadap noda yang menghambat 

Tabel 2. Hasil identifikasi senyawa antibakteri fraksi n-heksan menggunakan pereaksi semprot

Identifikasi Senyawa Nilai Rf
Warna noda

UV 254 nm UV 366 nm Pereaksi Semprot

Fenolik (FeCl3 1 %) 0,24 Hitam Coklat -

0,45 Hitam Merah muda -

0,77 Hitam Biru -

0,95 Hitam Ungu -

Saponin (H2SO4 10 %) 0,24 Hitam Coklat -

0,45 Hitam Merah muda -

0,77 Hitam Biru -

0,95 Hitam Ungu -

Terpenoid (anisaldehid-asam sulfat) 0,24 Hitam Coklat -

0,45 Hitam Merah muda -

0,77 Hitam Biru -

0,95 Hitam Ungu -

Steroid (Lieberman-Burchard) 0,24 Hitam Coklat Coklat

0,45 Hitam Merah muda Coklat

0,77 Hitam Biru Coklat

0,95 Hitam Ungu -
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pertumbuhan bakteri memberikan perubahan warna dari 
tidak berwarna (secara visibel) menjadi coklat setelah 
disemprot dengan pereaksi Liebermann-Burchard dan 
setelah dipanaskan pada ketiga noda (Rf  0,24; 0,45; 0,77) 
dengan satu noda yang belum teridentifikasi (Rf  0,95) 
sehingga diperlukan identifikasi lebih lanjut [13]. Pada 
fraksi etil asetat noda dengan Rf  0,51 setelah disemprot 
dengan pereaksi anisaldehid asam sulfat dan setelah 
dipanaskan memberikan warna biru. Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa senyawa tersebut diduga adalah 
senyawa terpenoid (monoterpen) [14]. Noda dengan 
Rf  0,65 setelah disemprot dengan pereaksi ferri klorida 
memberikan warna coklat. Hasil ini menunjukkan noda 
tersebut merupakan senyawa fenolik (asam fenolat) yang 
diduga merupakan asam vanilat [15]. Untuk noda dengan 
Rf  0,78 menunjukkan perubahan warna menjadi warna 
coklat setelah disemprot dengan pereaksi Liebermann-
Burchard dan setelah dipanaskan. Hasil ini memberikan 
gambaran bahwa noda dengan Rf  0,78 tersebut diduga 
senyawa steroid [13]. Noda dengan nilai Rf  0,41 belum 
dapat dideteksi sehingga masih membutuhkan penelusuran 
lanjutan.

Hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya 
menunjukkan adanya tiga golongan senyawa yaitu tannin, 

saponin, dan terpenoid pada ekstrak etanol serbuk kayu 
eboni [4]. Pada penelitian lanjutan ini mengenai aktivitas 
antibakteri fraksi dari serbuk kayu eboni menunjukkan 
hasil yang relatif  serupa dengan penelitian ekstrak 
kayu eboni dengan terdeteksinya senyawa terpenoid, 
steroid dan fenolik. Steroid telah dilaporkan memiliki 
sifat antibakteri. Hubungan antara membran lipid dan 
sensitivitas dari komponen steroid menunjukkan bahwa 
mekanisme gabungan antara steroid spesifik dengan 
membran lipid melalui beberapa aksi dapat menyebabkan 
bocornya liposom [16]. Mekanisme penghambatan 
pertumbuhan bakteri oleh senyawa terpenoid diduga 
karena senyawa tersebut akan bereaksi dengan porin 
(protein transmembran) pada membran luar dinding sel 
bakteri membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga 
mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya porin 
merupakan pintu keluar masuknya substansi, mengurangi 
permeabilitas dinding sel bakteri yang akan mengakibatkan 
sel bakteri akan kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan 
bakteri terhambat atau mati [17]. Senyawa-senyawa 
fenolik seperti asam-asam fenolat juga memiliki aktivitas 
antibakteri [16]. Senyawa-senyawa asam fenolat dapat 
menonaktifkan sel-sel CREC (carbapenem-resistant 
Enterobacter cloacae) dan pembentukan biofilm. Senyawa 

Tabel 3. Hasil identifikasi senyawa antibakteri fraksi etil asetat menggunakan pereaksi semprot

Identifikasi Senyawa Nilai Rf
Warna noda

UV 254 nm UV 366 nm Pereaksi Semprot

Fenolik (FeCl3 1 %) 0,41 Hitam Ungu -

0,51 Hitam Ungu Merah kecoklatan

0,65 Hitam Biru Coklat

0,78 Hitam Biru Coklat

Saponin (H2SO4 10 %) 0,41 Hitam Ungu -

0,51 Hitam Ungu Coklat

0,65 Hitam Biru -

0,78 Hitam Biru -

Terpenoid (anisaldehid-asam sulfat) 0,41 Hitam Ungu -

0,51 Hitam Ungu Hijau kebiruan

0,65 Hitam Biru Hijau

0,78 Hitam Biru Ungu

Steroid (Lieberman-Burchard) 0,41 Hitam Ungu -

0,51 Hitam Ungu Hitam

0,65 Hitam Biru -

0,78 Hitam Biru Coklat
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tersebut bisa menginduksi lisis sel yang mengakibatkan 
kerusakan membran sel dan kebocoran komponen 
intraseluler sel CREC. Selain itu, senyawa fenolat pada 
dua kali konsentrasi minimum inhibition concentration (2MIC) 
dapat menonaktifkan sel CREC biofilm dan karenanya 
berpotensi digunakan sebagai agen antibakteri alami untuk 
mengendalikan kontaminasi CREC terutama di industri 
makanan [19].

Senyawa steroid dapat terlarut ke dalam pelarut 
non-polar seperti n-heksan dan juga semipolar seperti 
etil asetat. Hasil ini sesuai dengan penelitian-penelitian 
lain yang menyatakan bahwa senyawa-senyawa steroid 
dari fraksi n-heksan memiliki aktivitas sebagai antibakteri 
[20-23]. Hal yang berbeda terjadi pada senyawa terpenoid 
yang memiliki kemampuan melarut dalam pelarut 
yang memiliki tingkat kepolaran yang lebih tinggi dari 
n-heksan seperti etil asetat, sebagaimana penelitian 
mengenai isolasi daun gaharu yang dilakukan oleh Yusuf  
dkk. (2016) menyatakan bahwa dalam fraksi etil asetat 
terdapat senyawa fridelanol yang merupakan golongan 
senyawa terpenoid [24]. Menurut literatur yang relevan, 
serbuk kayu eboni mengandung senyawa 6a, 12a-dihydro-
6H-(1,3)dioxolo 5,6) benzofuro (3,2-c) chromen-3-ol 
yang telah diketahui memiliki aktivitas antiangiogenik, 
senyawa benzene, 1,2,3-trimethoxy-5(2-propenyl) dengan 
aktivitas antioksidan, antiinflamasi, efek antitrombosis 
dan hipolipidemik, senyawa 3-O-methyl-d-glukosa yang 
memiliki sifat dapat melindungi sel beta pankreas terhadap 
toksisitas dari alloxan, senyawa p-cresol berperan dalam 
disfungsi endotel pada pasien uremik, dan itu dapat 
memperbaiki luka dan mengurangi perkembangan endotel. 
Selain itu, terdapat juga senyawa 2-naphthalenemethanol, 
decahydro-.alpha., .alpha., 4a-trimethyl-8-methylene-, [2R- 
(2.alpha., 4a.alpha., 8a.beta.)] dengan khasiat obat batuk 
dan pengencer dahak serta detoksifikasi [25].

Kesimpulan

Fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri terbesar 
dari serbuk kayu eboni (Diospyros celebica Bakh.) terhadap 
bakteri Escherichia coli adalah fraksi n-heksan dan fraksi 
etil asetat terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Golongan 
senyawa aktif  yang diduga memiliki aktivitas antibakteri 
yaitu steroid pada fraksi n-heksan dan terpenoid, fenolik, 
steroid pada fraksi etil asetat. 
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