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The wole woe plant empirically in the community in Central 
Halmaherah district is used to treat various diseases, such as breast 
anticancer, cysts, vaginal discharge, diabetes mellitus, wounds, 
dysentery, cholesterol, and uric acid, which is thought to have 
bioactive compounds, that is antibacterial compounds. Therefore, a 
study was conducted to determine the antibacterial potential of the 
ethanol extract of wole woe stems against Pseudomonas 
aeruginosa and Bacillus subtilis bacteria using the agar diffusion 
method. The results of the screening test showed activity at a 
concentration of 0.1% and the results of the minimum inhibitory 
concentration test (MIC) and the minimum killing concentration test 
(MBC) obtained 1.6% for Pseudomonas aeruginosa bacteria. For 
Bacillus subtilis bacteria, the MIC value is 0.2% and the MBC value 
is 3.2%. The statistical test results of the inhibition zone diameter 
data from the antibacterial activity test against Pseudomonas 
aeruginosa and Bacillus subtilis bacteria showed that there was a 
difference in the ability to inhibit bacterial growth between the 
positive control and the test concentration group of 2.5%, 5% and 
10%. The results obtained from the ethanol extract of wole woe 
stems have potential as antibacterial. 
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ABSTRAK 

 
Tumbuhan wole woe secara empiris pada masyarakat di kabupaten Halmaherah Tengah 

digunakan untuk mengobati berbagai macam penyakit, seperti antikanker payudara, kista, keputihan, 
diabetes melitus, luka, disentri, kolesterol dan juga asam urat yang diduga memiliki senyawa bioaktif 
yaitu senyawa antibakteri. Sehingga dilakukan penelitian untuk melihat potensi antibakteri dari ekstrak 
etanol batang wole woe terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Bacillus subtilis dengan 
menggunakan metode difusi agar. Hasil penelitian pada uji skrining memberikan aktivitas pada 
konsentrasi 0,1 % dan hasil uji konsentrasi hambat minimum (KHM) dan uji konsentrasi bunuh 
minimum (KBM) diperoleh 1,6 % untuk bakteri Pseudomonas aeruginosa. Untuk bakteri Bacillus 
subtilis diperoleh nilai KHM 0,2 % dan nilai KBM 3,2 %. Hasil uji statistik data diameter zona hambatan 
dari uji aktivitas antibakteri terhadap pada bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Bacillus subtilis 
menunjukkan adanya perbedaan kemampuan penghambatan pertumbuhan bakteri antara kontrol 
positif dengan kelompok konsentrasi uji 2,5%,5% dan 10%. Berdasarkan hasil yang diperoleh ekstrak 
etanol batang wole woe memiliki potensi sebagai antibakteri 
 
Kata kunci: Antibakteri; KBM; KHM; Metode Difusi Agar; Tumbuhan Wole Woe. 
 
 

PENDAHULUAN  

Penyakit infeksi merupakan penyebab 

utama tingginya angka kematian di negara-

negara berkembang seperti halnya di 

Indonesia. Penyakit infeksi ini dapat 

disebabkan oleh mikroorganisme patogen, 

seperti bakteri, virus, parasit atau jamur.1 

Penyakit infeksi dapat dicegah atau diobati 

dengan mengunakan antibakteri.2 Antibakteri 

merupakan zat yang menghambat, membasmi 

ataupun membunuh bakteri.2 Penggunaan 

antibakteri banyak memicu terjadinya resistensi 

obat yang disebabkan oleh penggunaan 

antibakteri yang tidak tepat.3 Sehingga memicu 

penemuan sumber obat-obata antibakteri yang 

berasal dari bahan alam.4  

Pengembangan bahan alam baik dari 

tumbuhan maupun dari bahan lainnya sebagai 

obat tradisional dapat dilakukan dengan 

mengambil kebiasaan dari masyarakat dalam 

memanfaatkan bahan alam secara empiris.5 

Masyarakat di Indonesia memiliki kebiasaan 

menggunakan obat tradisional dalam 

mengobati berbagai penyakit. Obat tradisional 

adalah bahan alam atau ramuan bahan alam 

yang berasal dari tumbuhan, hewan, mineral, 

sediaan galenik atau campuran dari bahan-

bahan tersebut yang secara tradisional telah 

digunakan untuk pengobata secara turun 

temurun.6 

Tumbuhan wole woe merupakan salah 

satu tumbuhan  yang berasal dari hutan dan 

tumbuh secara liar dan secara empiris 

digunakan sebagai obat tradisional oleh 

masyarakat Weda di Kabupaten Halmahera 

Tengah. Masyarakat setempat menggunakan 

bagian batang dengan cara merebus bagian 

batang yang sudah dirajang kemudian diminum 

unutk mengobati berbagai penyakit. Untuk 

digunakan sebagai obat luka menggunakan 

kerokan kulit batang lapisan dalam dan 

menempelkan pada bagian luka. Masyarakat 

setempat meyakini batang wole woe dapat 

mengobati atau menyembuhkan penyakit 

seperti antikanker payudara, kista, keputihan, 

diabetes melitus, luka, disentri, kolesterol dan 

juga asam urat.7  

Menurut penelitian dari Rahman, S, dkk 

(2022), telah dilakukan uji skrining secara 

fitokimia, mengandung golongan senyawa 

alkaloid, flavonoid, saponin, teroid, terpenoid 

dan tanin.8 Menurut penelitian yang telah 

dilakukan oleh Fitriana, dkk (2022), ekstrak 

etanol batang wole woe memberikan aktivitas 
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terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Staphylococcus epidermidis.7 

Tumbuhan wole woe memiliki khasiat 

dalam banyak pengobatan, namun 

penggunaannya sebagai antibakteri secara 

ilmiah masih kurang, sehingga perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut untuk melihat aktivitasnya 

terhadap bakteri patogen Pseudomonas 

aeruginosa dan Bacillus subtilis dengan 

menggunakan metode difusi agar. 

METODE PENELITIAN  

Penyiapan Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dicuci bersih dan 

dikeringkan. Tabung reaksi dan vial ditutup 

mulutnya dengan kapas, cawan petri 

dibungkus dengan kertas, kemudian disterilkan 

pada oven dengan suhu 180 ̊C selama 2 jam. 

Jarum ose disterilkan dengan cara memijarkan 

pada api Bunsen. Medium yang digunakan 

disterilkan dengan otoklaf pada suhu 121oC 

selama 15 menit.9 

Ekstraksi Sampel 

Simplisia batang wole woe sebanyak 

200 gram dimasukkan dalam labu alas bulat 

1000 mL, ditambahkan pelarut etanol 70% 

sebanyak 700 mL sampai terendam 

seluruhnya. Sampel direfluks pada suhu 70°C 

selama 6 jam kemudian diangkat dan disaring 

sehingga filtrat dan ampas terpisah. Filtrat di 

tampung dalam wadah kaca berpenutup dan 

ampas di refluks kembali sebanyak 4 kali. 

Setelah itu ganti dengan sampel yang baru dan 

dilakukan lagi ekstraksi dengan menggunakan 

metode refluks kembali. Filtrat yang diperoleh 

kemudian di rotavapor dan diuapkan hingga 

diperoleh ekstrak etanol batang wole woe.10 

Penyiapan Mikroba Uji 

Bakteri Bacillus subtilis ATCC 6633 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

diremajakan pada medium NA miring dan 

diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37 ºC  

untuk bakteri.11 Bakteri uji hasil peremajaan 

disuspensikan dengan larutan NaCl fisiologis 

0,9% kemudian diukur Transmitan 25 % pada 

spektrofotometer uv-vis dengan panjang 

gelombang 580 nm.11 

Uji Skrining  

Ekstrak etanol batang wole woe 

ditimbang sebanyak 10 mg kemudian 

dilarutkan dengan dimetilsulfoksida (DMSO) 

sebanyak 0,2 mL setelah larut ditambahkan 9,8 

mL medium nutrient agar, sehingga diperoleh 

konsentrasi 0,1%. Campuran tersebut dituang 

ke dalam cawan petri dan dibiarkan memadat. 

Biakan bakteri uji yang telah disuspensi, 

masing-masing diambil sebanyak 20 µL dan 

diletakkan diatas medium yang telah padat, 

kemudian digoreskan menggunakan ose bulat 

(metode surface plate) serta diinkubasi pada 

suhu 37°C selama 1 x 24 jam.12 

Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum 

(KHM) 

Ekstrak etanol batang wole woe dibuat 

seri konsentrasi yaitu 0,025 %, 0,05 %, 0,1 %, 

0,2 %, 0,4 %, 0,4 %, 1,6 %, 3,2 %, 6,4 %, 12,8 

% untuk uji hambat minimumnya (KHM) 

terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 6633 

dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Suspensi bakteri sebanyak 20 µL dimasukkan 

kedalam cawan petri steril dan ditambahkan 

dengan 10 mL medium nutrient agar (NA), 

homogenkan dan dibiarkan memadat. 

Antimicrobial susceptibility test discs (disk 

blank) diletakkan diatas media padat lalu di 

tambahkan seri konsentrasi ekstrak yang telah 

dibuat sebanyak 20 µL. Diinkubasi pada suhu 

37 °C selama 24 jam. Amati diameter yang 

terbentuk untuk pengamatan konsentrasi 

hambat minimumnya.13 



Fitriana, et al., 2022; As-Syifaa Jurnal Farmasi; 14(2): 155-161 

158 

 

Pengujian Konsentrasi Bunuh Minimum 

(KBM) 

Pada penentuan kadar bunuh minimum 

diamati zona bening pada pengujian kadar 

hambat minimum apabila terdapat zona bening 

maka diinkubasi kembali selama 24 jam dan 

diamati kembali zona bening pada petri 

tersebut apabila tidak ditumbuhi bakteri maka 

zona bening tersebut merupakan Konsentrasi 

Bunuh Minimum (KBM).14 

Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Menggunakan Metode Difusi Agar 

Medium nutrient agar diambil sebanyak 

15 ml dan ditambahkan 20 µL suspensi bakteri 

uji, lalu dimasukkan kedalam cawan petri, 

homogenkan dan biarkan memadat. 

Antimicrobial susceptibility test discs (disk 

blank) diletakkan di atas medium padat 

kemudian dimasukkan ekstrak etanol batang 

wole woe sebanyak 20 µL dengan konsentrasi 

2,5 %, 5 % dan 10 % yang telah dilarutkan 

dengan DMSO dimasukkan ke dalam cawan 

petri. Setelah itu, diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 24 jam untuk bakteri. Kontrol positif 

menggunakan disk antibitoik Kloramfenikol dan 

Kontrol negatif menggunakan pelarut DMSO. 

Amati diameter zona hambatan yang terbentuk 

di sekitar disk uji.15 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Pada penelitian ini digunakan sampel 

tumbuhan batang wole woe yang berasal dari 

Halmahera Tengah, Maluku utara.  Simplisia 

batang wole woe diekstraksi dengan 

menggunakan metode refluks. Metode refluks 

adalah metode ekstrkasi dengan bantuan 

pemanasan. Ekstraksi refluks digunakan untuk 

mengekstrkasi bahan-bahan yang tahan 

terhadap pemanasan dan memiliki tekstur 

kasar, seperti batang, biji, akar.16  Pelarut yang 

digunakan pada saat ekstraksi adalah etanol 

70% dikarenakan etanol 70 % mempunyai daya 

penetrasi yang baik pada sisi hidrofil dan lipofil, 

sehingga dapat menembus membrane sel, 

masuk ke dalam metabolit di dalam sel.17 

Tabel 1. Hasil pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimimum) 
terhadap bakteri uji 

Konsentrasi (%) 

Bakteri uji (Diamater Zona Hambatan) (mm) 

Hasil KHM Hasil KBM 

B. subtilis P. aeroginosa B. subtilis P. aeroginosa 

12,8  15,00 16,80 13,10 14,21 
6,4 13,84 13,24 11,18 10,62 
3.2 12,87 11,46 10,31 8,78 
1,6 9,36 11,17 0 8,16 
0,8 8,21 0 0 0 
0,4 8,74 0 0 0 
0,2 8,12 0 0 0 
0,1 0 0 0 0 

0,05 0 0 0 0 
0,025 0 0 0 0 

Hasil pengujian skrining sebagai 

tahapan awal menunjukkan bahwa ekstrak 

etanol batang wole woe dengan konsentrasi 

0,1 % memberikan aktivitas terhadap bakteri 

Bacillus subtilis dan Pseudomonas aeruginosa. 

Setelah uji skrining dilakukan kemudian 

dilanjutkan dengan pengujian konsentrasi 

hambat minimum (KHM) dan pengujian 

konsentrasi bunuh minimum (KBM). 

Pengujian KHM dan KBM ini 

menggunakan  seri konsentrasi dari ekstrak 

etanol batang wole woe yaitu 0,025 %, 0,05 %, 

0,1 %, 0,2 %, 0,4 %, 0,4 %, 1,6 %, 3,2 %, 6,4 

%, 12,8 % terhadap Bacillus subtilis dan 
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Pseudomonas aeruginosa dengan metode 

difusi agar, setelah itu diinkubasi selama 1 x 24 

jam untuk menentukan nilai KHM nya dan 

diinkubasi selama 2 x 24 jam untuk 

menentukan nilai KBM nya. Metode ini 

dilakukan dengan cara mengamati daya 

hambat pertumbuhan mikroorganisme oleh 

ekstrak yang diketahui dari daerah sekitar 

kertas cakram (paper disk/disk blank) yang 

ditumbuhi oleh mikroorganisme.18 

Pengujian KHM ini digambarkan sebagai 

efek bakteriostatik sedangkan Pengujian KBM 

ini digambarkan sebagai efek bakterisida.19 

Dari tabel 1, dapat dilihat konsentrasi 12,8 % 

memiliki diameter zona hambatan paling besar 

dan semakin menurun konsentrasi diameter 

zona hambatan yang terbentuk semakin kecil. 

Adanya diameter zona hambatan yang 

terbentuk karena pada ekstrak etanol batang 

wole woe memiliki senyawa yang bersifat 

sebagai antibakteri.20 Zona hambat yang 

terbentuk karena kemampuan dari ekstrak 

untuk berdifusi pada media agar sehingga 

menghambat / membunuh bakteri uji.21 

Pengujian KHM menghasilkan diameter 

zona hambatan 11,17 mm untuk P. aeruginosa, 

dimana nilai KHM nya berada pada konsentrasi 

1,6 % sedangkan untuk  B. subtilis 

menghasilkan zona irradikal sebesar 8,12 mm, 

dimana nilai KHM nya berada pada konsentrasi 

0,2 %.  Untuk pengujian KBM menghasilkan 

zona radikal P. aureginosa sebesar 8,16 mm, 

dimana nilai KBM nya berada pada konsentrasi 

1,6 % sedangkan untuk B. subtilis sebesar 

10,31, dimana nilai KBM nya berada pada 

konsentrasi 3,2 %.  

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak 

etanol batang wole woe konsentrasi 2,5 %, 5 % 

dan 10 %  terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dan Bacillus subtilis menggunakan 

metode difusi agar dapat dilihat pada tabel 2. 

Tabel 2. Hasil uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji menggunakan metode difusi agar. 

Bakteri Uji Replikasi 
Diameter Zona Hambatan (mm) 

2,5 % 5% 10% K+ 

P. aeruginosa 

1 10.21 11.11 12.44 20.76 

2 10.1 10.16 12.96 22.35 

3 8.61 10.53 12.87 22.08 

B. subtilis 

1 10.48 10.53 12.57 29.87 

2 9.83 10.31 11.59 30.6 

3 9.83 11.24 12.73 30.7 

 

Adanya perbedaan konsentrasi 

mengakibatkan tingkat penghambatan 

pertumbuhan bakteri juga berbeda-beda. 

Semakin besar konsentrasi maka diameter 

zona hambatan yang terbentuk semakin besar, 

dimana zona hambat yang terbentuk di sekitar 

disk telah menyebar senyawa aktif metabolit 

sekunder dari ekstrak etanol batang wole 

woe.21 Menurut Nilasary, Chintami dan Citra 

(2020), yang dikutip dari (Davis dan Stout, 

1971), dimana menyatakan bahwa respon 

hambatan pertumbuhan lemah apabila 

diameter < 5 mm, sedang berdiameter 5 – 10 

mm, kuat berdiameter 10 – 20 mm dan sangat 

kuat berdiameter > 20 mm.22 

Hasil rata-rata pengukuran diameter 

zona hambatan pada konsentrasi 2,5 %, 5 % 

dan 10 %  pada replikasi 1 sampai 3,  Untuk 

bakteri P. aeruginosa, menunjukkan diameter 

zona hambatan berkisar 8,61 mm sampai 12,96 

mm, dimana pada konsentrasi 2,5 % 

menunjukkan dua respon pertumbuhan yaitu 

kategori sedang dan kuat sedangkan untuk 

konsentrasi 5 % dan 10 % menunjukkan respon 
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pertumbuhan dengan kategori kuat. Untuk 

bakteri B. subtilis menghasilkan diameter zona 

hambatan berkisar 9,83 mm sampai 12,73 mm, 

dimana pada konsentrasi 2,5 % menunjukkan 

dua respon pertumbuhan yaitu sedang  dan 

kuat sedangkan untuk konsentrasi 5 % dan 10 

% menunjukkan respon pertumbuhan dengan 

kategori kuat.  

Data diameter zona hambat selanjutnya 

dianalisa secara statistik menggunakan one-

way anova. Untuk bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dan Bacillus subtilis hasil uji 

menunjukkan adanya perbedaan antar 

kelompok konsentrasi (p<0,05). Untuk 

mengetahui perbedaan antar kelompok maka 

dilakukan uji post hoc LSD. Hasil uji 

menunjukkan adanya perbedaan antara 

kelompok kontrol positif dengan kelompok 

konsentrasi uji yang lain. Hal ini berarti bahwa 

kelompok kontrol positif memiliki perbedaan 

kemampuan penghambatan pertumbuhan 

bakteri dengan semua kelompok konsentrasi 

uji yang lain. Sedangkan kelompok konsentrasi 

uji 2,5% dan 5% menunjukkan tidak ada 

perbedaan. Hal ini berarti ekstrak konsentrasi 

2,5% dan 5% memiliki kemampuan 

penghambatan pertumbuhan bakteri yang 

sama. Berdasarkan analisa statistik diketahui 

bahwa bakteri Pseudomonas aeruginosa  dan 

Bacillus subtilis menunjukkan penghambatan 

yang sama. 

KESIMPULAN  

Ekstrak etanol batang wole woe memiliki 

potensi sebagai pada konsentrasi 2,5 %, 5 % 

dan 10 % terhadap bakteri P. aeroginosa dan 

B. subtilis.  
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