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ABSTRAK

Daun Sirsak merupakan salah satu tanaman yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh letak posisi daun dan aktivitas antibakteri. Masing-masing bagian
daun sirsak dimaserasi menggunakan etanol 70% menggunakan perbandingan 1:7 kemudian
dilanjutkan pengujian antibakteri, analisis kualitatif menggunakan UFLC. Aktivitas antibakteri
menggunakan metode Disc Diffusion Kirby-Bauer menggunakan medium MHA dengan waktu inkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeroginosa.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak pucuk sirsak yang paling baik aktivitas antibakteri
terdapat pada bagian pucuk yang memiliki daya hambat terhadap Staphylococcus aureus sebesar 12,73

mm dan Pseudomonas aeruginosa sebesar 11,83 mm.

PENDAHULUAN

Pencarian obat dan suplemen makanan yang
bersumber dari tanaman sangat meningkat pesat
dalam beberapa tahun terakhir ini. Penggunaan
obat tradisional dalam hal proses penyembuhan
dengan menggunakan tanaman digunakan untuk
mencegah atau mengobati kondisi menular.
Tanaman obat kaya akan berbagai senyawa
metabolit sekunder seperi tannin, terpenoid,
alkaloid dan flavonoid ditemukan secara in vitro
memiiki sifat antimikroba (1)

Pencarian antimikroba dari tanaman sampai saat
ini masih terus dilakukan karena banyaknya obat-
obat antibiotika yang mengalami resistensi.
Peningkatan resistensi antibiotika telah banyak
dilaporkan, salah satunya Staphylococcus aureus
terhadap  antibiotika  golongan  penisilin.
Prevalensi infeksi bakteri Staphylococcus aureus
sebanyak 233 isolat (9,43%) (2). Angka kejadian
infeksi nosokomial di dunia yang disebabkan oleh
bakteri P.aeruginosa sekitar 10-15% dan sekitar
10-20% pada unit perawatan intensif (ICU),
biasanya terjadi pada pasien septikemia, sistik
fibrosis, luka bakar, dan infeksi luka (3).
Penggunaan bakteri Staphylococcus aureus karena
semakin banyak peningkatan resistensi bakteri
terhadap antibiotika. Sedangkan penggunaan
Pseudomonas aeruginosa merupakan penyebab
pernafasan, lokasi operasi dan infeksi saluran
kemih pada pasien dari area perawatan intensif

(4).

Salah satu tanaman yang menunjukkan aktivitas
antimikroba adalah sirsak (Annona muricata
Linn.). Pada daun sirsak terdapat senyawa
acetogenins (5), B-caryophyllene (13.6%), &-
cadinene (9.1%), epi-a-cadinol (8.4%), a-cadinol
(8.3%) (Kossouoh etal., 2007), Bicyclogermacrene
(39,8%) (6), annomuricine dan muricapentocin
(7), hexadecanoic acid (Ci7H3402), and methyl
ester of 9-octadecenoic acid (Z) (Ci9H3602) (8),
Genticid acid (9).
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Dari beberapa penelitian menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun sirsak memiliki aktivitas
antibakteri Staphylococcus aureus dengan Kadar
Hambat Minimal (KHM) sebesar 128 mg/ml
(Bussmann et al, 2010). Ektsrak etanol 95%
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
gram positif (Staphylococcus aureus dan Bacilus
subtilis) (9). Ekstrak air memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aureus (Taylor, 2002). Fraksi etil
asetat daun sirsak memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus sebesar 29.3+1.5
mm dan Pseudomonas aureus sebesar 27.6+1.2
mm (10). Ekstrak metanol daun sirsak
mempunyai Kadar Hambat Minimal (KHM)
terhadap bakteri Staphylococcus aereus sebesar
156 pg/mL dan Pseudomonas aeroginosa sebesar
625 pg/mL (11). Ekstrak etanol daun sirsak
menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
Pseudomonas aeruginosa sebesar 18 mm dan
Staphylococcus aureus sebesar 18 mm (12).

Efek farmakologi suatu tanaman obat tergantung
pada senyawa kimia yang terkandung di dalam
tanaman tersebut. Sementara, kandungan
senyawa kimia dalam tanaman dipengaruhi oleh
faktor genetik, kondisi lingkungan (tempat
tumbubh, iklim), perlakuan selama masa tumbuh,
kondisi (umur dan cara panen) (13). Jika
dibandingkan = dengan  penelitian-penelitian
sebelumnya, beberapa peneliti menggunakan
berbagai jenis pelarut diantaranya metanol, n-
Heksan dan air. Namun dalam penelitian ini
menggunakan pelarut etanol. Dimana Asam
gentisat merupakan senyawa hydroquinone yang
dapat larut dalam etanol (14).

Berdasarkan latar belakang di atas, maka peneliti
tertarik ingin melakukan penelitian tentang
pengaruh posisi daun pada tanaman sirsak
(Annona muricata Linn.)dan aktivitas antibakteri



secara in vitro. Dimana bakteri yang digunakan adalah
Staphylococcus aureus mewakili bakteri gram positif dan
Pseudomonas aeruginosa mewakili bakteri gram negative.

METODE PENELITIAN

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksperimental yang dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu
pengolahan simplisia, ekstraksi, HPLC, wuji aktivitas
antibakteri dan pengolahan data. Penelitian ini dilaksanakan
pada bulan Maret 2018 bertempat di Laboratorium Fitokimia
dan Laboratorium Biofarmaka Pusat Kegiatan Penelitian
(PKP) Universitas Hasanuddin Makassar

Bahan - bahan yang digunakan adalah air suling, bakteri uji
Staphylococcus aureus ATCC 170718 dan Pseudomonas
aeroginosa ATCC 170830, daun sirsak (Annona muricata
Linn.) , Kloramfenicol, DMSO, NaCL 0,9%, kapas, kain kasa
steril, medium Muellen Hilton Agar (MHA). Bahan kimia
untuk ekstraksi adalah etanol 70%

Cara kerja pembuatan ekstrak yaitu Masing-masing serbuk
daun sirsak (Annona muricata Linn.) berdasarkan posisi
daun (pucuk, tengah dan pangkal) 250 g sampel serbuk
dimaserasi dengan menggunakan pelarut etanol 70% dengan
perbandingan 1:7. Kemudian ditutup dan didiamkan sambil
sesekali diaduk. Proses maserasi dilakukan dengan
mengganti pelarut tiap 1x24 jam selama tiga hari. Hasil
maserasi dikumpulkan dan disaring. Filtratnya kemudian
diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak etanol daun sirsak. Ekstrak kental yang diperoleh
ditimbang dan disimpan di dalam desikator sebelum
digunakan untuk uji selanjutnya.

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengetahui golongan
senyawa yang terkandung dalam ekstrak sirsak. Kandungan
yang diperiksa adalah golongan flavonoid, alkaloid, saponin,
dan tanin.

Uji aktivitas antibakteri dengan metode Disc Diffusion Kirby-
Bauer dengan metode agar berlapis. Base Layer tidak
menggunakan bakteri uji kemudian dibiarkan memadat.
Selanjutnya Seed Layer mengandung bakteri uji yang
dicampurkan pada medium. Dibiarkan hingga memadat
selama kurang lebih 5 menit.

Kertas cakram berdiameter 6 mm yang steril yang
mengandung ekstrak uji (2 mg/disc) ditunggu hingga kering
kemudian di letakkan pada medium yang telah disiapkan.
Sebagai kontrol positif yang digunakan adalah Amokcicillin
dan kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 10%.
Kertas cakram tersebut kemudian ditempatkan diatas
permukaan media sesuai dengan posisi yang ditentukan.
Setiap perlakuan dibuat sebanyak 3 kali pengulangan. Media
diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam. Selanjutnya
diamati zona hambat yang terbentuk dengan melihat zona
bening di sekitar cakram.

Pengukuran Sampel menggunakan HPLC. Kolom dimasukkan
ke dalam wadah sampel pada instrumen, instrumen
dinyalakan dan dipilih metode analisis dengan waktu running
sekitar 10-15menit. Sampel yang telah divortex diinjeksikan
ke dalam alat HPLC kemudian diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 246 nm dan 366 nm. Dihasilkan
kromatorgram yang kemudian dianalisis sampel yang
diperoleh.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Daun sirsak (Annona muricata Linn.) di bagi atas tiga bagian
yaitu pucuk, tengah dan pangkal. Masing-masing simplisia
sampel 200 g di maserasi selama 3 hari dengan pelarut etanol
70% menggunakan perbandingan 1:7. Selama maserasi
dilakukan pengadukan berulang agar kontak antara pelarut
dengan bahan lebih optimal sehingga kondisi jenuh yang
terlalu cepat dapat dihindari. Maserat yang didapat kemudian
divapkan dengan vacum rotary evaporator. Suhu yang
digunakan adalah 58¢ C karena titik didih etanol adalah
78,5°C dan diharapkan pelarut etanol akan menguap serta
senyawa aktif dalam daun sirsak yang sudah tersari tidak
rusak oleh suhu yang tinggi. Hasil ekstrak cair yang didapat
dari proses evaporasi selanjutnya diuapkan lagi. Ekstrak
etanol daun sirsak berwarna coklat, berbau khas
konsistensinya kental dan tidak dapat dituang dalam keadaan
dingin. Diperoleh ekstrak etanol kental daun pucuk seberat
10,7738 g dengan rendemen 5,386 %, ekstrak etanol daun
tengah seberat 16, 7068 g dengan rendamen 8,3535 % dan
ekstrak kental daun pangkal seberat 14,6732 g dengan
rendamen 7,336%.

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia pada tabel 1 yang
dilakukan dapat diketahui bahwa ekstrak etanol daun sirsak
mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin
yang ditandai dengan adanya endapan dan terbentuknya
warna yang spesifik untuk senyawa-senyawa tersebut.

Tabel 1. Hasil penapisan fitokimia daun sirsak

Ekstrak Ekstrak Ekstrak
Senyawa Pucuk Tengah Pangkal
Daun Daun Daun
Sirsak Sirsak Sirsak
Flavonoid + + +
Alkaloid + + +
Saponin + + +
Tanin + + +

Menurut Rarassari et al (2016) analisis fitokimia pada
ekstrak etil asetat daun Annona muricata Linn. memiiliki
kandungan senyawa saponin, tanin/polifenol, flavonoid, dan
steroid. Menurut Vijayameena (2013) menyebutkan bahwa
ekstrak etanol daun sirsak mengandung alkaloid, flavonoid,
glikosida, saponin dan tannin. Penelitian lain juga
menyebutkan ekstrak metanol daun sirsak mengandung
senyawa golongan fenolik dan terpenoid/steroid, ekstrak etil
asetat daun sirsak mengandung senyawa golongan alkaloid
dan ekstrak etil asetat daun sirsak mengandung senyawa
terpenoid/steroid (15)

Penentuan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
sirsak dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan
disc cakram. Menggunakan kontrol negative DMSO, kontrol
positif Amoxicillin, dan konsentrasi larutan uji 10% (b/v).
Diameter yang berada disekitar disc diukur dengan tujuan
mengukur kekuatan hambatan obat terhadap bakteri yang
diuji. Zona hambat bening di sekitar kertas cakram yang
terbentuk diukur menggunaka jangka sorong. Hasil
pengukuran diameter rata-rata daerah hambatan
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aures dan Pseudomonas
aeroginosa dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 1.

Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus yang terlihat pada Tabel 2. diperoleh
ekstrak daun pucuk sirsak memiliki diameter hambat sebesar
12.73 mm dengan standar deviasi sebesar 0.25 dan pada
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Tabel 2. Hasil Pengujian Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Sirsak

Diameter Zona

Rat
No Bakteri Bagian Hambat ata
Rata
1 I nm
12,73
Pucuk 13,00 12,5 12,7 +0.95
Staphylo-
10,34
1 coccus  Tengah 888 127 96 ;.
aureus
11,04
Pangkal 12,5 9,83 10,8 4135
11,83
Pucuk 11,2 11,5 128 £0.65
P -
;iuniz Tengah 100 122 102 0B
' & ’ ’ ’ +1,21
aeroginosa
11,1
Pangkal 11,2 12,1 10,0 4105

Keterangan:

1 = Ekstrak Pucuk Daun Sirsak

2 = Ekstrak Tengah Daun Sirsak

3 = Ekstrak Pangkal Daun Sirsak

Gambar 2. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Terhadap (A) Bakteri
Staphylococcus aureus dan (B) Bakteri Pseudomonas aeroginosa.

ekstrak daun tengah sirsak memiliki diameter hambat
sebesar 10.34 mm dengan standar deviasi sebesar 2.03 dan
ekstrak daun pangkal sirsak diameter hambat 11.04 mm
dengan nilai standar deviasi sebesar 1.36. Sedangkan hasil
pengukuran aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeroginosa diperoleh ekstrak daun pucuk sirsak memiliki
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diameter hambat sebesar 11.83 mm dengan standar deviasi
sebesar 0.65 dan pada ekstrak daun tengah sirsak memiliki
diameter hambat sebesar 10.8 mm dengan standar deviasi
sebesar 1.21 dan ekstrak daun pangkal sirsak diameter
hambat 1.1 mm dengan nilai standar deviasi sebesar 1.05.
Perbedaan tersebut tidak signifikan dan hasil uji statistik
didapatkan bahwa nilai yang didapat >0.05 artinya posisi
daun (pucuk, tengah dan pangkal) tidak terdapat perbedaan.
Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa ekstrak
pucuk daun sirsak yang memiliki aktivitas antibakteri yang
paling bagus.

Aktivitas antibakteri dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor
yang dibagi menjadi faktor biologis dan faktor teknis. Faktor
teknis sebagian besar dapat dikendalikan oleh peneliti
namun faktor biologis tidak dapat dikendalikan oleh peneliti.
Brooks et al. (2008) juga menyatakan bahwa aktivitas
antibakteri dipengaruhi beberapa faktor yaitu konsentrasi
ekstrak, kandungan senyawa antibakteri, daya difusi ekstrak,
dan jenis bakteri yang dihambat

Beberapa faktor yang juga mempengaruhi mutu ekstrak yaitu
faktor kimia seperti jenis dan jumlah senyawa kimia, metode
ekstraksi dan pelarut yang digunakan. Selain itu, adanya
variasi biologis, misalnya tempat asal daun sirsak yang
digunakan. Faktor-faktor lingkungan seperti suhu udara,
kelembapan relatif, radiasi matahari, angin, suhu tanaman,
ketersediaan air, ketercukupan cahaya dalam proses
fotosintesis sangat memengaruhi fungsi fisiologis, bentuk
anatomis, dan siklus hidup tumbuhan. Pada daun yang masih
muda, mengandung zat-zat yang bersifat antibakteri,
sedangkan pada daun yang sudah tua sudah mulai ada yang
rusak (16). Daun sirsak memiliki kemampuan daya
hambatnya pada bakteri gram positif lemah, sehingga ekstrak
ini dapat dianggap bersifat bakteriostatik (17)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Devitasari dkk
(2018), diperoleh bahwa ekstrak daun sirsak muda ketiga
dari pucuk mempunyai efek antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus.

Waktu retensi (tr) adalah waktu yang dibutuhkan oleh suatu
analit untuk melewati kolom KCKT sampai terdeteksi oleh
detektor. Dalam sistem KCKT pada kondisi tertentu, suatu
analit akan memberikan waktu retensi yang spesifik.
Sehingga apabila terdapat dua senyawa yang mempunyai
waktu retensi (tr) yang sama atau mirip, maka dapat
dikatakan bahwa kedua senyawa tersebut adalah sama (18).

Berdasarkan data analisis profil kromatogram ekstrak etanol
daun sirsak dengan menggunakan UFLC pada panjang
gelombang 254 nm menunjukkan waktu retensi dan luas area
yang berbeda dari masing-masing ekstrak yang dapat dilihat
pada gambar 2.

Dari kromatogram ekstrak pucuk, tengah dan pangkal sirsak
(Gambar 2), tr yang dimiliki ekstrak daun pucuk sirsak,
ekstrak daun tengah sirsak dan ekstrak daun pangkal sirsak
adalah 8,7 menit dengan luas area pada ekstrak daun pucuk
sirsak 81416, ekstrak tengah daun sirsak 137731 dan ekstrak
pangkal daun sirsak 6169, sehingga dapat dipastikan dalam
sampel ekstrak daun pucuk sirsak, ekstrak daun tengah
sirsak dan ekstrak daun pangkal sirsak memiliki senyawa
yang sama.

Pada menit ke-13, muncul area puncak pada ekstrak pucuk
daun sirsak yang hampir sama dengan area puncak ekstrak
tengah dan pangkal daun sirsak. Diduga adanya komponen
senyawa yang sama pada masing-masing ekstrak. Namun,
dari ketiga bagian dari ekstrak daun sirsak tersebut yang
memiliki komponen senyawa dengan konsentrasi tinggi pada
ekstrak pucuk daun sirsak. Hal ini dapat dilihat dari luas area
pada ekstrak pucuk daun sirsak lebih luas dibanding yang
lain.
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Gambar 2. Profil Kromatogram Ekstrak Etanol Daun Sirsak Pada
Panjang Gelombang 254 nm (A) Pucuk, (B) Tengah, (C) Pangkal
dengan fase diam Oktadesilsilan dan fase gerak Acetonitrit: Metanol:
Air (40:20:40).

Tabel 3. Hasil Perbandingan Waktu Retensi dan Luas Area Ekstrak
Etanol Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) Pada Panjang Gelombang
254 nm

Waktu Luas Area
?I\ilteenr;:)l Pucuk Tengah Pangkal

8.7 81416 137731 6169
9.4 63818 - -
9.7 - 23967 -
104 34954 - -
12.7 - 498059 -
12.9 18438 - -
13.2 141159 4070 -
135 - - 78120
13.6 - - 64388
13.8 - 4998 -
14.6 - 184720 -
14.7 17716 - 10269
14.9 - 158391 -
15.1 - - 5186
15.7 - 22908 -
16.2 - 4486 -
17.5 - 10347 -
19.4 - 6119 24569

Pada menit ke-14, muncul area puncak pada masing-masing
ekstrak. Diduga adanya komponen senyawa yang sama pada
masing-masing ekstrak dan yang memiliki konsenttrasi
tinggi, dilihat dari luas area adalah ekstrak pucuk daun sirsak.

Berdasarkan data analisis profil kromatogram ekstrak etanol
daun sirsak dengan menggunakan UFLC pada panjang
gelombang 366 nm menunjukkan waktu retensi dan luas area
yang berbeda dari masing-masing ekstrak yang dapat dilihat
pada gambar 3.

Pada menit ke-13, muncul area puncak pada ekstrak pucuk
daun sirsak yang hampir sama dengan area puncak ekstrak
tengah dan pangkal daun sirsak. Diduga adanya komponen
senyawa yang sama pada masing-masing ekstrak. Namun,
dari ketiga bagian dari ekstrak daun sirsak tersebut yang
memiliki komponen senyawa dengan konsentrasi tinggi pada
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ekstrak pucuk daun sirsak. Hal ini dapat dilihat dari luas area
pada ekstrak pucuk daun sirsak lebih luas dibanding yang
lain.
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Gambar 3. Profil Kromatogram Ekstrak Etanol Daun Sirsak Pada
Panjang Gelombang 366 nm (A) Pucuk, (B) Tengah dan (C) Pangkal
dengan fase diam Oktadesilsilan dan fase gerak Acetonitrit: Metanol:
Air (40:20:40).

Tabel 4. Hasil Pengujian Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Sirsak

Waktu Luas Area

z;i;enr::)l Pucuk Tengah Pangkal
8.6 - 58741 -
9.4 2807 - -
12.7 - 95872 -
12.9 - 6320 -
13.0 6659 - -
13.2 32687 4517 -
13.5 - - 22320
13.6 - - 17981
13.8 - 7943 -
14.6 - 28141 -
14.7 88467 - 2054
14.9 - 75174 -
15.0 28895 - 3080

Pada menit ke-14, muncul area puncak pada masing-masing
ekstrak. Diduga adanya komponen senyawa yang sama pada
masing-masing ekstrak dan yang memiliki konsentrasi tinggi,
dilihat dari luas area adalah ekstrak pucuk daun sirsak.

Pada menit ke-15, muncul area puncak pada ekstrak pucuk
daun sirsak dan ekstrak pangkal daun sirsak tetapi tidak
muncul pada ekstrak tengah daun sirsak disebabkan
kemungkinan karena tidak adanya senyawa pada bagian
pangkal daun sirsak. Dapat dilihat komponen senyawa
dengan konsentrasi tinggi pada ekstrak pucuk daun sirsak
yang dapat dilihat dari luas area ekstrak puck daun sirsak
lebih luas.

KESIMPULAN

Berdasarkan profil kromatogram HPLC, posisi daun
memberikan pengaruh terhadap komponen kimia dan bagian
pucuk daun memperlihatkan aktivitas antibakteri yang lebih
besar dengan diameter zona hambat terhadap Staphylococcus
aureus sebesar 12,73 mm # 0,25 dan Pseudomonas aeruginosa
sebesar 11,83 mm * 0,65..
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