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ABSTRAK 

 

Ancaman resistensi antimikroba yang kian meluas mendorong pencarian agen 

antibakteri berbasis tanaman sebagai alternatif terapeutik. Tanaman sirsak (Annona 

muricata L.) dikenal luas dalam etnomedisin nusantara sebagai tanaman berkhasiat 

mengatasi infeksi, dengan kandungan metabolit sekunder yang kaya dan beragam. 

Penelitian ini dimaksudkan untuk mengkaji daya hambat fraksi etil asetat daun 

sirsak terhadap pertumbuhan bakteri patogen Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli secara in vitro, sekaligus menetapkan konsentrasi fraksi yang 

memberikan efek optimal. Pengujian daya hambat dilakukan melalui teknik difusi 

agar dengan cakram kertas pada tiga taraf konsentrasi fraksi, yakni 10%, 20%, dan 

40% (b/v). Data yang diperoleh berupa diameter daerah bebas bakteri di sekeliling 

cakram, selanjutnya diolah secara statistik menggunakan ANOVA satu arah dan 

Uji Rentang Berganda Duncan. Semua taraf konsentrasi mampu menghambat 

pertumbuhan kedua bakteri uji; hambatan terbesar diperoleh pada konsentrasi 40%, 

dengan rerata diameter daerah hambat 4,49 mm pada S. aureus dan 4,06 mm pada 

E. coli. Analisis ragam membuktikan pengaruh perlakuan yang sangat nyata (F 

hitung = 21,02; p<0,01). Dengan demikian, fraksi etil asetat daun sirsak 

menunjukkan potensi sebagai kandidat antibakteri alami yang aktivitasnya 

bergantung pada dosis. 
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Staphylococcus aureus dan Escherichia coli Secara In Vitro 

ABSTRACT 

The widespread emergence of antimicrobial resistance has intensified the search 

for plant-derived antibacterial agents as therapeutic alternatives. Soursop (Annona 

muricata L.) is widely recognised in Indonesian ethnomedicine as a plant effective 

against infections, owing to its rich and diverse secondary metabolite profile. This 

study was designed to examine the growth-inhibitory capacity of the ethyl acetate 

leaf fraction of soursop against pathogenic bacteria Staphylococcus aureus and 

Escherichia coli in vitro, while concurrently identifying the fraction concentration 

producing the greatest inhibitory effect. Antibacterial testing employed the agar 

diffusion disc technique at three fraction concentrations: 10%, 20%, and 40% 

(w/v). The resulting inhibition zone diameters were subjected to one-way ANOVA 

and Duncan's Multiple Range Test. All concentrations successfully suppressed the 

growth of both test organisms; the maximum inhibition was recorded at 40%, with 

mean inhibition zone diameters of 4.49 mm for S. aureus and 4.06 mm for E. coli. 

Statistical analysis confirmed a highly significant treatment effect (Fcount = 21.02; 

p<0.01). Accordingly, the ethyl acetate fraction of soursop leaves demonstrates 

dose-dependent antibacterial potential worthy of further development. 

Keywords: Antibacterial, Annona muricata, Agar diffusion, Ethyl acetate fraction, 

Staphylococcus aureus 

PENDAHULUAN 

Krisis resistensi antimikroba (AMR) 

kini menjadi persoalan kesehatan 

publik yang paling genting secara 

global. Analisis sistematis beban 

penyakit global melaporkan bahwa 

pada tahun 2021, sekitar 4,71 juta 

jiwa meninggal dalam kondisi yang 

berkaitan dengan AMR, dengan 1,14 

juta kematian yang secara langsung 

dapat diatribusikan pada bakteri 

resisten (GBD Antimicrobial 

Resistance Collaborators, 2024). 

Di antara organisme bakteri yang 

paling sering dikaitkan dengan 

kematian akibat AMR, dua di 

antaranya menonjol secara konsisten, 

yaitu Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. S. aureus 

merupakan komensal oportunistik 

gram-positif yang berperan dalam 

spektrum luas infeksi manusia, mulai 

dari infeksi superfisial kulit hingga 

bakteremia mengancam jiwa. Galur 

methicillin-resistant S. aureus 

(MRSA) mencatat peningkatan 

kematian terbesar secara global dari 

57.200 kasus pada 1990 menjadi 

130.000 kasus pada 2021 (GBD 

Antimicrobial Resistance 

Collaborators, 2024). Sementara itu, 

E. coli sebagai bakteri enterik gram-

negatif merupakan penyebab 

dominan infeksi saluran kemih, 
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gastroenteritis, dan sepsis; 

resistensinya terhadap sefalosporin 

generasi ketiga kini mencapai median 

42% di 76 negara (WHO, 2022). 

Kekayaan hayati Indonesia yang luar 

biasa, dengan lebih dari 30.000 

spesies tumbuhan vaskular, 

menyimpan potensi besar sebagai 

gudang senyawa antimikroba baru 

(Elfahmi dkk, 2014). Sirsak (Annona 

muricata L., Famili Annonaceae) 

adalah salah satu tanaman buah tropis 

yang tersebar luas di Kalimantan dan 

secara tradisional dimanfaatkan 

masyarakat untuk mengatasi berbagai 

keluhan infeksi, terutama diare dan 

infeksi kulit (Mutakin dkk, 2022). 

Kajian fitokimia terhadap daun A. 

muricata mengungkap keberadaan 

asetogenin annonaceous, alkaloid, 

flavonoid, senyawa fenolik, dan tanin 

yang secara kolektif berkontribusi 

pada aktivitas biologisnya yang 

beragam (Coria-Téllez dkk, 2018; 

Reshma dan Hena, 2024). 

Fraksi etil asetat dipilih sebagai objek 

kajian karena kemampuannya 

mengekstraksi senyawa fenolat 

semipolar yang diketahui aktif secara 

antimikroba. Mekanisme 

penghambatan bakteri oleh senyawa 

flavonoid dan tanin telah 

didokumentasikan secara ilmiah 

melalui berbagai jalur, termasuk 

gangguan integritas membran sel dan 

penghambatan aktivitas enzim 

intraseluler (Cushnie dan Lamb, 

2005). Sejumlah penelitian yang telah 

dipublikasikan di Jurnal Farmasi 

Galenika menunjukkan bahwa fraksi 

etil asetat dari berbagai tanaman obat 

konsisten menampilkan aktivitas 

antibakteri yang lebih unggul 

dibandingkan fraksi pelarut lain, 

sejalan dengan sifat semipolarnya 

yang mampu mengekstraksi senyawa 

fenolat aktif (Suhardiman dkk., 2019; 

Yuliana dkk., 2022). Pengujian 

aktivitas antibakteri ekstrak tanaman 

dengan metode difusi agar maupun 

difusi cakram terhadap bakteri gram 

positif dan gram negatif juga telah 

banyak dilaporkan (Khusnul dkk., 

2022; Nirmala dkk., 2023). 

Berdasarkan hal tersebut, penelitian 

ini bertujuan untuk mengevaluasi 

efek penghambatan fraksi etil asetat 

daun sirsak (Annona muricata L.) 

terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli secara in 

vitro, serta menetapkan kadar uji yang 

memberikan respons hambat terbaik. 
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METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 

Bahan uji berupa simplisia kering 

daun sirsak (Annona muricata L.) 

yang dikumpulkan dari wilayah 

Kalimantan Timur. Fraksinasi 

dilakukan dengan metode cair-cair 

menggunakan pelarut etil asetat 

teknis. Bakteri uji yang digunakan, 

yakni Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli, diperoleh dari 

koleksi Laboratorium Farmasi 

Universitas Mulawarman. Media 

pertumbuhan yang digunakan adalah 

Nutrient Agar (NA). Larutan NaCl 

fisiologis steril (0,9%) dipakai 

sebagai medium pensuspensi bakteri, 

sedangkan air suling steril berfungsi 

sebagai kontrol negatif. Instrumentasi 

meliputi rotary evaporator (Buchi R-

200), timbangan analitik (Mettler 

Toledo AL204), autoklaf (All 

American), inkubator (Mammet), 

cawan petri steril, cakram kertas 

berdiameter 5 mm, serta jangka 

sorong. 

Prosedur Pengujian Daya Hambat 

Sterilisasi seluruh perangkat 

dilakukan dalam autoklaf pada suhu 

121°C selama 15 menit. Media NA 

disiapkan dengan melarutkan 3,75 g 

serbuk ekstrak agar, 1,25 g pepton, 

dan 0,75 g ekstrak daging sapi dalam 

250 mL air suling, kemudian 

dipanaskan hingga larut sempurna 

sebelum disterilisasi. Biakan bakteri 

uji ditanam pada agar miring dan 

diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. 

Uji daya hambat menggunakan teknik 

difusi cakram kertas pada media 

padat NA. Sebanyak 0,02 mL 

suspensi bakteri menggunakan 

standar McFarland 0,5 (≈1,5 × 10⁸ 

CFU/mL) dicampurkan ke dalam 10 

mL NA cair pada suhu ±50°C, diaduk 

hingga merata, lalu dituangkan ke 

dalam cawan petri steril dan dibiarkan 

memadat. Cakram kertas yang 

sebelumnya direndam dalam larutan 

fraksi etil asetat daun sirsak dengan 

kadar 10%, 20%, dan 40% (b/v) yang 

dilarutkan menggunakan air suling 

masing-masing ditempatkan pada 

permukaan agar menggunakan pinset 

steril. Inkubasi dilakukan pada 37°C 

selama 24 jam. Setiap perlakuan 

diulang sebanyak tiga kali. Daerah 

bening yang muncul di sekeliling 

cakram diukur menggunakan jangka 

sorong dan dinyatakan dalam satuan 

milimeter (mm). 
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Analisis Data 

Perbedaan antar perlakuan diuji 

menggunakan Analisis Varian 

(ANOVA) satu arah. Apabila 

hasilnya nyata (p<0,05) dengan 

Koefisien Keseragaman >10%, 

pengujian dilanjutkan menggunakan 

Uji Rentang Berganda Duncan 

(BNJD) untuk mengidentifikasi 

pasangan perlakuan yang berbeda 

secara spesifik. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kehadiran daerah bening di sekeliling 

cakram kertas pada media agar yang 

telah diinokulasi bakteri dijadikan 

indikator adanya aktivitas 

penghambatan pertumbuhan. Daerah 

tersebut merepresentasikan difusi 

senyawa aktif dari cakram ke matriks 

gel agar yang membentuk gradien 

konsentrasi, dan pada konsentrasi 

tertentu mampu menekan 

perkembangan koloni bakteri 

(Balouiri dkk, 2016). Ringkasan data 

kuantitatif hasil pengujian disajikan 

dalam Tabel. 1. 

Tabel. 1 Daya Hambat Fraksi Etil 

Asetat Daun Sirsak (Annona 

muricata) terhadap Kedua Bakteri Uji 

No. Konsentrasi 

(%) 

E. 

coli 

S. 

aureus 

1 10% 2,07 

± 

0,12 

2,24 ± 

0,09 

20% 3,39 

± 

0,15 

2,98 ± 

0,11 

40% 4,06 

± 

0,18 

4,49 ± 

0,14 

2 K (−) 0 0 

Keterangan: Data dalam rerata ± SD 

(n=3); K(−) = air suling steril; satuan 

mm 

Data pada Tabel. 1 menggambarkan 

bahwa ketiga taraf konsentrasi fraksi 

etil asetat daun sirsak secara 

konsisten menimbulkan daerah 

hambat terukur pada kedua bakteri 

patogen yang diuji. Absennya 

hambatan pada kelompok kontrol 

negatif menegaskan bahwa efek yang 

diamati bersumber dari senyawa aktif 

dalam fraksi dan bukan dari pelarut 

yang digunakan. Terdapat pola 

peningkatan diameter daerah hambat 

yang proporsional seiring naiknya 

kadar fraksi, mencerminkan adanya 

hubungan kadar-respons positif. 

Secara mekanistik, pertambahan 

jumlah molekul aktif pada kadar yang 

lebih tinggi akan memperluas gradien 

difusi senyawa dalam media gel, 

sehingga wilayah penghambatan 
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yang terbentuk pun semakin luas 

(Balouiri dkk, 2016). Temuan ini 

selaras dengan laporan berbagai 

penelitian terdahulu mengenai 

aktivitas penghambatan ekstrak A. 

muricata (Edet dkk, 2022; 

Komalasari dkk, 2022; Kanife dkk, 

2023). 

Kadar 40% mencatatkan diameter 

hambat tertinggi, yaitu 4,06 mm pada 

E. coli dan 4,49 mm pada S. aureus.

Mengacu pada skala kategorisasi 

zona hambat yang umum digunakan 

(Jamilatun dkk, 2020; Rosalina dkk., 

2025), nilai ini berada pada kisaran 

aktivitas lemah (di bawah 5 mm). 

Namun demikian, aktivitas pada taraf 

ini merupakan hal yang lumrah 

dijumpai pada tahap fraksinasi awal 

menggunakan ekstrak kasar, dan 

dapat menjadi pijakan bagi penelitian 

lanjutan yang lebih mendalam, 

mencakup isolasi senyawa aktif 

tunggal maupun penetapan kadar 

hambat minimum dan kadar bunuh 

minimum. 

Aktivitas penghambatan yang 

terdeteksi dapat dikaitkan dengan 

profil kandungan senyawa metabolit 

sekunder fraksi etil asetat. Sebagai 

pelarut semipolar, etil asetat secara 

selektif menarik senyawa fenolat 

seperti flavonoid, tanin, dan polifenol 

dari matriks tanaman (Cushnie dan 

Lamb, 2005; Suhardiman dkk., 2019). 

Pada daun A. muricata, komponen-

komponen tersebut telah 

teridentifikasi dalam berbagai kajian 

fitokimia mutakhir, meliputi 

kuercetin, epicatechin, serta berbagai 

kelas tanin terkondensasi (Reshma 

dan Hena, 2024; Coria-Téllez dkk, 

2018). Flavonoid diketahui mampu 

merusak stabilitas membran lipid 

bilayer bakteri dan menekan fungsi 

pompa efluks (Xie dkk, 2017), 

sedangkan tanin bekerja melalui 

pembentukan kompleks dengan 

protein permukaan sel dan gangguan 

terhadap aktifitas enzim dinding sel 

(Kaczmarek, 2020). Keberadaan 

asetogenin, senyawa langka yang 

menjadi penanda kimiawi genus 

Annona, turut diduga berkontribusi 

pada efek antibakteri melalui 

interaksi dengan protein fungsional 

pada membran sel bakteri (Edet dkk, 

2022; Mutakin dkk, 2022). 

Perbedaan besaran hambatan antara 

kedua bakteri uji pada konsentrasi 

40% mencerminkan perbedaan 

mendasar dalam arsitektur dinding sel 
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keduanya. S. aureus sebagai bakteri 

gram-positif tersusun atas lapisan 

peptidoglikan yang relatif tebal 

namun tidak dilengkapi membran 

luar, kondisi ini memungkinkan 

penetrasi senyawa aktif berlangsung 

lebih mudah dan cepat. Sebaliknya, E. 

coli sebagai wakil gram-negatif 

dilindungi oleh membran luar yang 

tersusun atas lipopolisakarida, suatu 

penghalang permeabilitas berlapis 

yang secara alamiah mengurangi 

efektivitas penetrasi agen antibakteri 

dari lingkungan luar sel (Silhavy dkk, 

2010). Inilah yang menjelaskan 

mengapa zona hambat terhadap S. 

aureus (4,49 mm) lebih lebar 

dibanding E. coli (4,06 mm) pada 

paparan fraksi dengan kadar yang 

sama. Pola serupa, di mana bakteri 

gram-positif menunjukkan 

sensitivitas lebih tinggi terhadap 

ekstrak tanaman dibandingkan gram-

negatif, juga telah dilaporkan pada 

penelitian antibakteri ekstrak 

tanaman lain (Nirmala dkk., 2023; 

Khusnul dkk., 2022). 

Validasi statistik perbedaan antar 

perlakuan disajikan melalui ANOVA 

satu arah (Tabel. 2) dan Uji Rentang 

Berganda Duncan (Tabel. 3). 

Tabel. 2 Analisis Ragam Pengaruh 

Kadar Fraksi Etil Asetat terhadap 

Daya Hambat Bakteri 

Sumber Perlakuan Galat 

Db 7 16 

KT 8,62 0,41 

F Hitung 21,02** - 

F Tab 5% 2,66 - 

F Tab 1% 4,03 - 

Keterangan: (**) Pengaruh sangat 

nyata (F Hitung > F Tabel 1%); KK = 

26,66% 

Nilai F hitung yang diperoleh dari 

ANOVA (Tabel. 2) sebesar 21,02 

jauh melampaui nilai kritis F tabel 

pada kedua taraf kepercayaan — 5% 

(2,66) maupun 1% (4,03) — yang 

mengindikasikan pengaruh kadar 

fraksi yang sangat nyata terhadap 

diameter daerah hambat (p<0,01). 

Besarnya Koefisien Keseragaman 

sebesar 26,66% mengharuskan 

dilakukan uji perbandingan antar 

pasangan perlakuan. 
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Tabel. 3 Uji Rentang Berganda Duncan Pengaruh Kadar Fraksi terhadap Daerah 

Hambat Bakteri Uji 

Bakteri Perlakuan Rerata 

(mm) 

P=2 P=3 P=4 

E. coli K (−) 0,00 − 

10% 2,07 2,07** − 

20% 3,39 3,39** 1,32* − 

40% 4,06 4,06** 1,99** 0,67 

S. 

aureus 

K (−) 0,00 − 

10% 2,24 2,24** − 

20% 2,98 2,98** 0,74 − 

40% 4,49 4,49** 2,25** 1,51* 

Rp 5% 1,08 1,13 1,16 

Rp 1% 1,48 1,56 1,60 

Keterangan: (*) = Berbeda nyata; (**) = Sangat berbeda nyata 

Hasil perbandingan berganda (Tabel. 

3) mempertegas bahwa kadar 40%

menghasilkan perbedaan yang sangat 

nyata dibandingkan kontrol negatif 

maupun kadar 10% pada kedua 

bakteri. Pada S. aureus, kadar 40% 

juga berbeda nyata secara statistik 

terhadap kadar 20% (p<0,05), yang 

berarti penambahan kadar fraksi dari 

20% ke 40% masih memberikan 

peningkatan respons yang bermakna. 

Maka dari itu, kadar 40% ditetapkan 

sebagai kadar optimal fraksi etil 

asetat daun sirsak dalam menekan 

pertumbuhan kedua bakteri uji. 

Konsistensi pola hubungan kadar-

respons ini telah dilaporkan pula 

dalam beberapa studi terkait terhadap 

genus yang sama (Komalasari dkk, 

2022; Agunsoye dan Onifade, 2020). 

Perlu dicatat bahwa penelitian ini 

tidak menyertakan kontrol positif 

berupa antibiotik baku, sehingga 

perbandingan langsung terhadap agen 

antibakteri standar belum dapat 

dilakukan dan menjadi rekomendasi 

untuk penelitian lanjutan. 

KESIMPULAN 

Fraksi etil asetat daun sirsak (Annona 

muricata L.) memiliki efek 

penghambatan pertumbuhan yang 

bergantung pada dosis terhadap 

Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli secara in vitro; kadar 

40% merupakan kadar optimal 

dengan daerah hambat terbesar 4,49 
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mm pada S. aureus dan 4,06 mm pada 

E. coli (p<0,01).
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