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Soursop (Annona muricata L.) is a herbal plant that is beneficial to health, one 
of which is used as an antimicrobial. Antimicrobial compounds are compounds 
that can inhibit microbial growth or kill microbes. This study aims to determine 
whether or not there is antibacterial potential of an antimicrobial compound 
such as antibiotics. This study used well-diffusion and paper-disk diffusion 
methods with a Posttest Only Control Group Design to determine the 
effectiveness of soursop extract as an antibacterial from soursop on the 
growth of escherichia coli bacteria. The sample used is galangal rhizome. In the 
diffusion method, it is used to measure the diameter of the clear zone which is 
an indication of the presence of a response to inhibition of bacterial growth by 
an antibacterial compound in the extract. The results of the study were clear 
areas around the wells whose diameters were measured with a ruler. In the 
soursop leaf extract, the inhibition zone could not be observed because the 
concentration of the soursop leaf extract was too concentrated. Data collected 
during this study in the microbiology laboratory constituted primary data, 
namely testing the effectiveness of soursop extract as an antibacterial against 
Escherichia coli bacteria. The tools used in this study were tweezers, ose 
needles, bunsen spirits, calipers, cotton sticks, stirring rods, ovens, filters, 
flaskerlenmeyer, measuring cups, rotary evaporators, incubators, petri dishes, 
hotplates, erlenmeyer, measuring cups, test tubes , test tube rack, vortex, mixer, 
micropipette, label paper, ruler, laminar air flow. The materials used were 
soursop extract, Eschericia coli bacteria culture, Nutrient Broth (NB), Nutrient 
Agar (NA), 96% ethanol, sterile disc paper and amoxicillin antibiotics, sterile 
aquadest, pure culture of test bacteria in media NB aged 24 hours, 70% alcohol.  
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Abstrak 

Sirsak (Annona Muricata L.) merupakan salah satu tanaman herbal yang bermanfaat bagi kesehatan, 
diantaranya dimanfaatkan sebagai antimikroba. Senyawa antimikroba merupakan suatu senyawa 
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba atau membunuh mikroba. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui ada tidaknya potensi antibakteri dari suatu senyawa antimikroba misalnya 
antibiotik. Penelitian ini menggunakan metode difusi sumuran dan difusi Paper disk dengan rancangan 
Posttest Only Control Group Design untuk mengetahui efektivitas ekstrak sirsak sebagai antibakteri 
dari hasil ekstrak sirsak terhadap pertumbuhan bakteri escherichia coli. Sampel yang digunakan 
adalah rimpang lengkuas. Pada metode difusi dilakukan untuk mengukur diameter zona bening yang 
merupakan petunjuk adanya respons penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa 
antibakteri dalam ekstrak. Hasil penelitian berupa daerah jernih disekitar sumuran yang diameternya 
diukur dengan penggaris, pada ekstrak daun sirsak tidak bisa diamati zona hambatnya dikarenakan 
konsentrasi ekstrak daun sirsak terlalu pekat. Data yang diambil selama penelitian ini berlangsung di 
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laboratorium mikrobiologi merupakan data primer yaitu pengujian efektivitas ekstrak sirsak sebagai 
antibakteri pada bakteri escherichia coli. Alat yang digunakan pada penelitian ini berupa pinset, jarum 
ose, bunsen spiritus, jangka sorong, kapas lidi, batang pengaduk, oven, penyaring, labuerlenmeyer, 
gelas ukur, rotary evaporator, inkubator, cawan petri, hotplet, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, 
rak tabung reaksi, vortex, mixer, mikropipet, kertas label, penggaris, laminar air flow. Bahan yang 
digunakan adalah ekstrak sirsak, biakan bakteri eschericia coli, Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar 
(NA), etanol 96%, kertas cakram steril dan antibiotik amoxicillin, aquadest steril, kultur murni bakteri 
uji dalam media NB umur 24 jam, alcohol 70%. 
Kata kunci: Sirsak, E-coli, Antibakteri 
 
 
1. PENDAHULUAN 

Penggunaan obat tradisional sudah mulai banyak direkomendasikan di negara-negara 
berkembang termasuk di Indonesia. Penggunaan obat tradisional menjadi salah satu pilihan 
masyarakat dalam penyembuhan penyakit karena memiliki efek samping yang sedikit serta tidak 
terjadi resistensi seperti obat sintesis. Keuntungan penggunaan obat tradisional yaitu biaya yang 
murah dan mudah didapat [1].  

Salah satu tanaman yang bisa dijadikan obat yaitu tanaman sirsak (Annona Muricata L.). Sirsak 
merupakan tanaman tropis yang dapat tumbuh hingga ketinggian 10 meter. Daunnya oval 
berwarna hijau tua, dan bunganya berwarna kuning kehijauan. Buahnya besar, berbentuk bulat 
atau oval, dan berwarna hijau ketika belum matang dan kuning kehijauan ketika matang. Daging 
buahnya putih, lembut, dan memiliki rasa asam manis yang menyegarkan. Sirsak adalah tanaman 
yang bermanfaat dengan banyak manfaat kesehatan. Namun, perlu diingat bahwa sirsak juga 
memiliki efek samping yang berbahaya jika dikonsumsi secara berlebihan. Oleh karena itu, penting 
untuk mengonsumsinya dengan bijak dan dalam jumlah yang wajar. 

Tanaman sirsak berasal dari bahasa Belanda, yaitu zuurza berarti kantong asam. Daun sirsak 
banyak digunakan sebagai obat herbal untuk mengobati berbagai penyakit, antara lain: penyakit 
asma di Andes Peru, diabetes dan Kejati di Amazonia Peru [2]. Kandungan senyawa dalam daun 
sirsak antara lain steroid/terpenoid, flavonoid berfungsi sebagai antioksidan untuk penyakit 
kanker, antimikroba, antivirus [3]. Masyarakat Indonesia menggunakan daun sirsak sebagai obat 
herbal untuk mengobati penyakit kanker, yaitu dengan cara meminum air rebusan daun sirsak 
segar. Air rebusan daun sirsak segar dapat menimbulkan efek panas seperti pada kemoterapi, 
namun air rebusan daun sirsak ini hanya membunuh sel-sel abnormal (kanker) dan membiarkan 
sel-sel normal tetap tumbuh. Hal ini berbeda dengan efek yang menimbulkan pada pengobatan 
kemoterapi ini tidak saja membunuh sel-sel abnormal (kanker) tetapi sel-sel yang normal pun ikut 
mati [4]. 

Dari sekian banyak jenis tanaman yang berkhasiat obat yang ada, dipilihlah penelitian tentang 
daun sirsak terhadap bakteri escherchia colli [5]. Dalam hal ini, bagi sebagian masyarakat Indonesia 
tumbuhan sirsak cenderung kurang dimanfaatkan secara optimal dibandingkan penggunaan 
buahnya yang sering dimanfaatkan secara komersil. Banyak juga masyarakat yang akhirnya 
menganggap daun sirsak sebagai sampah yang tidak memiliki kegunaan. Daun sirsak bermanfaat 
untuk tubuh antara lain menyembuhkan kanker, obat luka, batuk, rematik, sakit pinggang dan bisul 
[6]. Karena hampir semua bagian tumbuhan ini bermanfaat khususnya daunnya yang mengandung 
tanin, fitosterol, kalsium oksalat dan alkaloid murisine [7]. 

Uji aktivitas anti bakteri dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu senyawa atau bahan 
dalam menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri [8]. Uji ini penting dilakukan untuk 
pengembangan obat baru, bahan pengawet makanan, dan produk antiseptik. Ada beberapa metode 
yang dapat digunakan untuk menguji aktivitas anti bakteri, antara lain: Metode Difusi Agar, Metode 
Dilusi Broth, dan Metode Mikrotiter Plate Assay [9]. Metode difusi agar merupakan metode yang 
paling umum digunakan. Pada metode ini, sampel uji diteteskan pada media agar yang telah 
ditanami bakteri. Zona hambat pertumbuhan bakteri di sekitar sampel uji kemudian diukur. 
Semakin besar zona hambat, semakin kuat aktivitas anti bakterinya. Metode dilusi broth dilakukan 
dengan mencampurkan sampel uji dengan suspensi bakteri dalam kaldu. Pertumbuhan bakteri 
kemudian diamati secara visual atau dengan menggunakan spektrofotometer. Konsentrasi 
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minimum sampel uji yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (MIC) kemudian ditentukan. 
Metode Mikrotiter plate assay mirip dengan metode dilusi broth, tetapi dilakukan dalam skala yang 
lebih kecil. Metode ini menggunakan plate 96 lubang yang diisi dengan suspensi bakteri dan sampel 
uji dengan konsentrasi yang berbeda [10]. Pertumbuhan bakteri kemudian diamati secara visual 
atau dengan menggunakan spektrofotometer. MIC kemudian ditentukan. Uji aktivitas anti bakteri 
merupakan metode yang penting untuk mengetahui kemampuan suatu senyawa atau bahan dalam 
menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri. Hasil uji ini dapat digunakan untuk 
pengembangan obat baru, bahan pengawet makanan, dan produk antiseptik [11]. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya potensi antibakteri dari suatu 
senyawa antimikroba misalnya antibiotik pada daun sirsak. Daun sirsak dikeringkan dan kemudian 
diekstraksi dengan pelarut yang sesuai, seperti metanol, etanol, atau air. Ekstrak daun sirsak diuji 
aktivitas antibakterinya terhadap beberapa jenis bakteri patogen, seperti Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, dan Bacillus subtilis. Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri 
dapat berupa metode difusi agar, metode dilusi broth, atau metode mikrotiter plate assay. Ekstrak 
daun sirsak dianalisis untuk mengetahui senyawa antimikroba yang terkandung di dalamnya [12]. 
Senyawa antimikroba ini dapat diidentifikasi dengan menggunakan teknik kromatografi dan 
spektroskopi [13]. 

 
2. METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan adalah ekstrak sirsak (Annona muricata L.), biakan bakteri Eschericia 

Coli, Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), etanol 96%, kertas cakram steril dan antibiotik 
amoxicillin, aquadest steril, kultur murni bakteri uji dalam media NB umur 24 jam, alcohol 70%. 

Alat yang digunakan pada penelitian ini berupa pinset, jarum ose, bunsen spiritus, jangka 
sorong, kapas lidi, batang pengaduk, oven, penyaring, labuerlenmeyer, gelas ukur, rotary 
evaporator, inkubator, cawan petri, hotplet, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, rak tabung 
reaksi, vortex, mixer, mikropipet, kertas label, penggaris, laminar air flow. 

 
Cara Kerja 
Cara kerja penelitian sebagaimana dijelaskan berikut: 
a. Metode Sumuran 

1) Preparasi Senyawa Uji 
Preparasi senyawa uji merupakan langkah penting dalam penelitian ilmiah, terutama dalam 
bidang biologi dan kimia [14]. Tujuan preparasi senyawa uji adalah untuk memperoleh 
senyawa uji dengan kemurnian dan kualitas yang sesuai untuk digunakan dalam penelitian. 
Preparasi senyawa uji dilakukan sesuai petunjuk dalam kemasan, kemudian buatlah berbagai 
variasi konsentrasi senyawa uji. Pada praktikum ini dibuat 4 variasi konsentrasi senyawa uji 
(konsentrasi 25; 12,5; 6,25 dan 3,125 mg/ml.  

2) Preparasi Mikroba Uji 
Preparasi mikroba uji merupakan langkah penting dalam penelitian mikrobiologi. Tujuan 
preparasi mikroba uji adalah untuk mendapatkan mikroba yang sehat, aktif, dan bebas dari 
kontaminan, sehingga dapat digunakan untuk penelitian yang akurat dan valid. 
a) Siapkan kultur murni bakteri uji. 
b) Siapkan deret larutan standard Mac Farland. 
c) Buat sebanyak 2 tabung @10 ml suspensi bakteri uji menggunakan media BPW dan 

setarakan kekeruhannya dengan larutan standar Mac Farland II (konsentrasi mikroba 6. 
108 CFU/ml). 

3) Pembuatan kontrol pertumbuhan bakteri uji secara double layer 
a) Tuang 5 ml NA steril ke dalam cawan petri steril, biarkan memadat sebagai base layer 

agar. 
b) Ambil 1 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke dalam 15 ml media NA secara pour plate, 

kemudian tuangkan secara merata sebagai seed layer agar di atas base layer agar, biarkan 
memadat. 

c) Buat 1 sumuran dengan menggunakan pelubang gabus No. 4. Pembuatan sumuran 
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dilakukan sampai dasar seed layer agar dan tidak menembus base layer agar yang 
berfungsi sebagai dasar sumuran. 

d) Beri label pada dasar petri: kel. prakt/tgl/perlakuan/nama bakteri uji. 
4) Pembuatan kontrol negatif dan pengujian potensi antibiotik secara difusi sumuran 

a) Buatlah media base layer agar dan seed layer agar seperti pada tahan 3). Bagian dasar petri 
dibuat garis dengan spidol untuk membaginya menjadi 4 bagian. 

b) Buat sumuran pada bagian tengah ke-4 bidang petri tersebut dengan cara yang sama 
dengan no. 3). 

c) Dengan menggunakan mikropipet, pada masing- masing sumuran tersebut diinokulasikan 
50 µl senyawa uji dengan kontrol negatif/pelarut dan 4 variasi konsentrasi senyawa uji. 

d) Beri label pada dasar petri secara benar 
e) Inkubasikan selama 24 jam. Perhatian: inkubasi tidak dilakukan secara terbalik! 
f) Amati zona keruh dan jernih di setiap petri. 
g) Amati, gambar pertumbuhannya. Ukur diameter zona jernih di sekitar sumuran dengan 

jangka sorong/penggaris. Hitung diameter zona hambat yang terbentuk. 
b. Metode Paper Disk 

1) Preparasi Mikroba Uji 
a) Siapkan kultur murni bakteri uji. 
b) Siapkan deret larutan standard Mac Farland 
c) Buat 10 ml suspensi bakteri uji menggunakan media BPW dan setarakan kekeruhannya 

dengan larutan standar Mac Farland II (konsentrasi mikroba 6. 108 CFU/ml). 
2) Pengujian potensi antibiotik secara difusi paper disk 

Prinsip kerja metode ini berdasarkan difusi senyawa antimikroba dari paper disk ke media 
agar yang telah ditanami mikroba uji. Semakin besar potensi antimikroba suatu senyawa, 
semakin luas zona hambat pertumbuhan mikroba yang terbentuk di sekitar paper disk. 
a) Pembuatan kontrol kontaminasi media 

Siapkan 20 ml media NA dan tuang secara aseptis ke dalam petri steril, biarkan memadat. 
Beri label pada dasar petri: kel. prakt/tgl/perlakuan. Pembuatan kontrol pertumbuhan 
bakteri uji, Ambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke dalam petri berisi media NA 
secara spread plate (harus merata di seluruh permukaan media) dan biarkan permukaan 
agar mengering. Beri label pada dasar petri: kel. prakt/tgl/perlakuan/nama bakteri uji 

b) Pengujian potensi antibiotik secara difusi paper disk 
Siapkan petri berisi media NA. Ambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke media NA 
secara merata dengan cara spread plate dan biarkan permukaan agar mengering. Secara 
aseptik, letakkan 1 disk antibiotik (disk yang mengandung penisilin/ampisilin) dan 4 disk 
blank (yang mengandung berbagai konsentrasi senyawa uji antibiotik sebanyak 20 µl), 
serta 1 disk blank kontrol negatif (disk yang mengandung pelarut) pada permukaan media 
NA. Setiap paper disk diinokulasikan dengan jarak tertentu secara teratur, agar supaya 
tidak terjadi over lapping zona hambat yang terbentuk. Beri label pada dasar petri secara 
benar. Inkubasikan selama 24 jam. Amati zona keruh dan jernih di setiap petri. Amati, 
gambar pertumbuhannya dan ukur diameter zona jernih yang terbentuk di sekitar paper 
disk dengan jangka sorong/penggaris. 

 
3. HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Hasil Penelitian 
Berdasarkan hasil penelitian, pertumbuhan bakteri E-colli untuk metode difusi sumuran. 

Disajikan dalam table 1. 
Tabel 1. Data Zona Bening Metode Sumuran dan Paper Disk 

Cawan Metode Konsentrasi (mg) Ukuran / Diamater zona bening (cm) 
1 Sumuran 6,25 0 
2 Sumuran 12,5 0 

3 Sumuran 25 0 

4 Paper disk 25 0 

      Sumber: Data yang diolah 
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Pembahasan 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. 
coli. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri pada metode difusi sumuran dan paper disk 
meningkat dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak daun sirsak. Hal ini menunjukkan bahwa 
ekstrak daun sirsak memiliki efek dosis-tergantung dalam menghambat pertumbuhan E. coli. 
 

Tabel 2. Dokumentasi Hasil Metode Sumuran dan Paper Disk 
Cawan Metode Gambar Keterangan 

1 Sumuran 

 

Konsentrasi 6,25 mg menunjukan 
diameter zona hambat Pada ekstrak 
sirsak sebesar 0 cm. 

2 Sumuran 

 

Konsentrasi 12,5 mg menunjukan 
diameter zona hambat Pada ekstrak 
sirsak sebesar 0 cm. 

3 Sumuran 

 

Konsentrasi 25 mg menunjukan 
diameter zona hambat Pada ekstrak 
sirsak sebesar 0 cm. 

4 Paper disk 

 

Konsentrasi 25 mg difusi paper disk 
menunjukan diameter zona hambat 
Padaekstrak sirsak sebesar 0 cm. 

     Sumber: Data yang diolah 
 

Pada penelitian ini dilakukan pengujian antimikroba terhadap kontaminasi mikroba, bahan 
yang digunakan adalah sari dari bahan alami yang berasal dari rempah-rempah. Aktivitas 
antibakteri dapat dilakukan menggunakan beberapa metode, yaitu metode dilusi, metode difusi 
agar, dan metode difusi dilusi. Metode difusi adalah metode yang sering digunakan untuk analisis 
aktivitas anti bakteri. Ada 3 cara dari metode difusi yang dapat dilakukan yaitu metode sumuran, 
metode cakram (paper disk), dan metode silinder [15]. 

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan untuk menguji aktivitas 
antrimikroba, metode difusi dapat dilakukan oleh 3 cara yaitu metode silinder, metode difusi 
sumuran (lubang) dan cakram kertas. Metode silinder yaitu meletakkan beberapa silinder yang 
telah dibuat dari gelas atau besi bahan karat diatas media agar yang telah diinokulasi dengan 
bakteri. Tiap silinder ditempatkan hingga berdiri diatas media agar diisi dengan larutan yang akan 
diuji dan diinkubasi. Setelah diinkubasi pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya 
daerah hambatan di sekeliling silender [16]. Metode difusi 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 [17].  

Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah 
hambatan di sekeliling lubang. Metode difusi cakram prinsip kerjanya adalah bahan uji dijenuhkan 
ke dalam kertas cakram (cakram kertas). Cakram kertas yang mengandung bahan tertentu ditanam 
pada media perbenihan agar padat yang telah dicampur dengan mikroba yang diuji, kemudian 
diinkubasikan 350 C selama 18-24 jam. Area (zona) jernih di sekitar cakram kertas diamati untuk 
menunjukkan ada tidaknya pertumbuhan mikroba. Selama inkubasi, bahan uji berdifusi dari kertas 
cakram ke dalam agar-agar itu, sebuah zona inhibisi dengan demikian akan terbentuk. Diameter 
zona sebanding dengan jumlah bahan uji yang ditambahkan ke kertas cakram. Metode ini secara 
rutin digunakan untuk menguji sensitivitas antibiotik untuk bakteri pathogen [18]. 

Hasil yang diperoleh pada penelitian ini tidak sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan 
menyatakan bahwa dengan menggunakan metode sumuran dapat menghasilkan diameter zona 
hambat yang besar [19]. Dapat dilihat pada tabel 1. Pada setiap cawan dan metode hasil zona 
bening sebesar 0 cm. 
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4. SIMPULAN 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa zona hambat pada 

ekstrak Sirsak (Annona muricata L.) yang tertera pada hasil yaitu sebesar 0 cm. Akan tetapi sirsak 
sebenarnya memiliki uji antibakteri dikarenakan sirsak merupakan jenis bahan alam yang memiliki 
kandungan tannin, alkaloid, saponin, dan flavonoid yang berfungsi sebagai antibakteri. Daun sirsak 
juga bermanfaat untuk tubuh antara lain menyembuhkan kanker, obat luka, batuk, rematik, sakit 
pinggang dan bisul. Karena hampir semua bagian tumbuhan ini bermanfaat khususnya daunnya 
yang mengandung tanin, fitosterol, kalsium oksalat dan alkaloid murisine. 
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