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Abstract 

Bacterial infection in chronic wounds, particularly diabetic foot ulcers in patients with diabetes 

mellitus, remains a serious health problem due to their susceptibility to pathogenic bacteria such as 

Pseudomonas aeruginosa. Soursop leaves (Annona muricata L.) are rich in bioactive compounds with 

potential antibacterial properties, and several previous studies have reported their antibacterial 

activity. Therefore, this study aimed to evaluate the antibacterial activity of soursop leaf extract against 

these two bacteria in vitro using the disc diffusion method, with inhibition zone diameter as an indicator. 

This experimental study focused on assessing the interaction of 96% ethanolic soursop leaf extract 

obtained by maceration against Pseudomonas aeruginosa at various concentrations. The results 

demonstrated concentration-dependent antibacterial activity, in which increasing extract concentration 

led to larger inhibition zones. However, the antibacterial effect of the extract was lower than that of the 

positive control (gentamicin), which may be attributed to the use of crude secondary metabolites and 

the limitation of the disc diffusion method as a preliminary screening tool with restricted quantitative 

accuracy. 

Keywords: soursop leaves (annona muricata L.), antibacterial activity, pseudomonas aeruginosa, disc 

diffusion method, ethanol extract 

 

Abstrak 

Infeksi bakteri pada luka kronik, terutama ulkus diabetikum pada penderita diabetes melitus, tetap 

menjadi masalah kesehatan serius karena kerentanan terhadap bakteri patogen seperti Pseudomonas 

aeruginosa. Daun sirsak (Annona muricata L.) kaya akan senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai 

antibakteri alami, dan beberapa studi sebelumnya telah menunjukkan aktivitasnya. Oleh karena itu, 

penelitian ini bertujuan menguji aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak terhadap kedua bakteri 

tersebut secara in vitro menggunakan metode difusi cakram, dengan mengukur zona hambat sebagai 

indikator. Penelitian ini bersifat eksperimental, fokus pada pengujian interaksi ekstrak etanol 96% 

daun sirsak yang diperoleh melalui maserasi terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan variasi 

konsentrasi. Hasilnya menunjukkan aktivitas antibakteri yang bergantung pada konsentrasi, di mana 

peningkatan konsentrasi ekstrak meningkatkan diameter zona hambat. Namun, daya hambat ekstrak 

ini masih lebih rendah dibandingkan kontrol positif gentamisin, hal ini dikarenakan ekstrak daun sirsak 

(Annona Muricata L.) masi merupakan metabolit sekunder, dan metode difusi cakram hanya cocok 

sebagai skrining awal dengan keterbatasan dalam akurasi. 

Kata kunci: daun sirsak (annona muricata l.), aktivitas antibakteri, pseudomonas aeruginosa, metode 

difusi cakram, ekstrak etanol 

https://publikasi.ahlalkamal.com/index.php/sinergi
mailto:lulupratiwi0912@gmail.com
mailto:muhammadyunus@unprimdn.ac.id
mailto:muhammadyunus@unprimdn.ac.id
mailto:daimahharahap@gmail.com


Lulu Pratiwi, Muhammad Yunus, Daimah Wirdatus Sanaun Harahap : Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun 

Sirsak (Annona muricata L.) terhadap Pseudomonas aeruginosa secara In Vitro 

 

Sinergi : Jurnal Ilmiah Multidisiplin, Vol. 2 No.1 2026 | E-ISSN : 3109-0559 
 

716 

PENDAHULUAN 

Infeksi bakteri pada luka kronik, khususnya ulkus diabetikum pada penderita diabetes 

mellitus, masih jadi permasalahan kesehatan yang serius karena tingginya risiko kolonisasi 

bakteri patogen yang dapat memperlambat proses penyembuhan dan meningkatkan 

kemungkinan terjadinya komplikasi berat (Putu et., 2024). Pseudomonas aeruginosa 

merupakan bakteri Gram-negatif oportunistik yang mampu membentuk biofilm dan memiliki 

tingkat resistensi antibiotik yang tinggi, sehingga sering menyebabkan infeksi persisten dan 

memperlambat penyembuhan luka dan menimbulkan ancaman bagi kesehatan masyarakat 

(Nasri et al., 2022). 

Keterbatasan terapi antibiotik konvensional, termasuk risiko resistensi dan efek 

samping, mendorong perlunya pencarian sumber antibakteri alternatif yang lebih aman dan 

berbasis bahan alam Daun sirsak (Annona muricata L.) diketahui mengandung berbagai 

senyawa bioaktif seperti flavonoid, alkaloid, tanin, dan saponin yang berpotensi memiliki 

aktivitas antibakteri (Gawa et al., 2020). Meski pun penelitian sebelumnya telah melaporkan 

potensi antibakteri pada Daun sirsak (Annona muricata L.), data terkait efektivitas ekstrak 

etanol daun sirsak terhadap bakteri penyebab infeksi luka kronik masih perlu dikaji lebih lanjut. 

Oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri 

ekstrak etanol 96% daun sirsak terhadap Pseudomonas aeruginosa secara in vitro 

menggunakan metode difusi cakram sebagai uji skrining awal, dengan menggunakan diameter 

zona hambat sebagai indikator daya antibakteri. 

 

METODE PENELITIAN  

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen yang 

melibatkan pengambilan sampel, pengelolaan bahan uji, dan pembuatan ekstrak etanol, dan 

menguji aktivitas antibakteri. 

Desain Penelitian 

Penelitian eksperimental in vitro ini mengevaluasi aktivitas antibakteri ekstrak daun 

sirsak terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan metode difusi cakram, dianalisis secara 

deskriptif menggunakan nilai rata-rata zona hambat. 

Lokasi dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran, Kedokteran 

Gigi, dan Ilmu Kesehatan Universitas Prima Indonesia pada bulan Februari hingga Agustus 

2025. 
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Populasi dan Sampel  

Populasi bahan penelitian berupa Daun sirsak (Annona muricata L.) berumur sedang 

yang diambil dari bagian tengah ranting dan berasal dari daerah Percut Sei Tuan. Sampel 

penelitian berupa ekstrak etanol 96% daun sirsak yang diperoleh melalui metode maserasi. 

Alat dan Bahan 

Penelitian ini menggunakan sejumlah alat, mencakup: autoklaf, inkubator, laminar 

airflow, cawan petri, jangka sorong, jarum ose, timbangan analitik, serta media kultur Nutrient 

Agar, Nutrien Broth, MHA. Bahan uji yang digunakan meliputi ekstrak daun sirsak, isolat 

bakteri Pseudomonas aeruginosa gentamisin ditetapkan sebagai kontrol positif dan DMSO 

sebagai kontrol pembanding negatif. 

 

Prosedur Penelitian  

1. Pengumpulan Sampel  

Daun sirsak yang sudah dikumpul, ditimbang, dan dicuci bersih. Ekstrak etanol dibuat 

pakai metode maserasi. Simplisia kering dihaluskan, lalu diayak ukuran 20/40 mesh. Serbuk 

simplisia 1563 mg dimaserasi dengan etanol 96% hingga penuh, diaduk, dan disaring ulang. 

Ekstrak hasilnya dimasukkan ke rotary flask, diuapkan pakai waterbath sampai jadi ekstrak 

kental. Simpan ekstrak di suhu ruang (Afika et al., 2025). 

2. Pembuatan Larutan Uji 

Ektrak kental dilarutkan dalam DMSO untuk memperoleh larutan stock, kemudian diencerkan 

hingga didapatkan konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 15%, 20%, dan 25%. 

3. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)  

Medium NA (merk Himedia, ketentuan 28 gram) buat 1 petri. Caranya: timbang 0,56 gram, 

tambah aqua dest 20 ml. Aduk pakai magnetic stirrer suhu 30°C, kecepatan 8 rpm, lalu sterilkan 

di autoklaf 121°C, tekanan 15 psi, selama 1 jam. Dinginkan, tuang 15 ml per cawan petri, biarin 

di ruang LAF sampai padat. (Smas & Immim, 2024). 

4. Pembuatan Media Meuller Hiton Agar (MHA) 

Medium MHA (merk KgaA, ketentuan 38 gram) buat uji Kirby-Bauer dengan ketebalan 4 mm. 

Caranya: timbang serbuk MHA 17,35gram buat 7 petri, tambah air destilasi 140 ml, panaskan 

di hot plate sambil diaduk pakai magnetic stirrer sampai rata, suhu 30°C, kecepatan 8 rpm. 

Sterilkan larutan di autoklaf 121°C, tekanan 15 psi, selama 1 jam. Dinginkan, tuang 15 ml per 

cawan petri, biarin di ruang LAF sampai padat. (Handayani et al., 2025) 
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5. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB) 

Medium NB (Himedia REF M002-500G; 13,0 g/L) dibuat dengan menimbang 

0,065gram serbuk NB, kemudian dilarutkan dalam 5 ml aquadest dan dihomogenkan 

menggunakan magnetic stirrer, ditutup aluminium foil, dan sterilkan di autoklaf dengan suhu 

121°C selama 15 menit hingga ada tekanan 15 psi. Setelah disterilisasi, pH diperiksa dan media 

dituangkan ke dalam tabung reaksi dengan volume 5 ml pertabung (Sukiman & Agung, 2025) 

6. Peremajaan Bakteri  

Bakteri pseudomonas aeruginosa diregenerasikan terlebih dahulu dengan 

menumbuhkan pada media Nutrient Agar (NA) miring. Biakan dari stok bakteri diinokulasikan 

menggunakan ose steril didepan media agar miring, inkubasi di suhu 37°C selama 24 jam 

hingga diperoleh kultur aktif (Jesica N. & Bawondes, 2019) 

7. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Kultur Pseudomonas aeruginosa ditanaman kan dalam media NB, diinkubasi pada 37 

°C (120 rpm) hingga fase optimal. Suspensi bakteri kemudian distandarisasi pada tingkat 0,5 

McFarland di panjang gelombang 600 nm sebelum uji antibakteri. (Rosmania & Yanti, 2020). 

8. Uji Aktivitas Antibakteri 

Pengujian aktivitas bakteri dilakukan pada metode difusi cakram terhadap 

Pseudomonas aeruginosa. Suspensi bakteri disetarakan dengan standar 0,5 McFarland, 

kemudian diinokulasikan merata pada media MHA menggunakan cotton swab steril. Kertas 

cakram berdiameter 6 mm ditetesi 1 µL ekstrak daun sirsak pada berbagai konsentrasi (2,5–

25%) dan ditanam pada permukaan media. (Dharmawan et al., 2022). 

Cawan petri selanjutnya diinkubasikan dalam inkbator pada suhu 37°C selama 24 jam, 

kemudian zona hambat yang terbentuk diamati dan ditentukan diameternya menggunakan 

jangka sorong digital. Pengukuran dilakukan pada dua arah yaitu horizontal dan vertikal ,hasil 

dirata-ratakan agar diperoleh nilai yang lebih akurat (Natalia et al., 2025). 

 

Analisis Data 

Data hasil pengukuran zona hambat dianalisis secara deskriptif kuantitatif dengan 

menghitung nilai rata-rata (mean), untuk menilai afektivitas bakteri ektrak Daun sirsak 

(Annona muricata L.) terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa. 
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HASIL DAN PEBAHASAN 

Hasil 

Tabel 1. Perhitungan Rendemen Serbuk Simplisia Daun Sirsak (Annona muricata L.) 

Sampel Bobot Basah (kg) Bobot Kering (kg) % Rendemen 

Daun Sirsak (Annona 

muricata L.) 

5 kg 1.6 kg 32% 

Berdasarkan Tabel 1 Proses pengeringan daun sirsak dari bobot basah 5 kg 

menghasilkan serbuk simplisia dengan bobot kering 1.6 kg dan rendemen sebesar 32%. Hal ini 

menunjukkan bahwa sebagian besar kandungan daun sirsak berupa air yang hilang selama 

proses pengeringan. 

 

Tabel 2. Ekstraksi Daun Sirsak (Annona muricata L.) 

Sampel Bobot Serbuk (gr) Bobot ekstrak kental (gr) % Rendemen 

Daun Sirsak (Annona 

muricata L.) 

1.600 gram 421gram 26,94% 

 Pada Tabel 2 Proses ekstraksi terhadap 1.600gram dengan rendemen 26,94%. 

Rendemen yang dihasilkan menandakan keberhasilan metode ekstraksi dalam memperoleh 

senyawa aktif dari daun sirsak. Perbedaan rendemen dipengaruhi oleh kadar air, ukuran 

partikel, serta kemampuan pelarut dalam melarutkan metabolit sekunder pada daun sirsak. 

 

Tabel 3. Hasil fuji itokimia pada sampel simplisia ekstrak etanol daun sirsak 

No Senyawa Metabolit Sekunder Hasil Uji 

1. Alkaloid + 

2. Polifenol + 

3. Flavonoid + 

4. Saponin + 

5. Tanin + 

6 Terpenoid/Steroid + 

Berdasarkan Tabel 3 Pengujian fitokimis membuktikan adanya senyawa metabolit 

sekunder golongan alkaloid, polifenol, saponin, tanin, dan terpenoid atau steroid, yamg 

semuanya menunjukkan hasil positif (+). Flavonoid memberikan hasil (-) menandakan 

senyawa tidak ditemukan dalam ekstrak.  
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Tabel 4. Pengukuran zona hambat bakteri Pseudomonas aeruginosa 

No Konsentrasi Pengulangan Mean 

(mm) 

Diameter 

Zona 

Bening 

Respon  

Hambat 1 2 3 

1. 2,5% 2.0 1.15 1.05 1.4  ≤ 5 mm Lemah 

2. 5% 2.05 2.15 2.05 2.0 ≤ 5 mm Lemah 

3. 10% 2.75 2.85 2.75 2.7 ≤ 5 mm Lemah 

4. 15% 3.15 3.05 3.15 4.6 6-10 mm Lemah 

5. 20% 3.65 3.75 3.8 5.6 6-10 mm Sedang 

6. 25% 4.55 4.55 4.55 6.71 6-10 mm Lemah 

7. K+ 22.5 20.8 24.4 22.5 ≥ 21 mm 

mm 
Sangat 

kuat 

8. K- 0 0 0 0 0 Tidak 

ada 

 

Berdasarkan Tabel 4.4 Ekstrak daun sirsak menunjukkan aktivitas antibakteri pada 

Pseudomonas aeruginosa ditandai dengan terbentuknya zona hambat. Rerata zona hambat 

meningkat dari 1.4 mm (2,5%), 2.0 mm (5%), 2.7 mm (10%), hingga mencapai nilai tertinggi 

pada konsentrasi 20% sebesar 5.6 mm, kemudian menurun pada konsentrasi 25% menjadi 6.71 

mm. Kontrol positif menghasilkan zona hambat sebesar 22.5 mm. sedangkan kontrol negatif 

tidak menunjukkan zona hambat. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri berasal dari 

senyawa aktif dalam ekstrak daun sirsak (Margaretha et al., 2025). 

                   

                      

Pada hasil zona hambat, terjadi warna kehijauan di area cakram akibat dari difusi 

pigmen alami ekstrak tanaman seperti klorofil dan senyawa berwarna hijau yang terkandung 

ke dalam media agar (Gupta, 2025). 
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Hasil Zona Hambat Antibiotik Gentamicin 

 

                              

(1)       (2)           (3) 

 Berdasarkan hasil pengamatan pada kontrol positif gentamisin, terlihat terbentuk zona 

jernih di sekitar cakram antibiotik, yang menandakan adanya penghambatan pertumbuhan 

bakteri uji. Hal ini menunjukkan bahwa gentamisin bekerja efektif sebagai antibakteri dan 

berfungsi dengan baik sebagai kontrol positif untuk membandingkan aktivitas antibakteri 

sampel yang diuji.           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 5. Grafik Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Sirsak 
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Berdasarkan grafik diameter bening ekstrak daun sirsak terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa zona hambat terbesar diperoleh pada konsentrasi 25%, sedangkan gentamicin 

menghasilkan daya hambat yang paling tinggi. Pola ketiga ulangan relatif seragam, 

menandakan hasil pengujian yang konsisten. 

Pembahasan 

 Ekstraksi merupakan langkah kursial dalam penelitian bahan alam untuk memisahkan 

senyawa bioaktif dari matriks tanaman. Dalam penelitian ini, metode maserasi dipilih untuk 

mengekstrak Daun sirsak (Annona muricata L.) karena sederhana, cocok untuk skala 

laboratorium, dan menghindari pemanasan tinggi yang bisa merusak senyawa termolabil 

seperti flavonoid, fenolik, saponin, dan asetogenin yang menimpah di daun tersebut (Zahara et 

al., 2023). 

Selama perendaman berlangsung, terjadi kerusakan pada membran dan dinding sel 

sampel yang dipicu oleh perbedaan tekanan osmotik, yang menyebabkan senyawa metabolit 

sekunder keluar dari sitoplasma dan terekstraksi oleh pelarut organik. (Salsabila et al., 2023) 

Proses maserasi melibatkan perendaman 1.600gram serbuk daun sirsak dalam etanol 96% 

sebanyak 16 L dengan perbandingan 1:10, pelarut polar yang universal untuk melarutkan 

metabolit sekunder. Campuran direndam 3x24 jam dengan pengadukan sesekali, disaring, dan 

diremaserasi untuk hasil optimal. Ekstrak cair kemudian dikentalkan di water bath 75 °C, 

menghasilkan 421gram ekstrak kental (Wauran et al., 2024). 

 Pengujian Fitokimia ekstrak Daun sirsak (Annona muricara L.) mengungkapkan 

adanya kandungan alkaloid, polifenol, saponin, tanin, serta terpenoid/steroid. Adanya 

metabolit sekunder ini memperkuat aktivitas biologis ekstrak daun sirsak, terutama aktifitas 

biologis ekstrak daun sirsak, terutama sebagai agen antibakteri dan antioksidan ( Maharani, et 
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al., 2023). Perubahan warna dalam uji fitokimia disebabkan oleh interaksi khusus antara 

metabolit sekunder di dalam ekstrak dengan reagen spesifik. Flavonoid 

 Alkaloid membentuk kompleks ionik dengan pereaksi logam hingga menghasilkan 

endapan berwarna (Maheshwaran, Nadarajah, 2024), saponin membentuk busa stabil akibat 

senyawa amfifiliknya, tanin membentuk kompleks berwarna dengan ion Fe3+ (Safutri et al., 

2024), sedangkan terpenoid dan steroid mengalami reaksi dehidrasi dan oksidasi oleh asam 

kuat yang menghasilkan sistem konjugasi berwarna khas (Maheshwaran, Nadarajah, 2024).  

Pengujian antibakteri dilakukan tiga kali pengulangan dengan konsentrasi 

2,5%,5%,10%,15%,20%, dam 25%. Kontrol positif (gentamicin), dan kontrol negatif (DMSO 2%). 

Metode difusi cakram (Kirby-Bauer) pada media MHA mengukur zona hambat terhadap bakteri 

Pseudomonas aeruginosa. Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas 

aeruginosa di Tabel 4.4, ekstrak membentuk zona hambat pada hampir semua konsentrasi yang diuji, 

kecuali kontrol negatif (K-) yang tidak menunjukkan zona hambat. Ini menunjukkan media dan pelarut 

tidak memiliki aktivitas antibakteri, sehingga zona hambat berasal dari senyawa aktif ekstrak 

(Pringgenies et al., 2020). 

Pada bakteri Pseudomonas aeruginosa yang merupakan bakteri gram-negatif 

mekanisme penghambatan nya berbeda dengan gram-positif karena struktur dinding sel gram-

negatif lebih kompleks (memiliki membran luar dengan lipopolisakarida/LPS) (Subramaniam 

et al., 2023). ekstrak daun sirsak juga menunjukkan aktivitas antibakteri yang meningkat 

seiring bertambahnya konsentrasi. 

Zona hambat yang terbentuk pada konsentrasi rendah masih tergolong lemah, 

mencerminkan tingginya ketahanan intrinsik Pseudomonas aeruginosa terhadap senyawa 

antibakteri. Peningkatan zona hambat hingga kategori sedang pada konsentrasi tertinggi 

menunjukkan bahwa senyawa bioaktif dalam ekstrak tetap memiliki kemampuan menghambat 

pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa, meskipun daya hambatnya lebih rendah dibandingkan 

kontrol positif (Widyananda et al., 2021; Kresnapati, 2023). 

Pada mekanisme gram-negatif alkaloid menghambat sintesis DNA, polifenol dan 

flavonoid dengan merusak membran dan menghambat enzim/protein aktivitas ini lebih terbatas 

karena hambatan membran luar sel (LPS), saponin mengganggu lipid membran, dan terakhir 

pada terpenoid/steroid merusak membran sel secara lipofilik Hal ini diduga berkaitan dengan 

kemampuan bakteri tersebut membentuk biofilm dan memiliki sistem pertahanan membran 

yang kompleks (Subramaniam et al., 2023). 
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Gentamisin digunakan sebagai kontrol positif pada uji antibakreri terhadap 

Pseudomonas aeruginosa karena memiliki spektrum kerja luas terhadap bakteri gram-negatif 

dan gram-positif. Antibiotik ini menghambat sintesis protein bakteri melalui ikatan dengan 

subunit ribosom 30S, kedua bakteri ini sensitif terhadap gentamicin sehingga menghasiljan 

zona hambat yang jelas dan konsisten, selaian itu penggunaan gentamicin direkomendasikan 

dalam standar CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) hingga dapat digunakan 

sebagai kontrol positif (Anissa et al., 2024; Zanuba et al., 2025). 

Metode difusi cakram efektif untuk skrining awal, menghasilkan zona hambat lemah 

hingga kuat, tetapi lebih terbatas dibandingkan mikrodilusi broth yang memberikan MIC dan 

MBC, karena tergantung pada difusi dan sifat ekstrak (Hulankova, 2024). Hasil ini selaras 

dengan penelitian lain yang melaporkan penghamabatan Pseudomonas aeruginosa oleh daun 

sirsak, meski zona hambat sedang dan lebih kecil dari antibiotik murni, karena kandungan 

senyawa aktif campuran(Widyananda et al., 2021). 

 

KESIMPULAN  

Metode maserasi menggunakan etanol 96% efektif mengekstraksi senyawa bioaktif 

Daun sirsak (Annona muricata L.) yang mengandung berbagai metabolit sekunder dan 

menunjukkan aktivitas bantibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa, dengan daya hambat 

optimal pada konsentrasi 20% meskipun masih lebih rendah dibandingkan gentamisin, serta 

dipengaruhi oleh kemampuan difusi ekstrak pada konsentrasi tinggi. Penelitian lanjutan 

disarankan meliputi pemurnian senyawa aktif serta uji KHM dan KBM untuk menilai potensi 

antibakteri secara lebih akurat. 
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