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ABSTRAK 

Daun sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman bahan obat tradisional yang berkhasiat 

dan memiliki komponen aktif sebagai antibakteri, antivirus, antijamur, antiparasit dan antiinflamasi. 

Ekstrak daun sirsak terbukti efektif sebagai bahan obat tradisional yang dikemas dalam bentuk sediaan 

salep/krim untuk penyakit dermatitis pada anjing. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui jumlah 

cemaran mikrob daun sirsak (Annona muricata L.) yang dibuat menjadi sediaan obat telah memenuhi 

standar cemaran mikrob yang diperbolehkan berdasarkan parameter dari Farmakope Herbal Indonesia 

(FHI) sesuai dengan Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) Republik 

Indonesia Nomor 32 Tahun 2019 tentang Persyaratan Mutu Obat Tradisional dan Parameter Standar 

Umum Ekstrak Tumbuhan Obat Departemen Kesehatan Republik Indonesia Tahun 2000. Pemeriksaan 

cemaran mikrob pada daun sirsak dilakukan dengan Uji Angka Lempeng Total (ALT) dan Uji Angka 

Kapang/Khamir (AKK). Hasil uji Angka Lempeng Total (ALT) dari sampel daun sirsak menggunakan 

media Plate Count Agar (PCA) yang diinkubasi pada suhu 35-37oC selama 24 jam menunjukkan 

angksa 3850 cfu/mL atau 3,85 x 103 cfu/mL. Sampel daun sirsak layak dan memenuhi standar yang 

ditentukan bentuk sediaan semi padat untuk angka lempeng total yaitu maksimal ≤ 107 koloni / g. 

Hasil uji Angka Kapang/Khamir (AKK) dari sampel daun sirsak menggunakan media Potato Dextrose 

Agar (PDA) yang diinkubasi pada suhu 20-25oC selama 3-5 hari menunjukkan angka 3200 cfu/mL 

atau 3,2 x 103 cfu/mL. Sampel daun sirsak layak dan memenuhi standar yang ditentukan bentuk 

sediaan semi padat untuk angka lempeng total yaitu maksimal ≤ 104 koloni / g.  

Kata-kata kunci: angka kapang/khamir; angka lempeng total; cemaran mikrob; daun sirsak; standarisasi 

ABSTRACT 

Soursop leaf (Annona muricata L.) is an efficacious traditional medicinal plant  which has 

active components such as antibacterial, antivirus, antifungal, antiparasitic and anti inflammation. 

Soursop leaf extract has proven to be effective as a traditional medicinal ingredient in the form of 

ointments/creams for complex dermatitis in dogs.  The purpose of this research is to determine 

quantity of contaminated microbial of soursop leaf that can be used for medication which is meeting 

the standard requirement of Farmakope Herbal Indonesia (FHI) according the regulation from BPOM 

RI No. 32 of 2019 about Traditional Medication Quality Requirement and  Standard Parameter of 

Herbal Medication Plants Extract by Health Department of Republic Indonesia in 2000. Examination 

305 
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of microbial contamination on soursop leaf was done by the Analysis Total Plate Number Test (ALT) 

and the Mold / Yeast Fungus Test (AKK). The sample had been incubated in temperature of 35-37 oC 

for 24 hours made results of 3850 cfu/mL or 3,85 x 103 cfu/mL. The samples of the soursop leaf that 

had been tested were meeting the standard requirement  of semi-solid  for ALT test in  maximum ≤ 

107 colony/grams. And the results of AKK test from the sample with Potato Dextrose Agar (PDA) as 

method and incubated in temperature of 20-25oC for 3-5 days resulting of 3200 cfu/mL atau 3,2 x 103 

cfu/mL. The sample of soursop leaf from this test is fulfilling the standard requirement provided for 

semi-solid amount for ALT which is ≤ 104 colony/grams. 

 

Keywords: khamir test, total plate number test,  microbial contamination, sour leaf, standardization 

 

PENDAHULUAN 

 Indonesia adalah negara yang kaya akan berbagai macam jenis tanaman yang bisa 

dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Perkembangan pemanfaatan bahan alam sebagai obat 

tradisional dengan penggunaan yang lebih baik sekarang lebih diminati, hal ini disebabkan 

karena obat tradisional relatif mudah didapat. Bahan obat dari alam yang tumbuh melimpah 

di Indonesia dapat menundukung usaha pengobatan dengan menggunakan obat tradisional 

menjadi semakin meningkat dan berkembang luas di masyarakat. 

 Obat tradisional ini umumnya berasal dari tumbuhan asli Indonesia dan banyak 

terdapat di sekitar rumah atau lingkungan pedesaan. Tanaman obat yang banyak terdapat di 

sekitar kita salah satunya adalah daun sirsak (Annona muricata L.) (Fahrimal et al., 2010). 

Daun sirsak memiliki multikhasiat dan banyak digunakan sebagai obat dalam penyembuhan 

maupun pencegahan penyakit (SNI, 2018). Penelitian sebelumnya menunjukan ekstrak daun 

sirsak memiliki kandungan acetogenins, flavonoid, terpenoid, alkaloid, polifenol, saponin 

dan tanin yang berperan sebagai antitumor, antimikrob, antiparasit dan antivirus.  

Penggunaan daun sirsak sebagai bahan obat herbal yang dikemas dalam bentuk krim 

pernah diteliti oleh Widyanti (2018), yang dalam penelitiannya krim herbal yang 

dipergunakan merupakan kombinasi dari daun pegagan, daun sirsak dan daun mimba. Krim 

herbal ini terbukti efektif dalam mempercepat kesembuhan lesi anjing penderita dermatitis 

kompleks. Penelitian yang dilakukan oleh Wiryana et al., (2014) menunjukkan bahwa 

penyakit dermatitis pada anjing jalanan di Bali masih sangat tinggi (Widyanti et al.,  2018). 

Obat kimia seperti penicillin, tetrasiklin, doxysiklin, minosisiklin, ampisilin, amoxicillin, dan 

obat anti parasit seperti ivermectin sering digunakan sebagai pengobatan untuk penyakit 

dermatitis pada anjing (Walaa et al., 2018). Obat-obatan tersebut memiliki efek samping 

yang tinggi dan mahal harganya, sehingga obat tradisional untuk hewan sering digunakan 

oleh peternak karena harganya yang murah dan mudah didapat dan ketersediaannya bisa tak 
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terbatas sehingga pemakaian obat tradisional ini cenderung meningkat dari tahun ke tahun 

(Tagboto dan Townson, 2011).  

Peningkatan penggunaan obat tradisional perlu disikapi secara bijak karena masih 

adanya pandangan yang keliru bahwa obat tradisional selalu aman, tidak ada risiko bahaya 

bagi kesehatan konsumen. World Health Organization (WHO) melaporkan bahwa terjadi 

efek yang tidak diinginkan dari obat tradisional akibat kesalahan mengambil jenis tumbuhan 

obat yang digunakan, ketidaktepatan dosis, dan kesalahan dalam penggunaan oleh konsumen. 

Standarisasi keseragaman mutu produk sangat perlu dilakukan untuk menjamin keseragaman 

mutu dari bahan alam yang akan diformulasikan dalam suatu sediaan farmasi (Depkes RI, 

2000). 

Salah satu tahapan standarisasi yang penting dalam pengolahan menjadi sediaan obat 

tradisional adalah uji cemaran mikrob yang menjadi persyaratan dari Farmakope Herbal 

Indonesia (FHI) dengan memiliki jumlah cemaran yang layak sesuai dengan Peraturan 

Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) Republik Indonesia Nomor 32 Tahun 

2019 tentang Persyaratan Mutu Obat Tradisional dan Parameter Standar Umum Ekstrak 

Tumbuhan Obat Departemen Kesehatan Republik Indonesia Tahun 2000. 

Penelitian ini akan digunakan sampel daun sirsak yang berasal dari Desa Peliatan, 

Kecamatan Ubud, Kabupaten Gianyar. Letak geografis dari Kecamatan Ubud adalah 80 27' 

17" - 80 34' 43" lintang selatan dan 1150 13' 45,7" - 1150 16' 51,7" bujur timur. Kecamatan 

Ubud memiliki hawa yang sejuk bahkan cenderung dingin dan dikenal sebagai daerah yang 

subur dan cocok untuk lahan pertanian (Lindari et al., 2018). Tanpa perawatan yang sulit, 

tanaman ini dapat tumbuh di pekarangan rumah. Uji cemaran mikrob pada daun sirsak dapat 

dilakukan dengan uji Angka Lempeng Total (ALT) dan uji Angka Kapang/Khamir (AKK) 

yang bertujuan untuk memeriksa sampel daun sirsak yang akan digunakan sebagai bahan 

baku pembuatan obat memiliki tingkat standar cemaran yang diperbolehkan berdasarkan 

parameter yang ada. Penelitian ini juga merupakan sebagai langkah awal pembuatan obat 

tradisional untuk memberikan jaminan mutu kefarmasian yang dapat dilanjutkan untuk dibuat 

sediaan obat tradisional semi padat. Standarisasi cemaran mikrob yang nantinya telah 

diketahui diharapkan meningkatkan produk sediaan yang berasal dari tanaman herbal dapat 

diproduksi dan memiliki standarisasi. 
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MATERI DAN METODE 

Penelitian yang digunakan adalah sampel daun sirsak (Annona muricata L.) yang 

dibudidayakan di sekitar rumah di Desa Peliatan, Kecamatan Ubud, Kabupaten Gianyar. 

Jumlah sampel daun sirsak (Annona muricata L.) sebanyak 100 gram. Prosedur penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

Pengenceran Sampel 

Menyiapkan gelas ukur berisi 45 ml NaCl 0,9% dan tabung reaksi sebanyak 4 buah 

yang diisi dengan 9 mL NaCl 0,9%. Serbuk daun sirsak ditimbang sebanyak 5 gram lalu 

dimasukkan kedalam gelas ukur berisi 45 mL NaCl 0,9% lalu dihomogenkan sehingga 

didapatkan pengenceran 10-1. Sebanyak 1 mL pengenceran 10-1 dipipet ke dalam tabung 

reaksi kedua lalu dihomogenkan sehingga didapatkan pengenceran 10-2. Proses pengenceran 

dilakukan sampai tabung terakhir pada pengenceran 10-4. 

Pembuatan Media Plate Count Agar (PCA) dan Media Potato Dextrose Agar (PDA) 

Menyiapkan 1,75 gram media PCA yang dilarutkan dalam 100 mL aquades dan 3,9 

gram media PDA yang dilarutkan dalam 100 mL aquades. Kemudian dipanaskan dengan 

kompor listrik sambil diaduk perlahan menggunakan batang pengaduk sampai jernih dan 

tidak ada endapan. Tabung erlenmeyer diangkat dan didiamkan sampai tidak terlalu panas, 

lalu mulut botol ditutup dengan kapas dan dilapisi alumunium foil. Larutan media PCA dan 

PDA distrerilisasi menggunakan autoclave pada suhu 1210C dengan tekanan 1 atm selama 15 

menit. Sterilisasi selesai dilanjutkan dengan membagi larutan media PCA ke dalam 9 cawan 

petri masing-masing ± 12 mL. Proses dilakukan di dalam laminar air flow agar tidak terjadi 

kontaminasi, setelah itu media PCA yang sudah dingin dan memadat dapat disimpan di 

dalam lemari es dalam posisi terbalik sebelum digunakan.   

Uji Angka Lempeng Total (ALT) 

Larutan dimasukan 0,1 mL menggunakan pipet ke masing-masing media PCA dan 

dibuat duplo. Cawan petri disebar menggunakan batang bengkok hingga suspensi tersebar 

merata. Uji kontrol (blanko) dibuat untuk mengetahui sterilitas media dan pengencer. Proses 

dilakukan sampai cawan petri ke-4 atau pada pengenceran hingga 10-4. Media memadat, 

cawan petri diinkubasi pada suhu 35-37oC selama 24 jam dengan posisi terbalik. Amati dan 

hitung jumlah koloni yang tumbuh. 
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Uji Angka Kapang/Khamir (AKK) 

Larutan dimasukan 0,1 mL menggunakan pipet ke masing-masing media PDA dan 

dibuat duplo. Segera cawan petri disebar menggunakan batang bengkok hingga suspensi 

tersebar merata. Uji kontrol (blanko) dibuat untuk mengetahui sterilitas media dan pengencer. 

Proses dilakukan sampai cawan petri ke-4 atau pada pengenceran hingga 10-4. Cawan petri 

diinkubasi pada suhu 20-25oC selama 3-5 hari dengan posisi terbalik, setelah media 

memadat. Jumlah koloni jamur yang tumbuh diamati dan dihitung setelah 3 hari masa 

inkubasi, 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Data yang diperoleh adalah data kuantitatif yang dianalisis dengan cara menghitung 

jumlah mikrob yang tumbuh. Hasil tersebut kemudian dibandingkan dengan persyaratan 

sesuai dengan Peraturan BPOM RI Nomor 39 Tahun 2019 tentang Persyaratan Mutu Obat 

Tradisional. Cara menganalisis hasil pengujian sesuai dengan Parameter Standar Umum 

Ekstrak Tumbuhan Obat Departemen Kesehatan Republik Indonesia Tahun 2000. Rumus 

perhitungan adalah sebagai berikut: 

dinyatakan hasilnya sebagai jumlah bakteri dalam per gram atau per millimeter dari sampel. 

Hasil penelitian pada  uji angka lempeng total pada dan uji angka kapang/khamir pada 

disajikan pada Tabel 1 dan 2 : 

Tabel 1. Hasil uji Angka Lempeng Total (ALT) 

Pengenceran 

Jumlah Koloni 

Nilai ALT (cfu/mL) 
Cawan 

Petri I 

Cawan Petri 

II (duplo) 
Rata-rata 

10-1 27 30 28,5 2850 

10-2 0 2 1 1000 

10-3 0 0 0 0 

10-4 0 0 0 0 

Total Nilai ALT (cfu/mL) 3850 

Total Bakteri = Jumlah Koloni Bakteri x 
1 

Pengenceran x Volume 
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Hasil pada Tabel 1, dapat dihitung dan dianalisis sesuai dengan Parameter Standar 

Umum Ekstrak Tumbuhan Obat Departemen Kesehatan Republik Indonesia Tahun 2000. 

Hasil uji ALT dari sampel daun sirsak menunjukkan angka 3850 cfu/mL atau 3,85 x 103 

cfu/mL. Total nilai ALT tersebut sudah memenuhi standar keamanan yang ditentukan oleh 

Peraturan Kepala BPOM RI Nomor 32 Tahun 2019 tentang Persyaratan Mutu Obat 

Tradisional. Persyaratan standarisasi cemaran mikrob untuk uji ALT yang terkemas dalam 

bentuk sediaan semi padat adalah ≤ 107 koloni/g. 

 

Tabel 2. Hasil uji Angka Kapang/Khamir (AKK) 

Pengenceran 

Jumlah Koloni 

Nilai AKK (cfu/mL) 
Cawan 

Petri I 

Cawan Petri 

II (duplo) 
Rata-rata 

10-1 22 22 22 2200 

10-2 1 1 2 1000 

10-3 0 0 0 0 

10-4 0 0 0 0 

Total Nilai AKK (cfu/mL) 3200 
 

 

Hasil pada Tabel 2 dapat dihitung dan dianalisis sesuai dengan Parameter Standar 

Umum Ekstrak Tumbuhan Obat Departemen Kesehatan Republik Indonesia Tahun 2000. 

Hasil uji AKK dari sampel daun sirsak menunjukkan angka 3200 cfu/mL atau 3,2 x 103 

cfu/mL. Total nilai AKK tersebut sudah memenuhi standar keamanan yang ditentukan oleh 

Peraturan Kepala BPOM RI Nomor 32 Tahun 2019 tentang Persyaratan Mutu Obat 

Tradisional. Persyaratan standarisasi cemaran mikrob untuk uji ALT yang terkemas dalam 

bentuk sediaan semi padat adalah ≤ 104 koloni / g. 

Uji ALT dan Uji AKK mengunakan cara metode sebar (spread plate method). Uji 

ALT yaitu dengan menghitung jumlah mikrob aerob mesofilik (colony forming unit/cfu) yang 

dapat tumbuh dalam per gram atau per millimeter dari sampel. Analisa ini hanya dapat 

mengetahui jumlah mikrob saja tanpa mengetahui spesifikasi jenis mikrob yang tumbuh. 

Hasil dari analisa ini dapat digunakan sebagai indikator untuk menggambarkan derajat 

kontaminasi dari suatu bahan pangan (Puspandari, 2015). Analisa ini dilakukan dengan cara 

menumbuhkan bakteri ke dalam suatu media di cawan petri (Mulyani et al., 2016). Uji AKK 

adalah kelompok mikroorganisme yang termasuk dalam Fungi. Mikroorganisme ini memiliki 
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manfaat yang menguntungkan di perairan karena mampu merombak senyawa organik 

kompleks menjadi sederhana (Noverita, 2019). Perbedaan antara kapang dan khamir dapat 

dilihat dari bentuknya. Kapang memiliki bentuk seperti kapas dan biasanya berwarna putih 

dengan inti hitam di tengahnya. Sedangkan khamir merupakan koloni biasa tanpa filamen 

atau serabut (Prastyowati, 2014). 

Media yang digunakan dalam uji ALT adalah PCA. Media PCA mengandung triptone 

5.0 gr/L, ekstrak ragi 2.5 gr/L, glukosa 1.0 gr/L dan agar 9.0 gr/L untuk nutrisi pertumbuhan 

bakteri dengan pH 7,0±0,2. Bakteri dapat tumbuh optimun pada pH 6,5-7,5 (Puspandari, 

2015). Plate Count Agar merupakan media agar yang umum digunakan untuk penumbuhan 

bakteri karena mengandung nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan mikroorganisme 

heterotrof. Selain itu, media ini juga tidak mengandung agen inhibitor yang hanya membatasi 

pertumbuhan mikrob tertentu saja, sehingga hampir semua mikrob mesofil aerob dapat 

tumbuh pada media ini.  

Media agar yang digunakan dalam uji AKK adalah PDA yang mengandung ekstrak 

potato, glukosa, dan agar. Glukosa dan potato/kentang merupakan sumber energi untuk 

memproduksi konidia dari kapang/khamir. Agar merupakan polisakarida asam yang 

diekstraksi dari ganggang merah tertentu. Sel-sel yang terletak diatas atau pembenihan padat 

tidak dapat bergerak. Karena itu, jika beberapa sel diletakkan dalam atau pada pembenihan, 

maka tiap sel akan tumbuh dan membentuk sebuah koloni yang terpisah. Media PDA 

direkomendasikan untuk menumbuhkan dan menghitung kapang dan khamir dalam butter 

dan produk makanan lainnya. Menurut Noverita (2019) kapang dan khamir dapat tumbuh 

pada rentang pH pertumbuhan bakteri (6,5-7,5), namun pertumbuhan optimumnya pada pH 

5-6, sehingga media yang digunakan cocok untuk pertumbuhan kapang dan khamir. Uji AKK 

mengunakan media PDA yang ditambahkan antibiotik amoxicillin 2 gram yang bertujuan 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri pada media sehingga yang tumbuh pada media 

hanya kapang dan khamir. 

Pemeriksaan ALT dan AKK untuk mengetahui sterilitas media dan pengenceran serta 

keaseptisan selama pengujian maka digunakan uji kontrol (blanko) media PCA dan uji 

kontrol (blanko) media PDA. Uji kontrol media digunakan untuk memastikan bahwa bakteri 

yang tumbuh murni berasal dari sampel dan uji kontrol pengenceran digunakan untuk 

menjamin bahwa sampel tidak terdapat kontaminan. Tujuan saat inkubasi sampel dengan 

pembalikkan cawan adalah agar uap air yang terjadi selama proses inkubasi tidak menetes 
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kedalam media agar, sehingga tidak akan mengganggu selama proses pengamatan dan 

perhitungan jumlah koloni bakteri. Perlakuan duplo dengan tujuan untuk mengantisipasi 

kesalahan atau kegagalan pada penanaman sehingga masih ada cadangan yang berisi 

inokulum yang sama dan untuk membandingkan hasil kedua pengenceran yang sama jika 

memiliki cemaran mikrob yang nilainya jauh berbeda maka kemungkinan terdapat kesalahan 

atau kontaminasi pada saat penanaman (Indrasuari et al., 2014). 

Rendahnya angka koloni mikrob ini dikarenakan adanya kandungan senyawa bioaktif 

yang terdapat dalam sampel daun sirsak. Kandungan senyawa-senyawa aktif yang ada daun 

sirsak memiliki aktivitas antioksidan, antifungi, dan antibakteri yang tinggi (Kim et al., 

2015). Daun sirsak juga mengandung senyawa antimikrob golongan fenol, flavonoid, 

terpenoid, dan minyak atsiri yang mampu berperan sebagai senyawa bioaktif yang dapat 

menghambat pertumbuhan mikrob (Handrianto, 2016). Kandungan fitokimia annanaceous 

acetogenine pada ekstrak daun sirsak merupakan agen aktif antibakteri (Rohdiana et al., 

2018). Kandungan komponen biokimia juga terdapat dalam daun sirsak yaitu berupa saponin 

dan kandungan flavonoid dalam adas yang mampu menyembuhkan penyakit yang 

disebabkan oleh bakteri (Hasanah, 2014). 

 

SIMPULAN 

Cemaran mikrob pada daun sirsak (Annona muricata L.) yang terdiri dari uji ALT dan 

uji AKK menunjukkan bahwa layak dan memenuhi standar yang ditentukan oleh aturan 

BPOM RI Nomor 32 tahun 2019 mengenai persyaratan mutu obat tradisional (bentuk sediaan 

semi padat). 

 

SARAN 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai cemaran mikrob bakteri patogen 

yang terdapat dalam bentuk sediaan semi padat misal bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa. 
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