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ABSTRAK 

Jumlah kasus terkonfirmasi COVID-19 di dunia 458.479.635 dengan angka 

kematian sebanyak 6.047.653 jiwa pada Maret 2022. Beberapa antivirus telah 

digunakan dalam penanganan sementara COVID-19, yaitu klorokuin, lopinavir-

ritonavir, dan remdesivir, tetapi antivirus tersebut bersifat tidak spesifik terhadap 

SARS-CoV-2, sehingga perlu adanya suatu antivirus baru yang spesifik. Pada 

penelitian ini telah dilakukan pengujian penghambatan aktivitas 3CLpro oleh ekstrak 

metanol daun sirsak secara in vitro dan mengidentifikasi kandungan alkaloid yang 

merupakan senyawa hits berdasarkan pengujian in silico terdahulu. Pengujian in 

silico dilakukan menggunakan software Discovery Studio dan AutodockTools 4.2 

menunjukkan senyawa hits, yaitu anonain dengan energi bebas ikatan terendah 

sebesar -7,9 kkal/mol. Uji KLT dengan fase diam GF254, fase gerak etil asetat:n-

heksana dengan perbandingan 2:2 (v/v) dan pereaksi semprot dragendorff 

menunjukkan keberadaan senyawa alkaloid pada ekstrak metanol daun sirsak dengan 

Rf 0,2 dan 0,325. Pengujian aktivitas penghambatan ekstrak metanol daun sirsak 

terhadap enzim 3CLpro dilakukan dengan metode FRET-based assay. Hasil 

pengujian menunjukkan ekstrak metanol daun sirsak dapat menghambat aktivitas 

enzim sebesar 19,23% pada konsentrasi 1000 µg/mL dan 48,08% pada konsentrasi 

2000 µg/mL. 

Kata Kunci : COVID-19, Anonain, Ekstrak metanol daun sirsak, In vitro 

  

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



viii  

ABSTRACT 

The number of confirmed cases of COVID-19 in the world is 458,479,635 

with a death toll of 6,047,653 in March 2022. Several antivirals have been used in the 

temporary treatment of COVID-19, namely chloroquine, lopinavir-ritonavir, and 

remdesivir, but these antivirals are non-specific. against SARS-CoV-2, so the need 

for a specific new antiviral. In this study, in vitro testing of the 3CLpro activity 

inhibition by soursop leaf extract was carried out and identified the alkaloid content 

which is a hit compound based on previous in silico testing. The in silico test using 

Discovery Studio and AutodockTools 4.2 software showed the hits compound, 

namely anonaine with the lowest bond free energy of -7.9 kcal/mol. TLC test with 

stationary phase GF254, mobile phase ethyl acetate:n-hexane with a ratio of 2:2 (v/v) 

and Dragendorff spray reagent showed the presence of alkaloid compounds in the 

methanol extract of soursop leaves with Rf 0.2 and 0.325. Testing the inhibitory 

activity of soursop leaf methanol extract against the 3CLpro enzyme was carried out 

using the FRET-based assay method. The test results showed that soursop leaf 

methanol extract could inhibit enzyme activity by 19.23% at a concentration of 1000 

g/mL and 48.08% at a concentration of 2000 g/mL. 

Keywords : COVID-19,  anonaine, Soursop leaf methanol extract, In vitro 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Saat ini dunia masih dilanda pandemi coronavirus disease 2019 (COVID- 

19). Pada awalnya, Tiongkok melaporkan kasus pneumonia baru yang berasal dari 

pasar makanan laut Wuhan pada 31 Desember 2019 (Zheng, 2020). Virus tersebut 

kemudian dianalisis dan diidentifikasi sebagai 2019 novel coronavirus (2019- nCoV) 

dan dideklarasikan sebagai pandemi oleh World Health Organization (WHO) pada 

Maret 2020 (Wang et al., 2020). Pada bulan yang sama, Indonesia melaporkan kasus 

terkonfirmasi COVID-19 pertama (Susilo dkk, 2020). Berdasarkan data WHO, kasus 

COVID-19 yang terkonfirmasi mencapai 458.479.635 dengan angka kematian 

sebanyak 6.047.653 jiwa. Indonesia sendiri memiliki jumlah kasus terkonfirmasi 

sebanyak 5.900.124 dengan angka kematian sebanyak 152.437 jiwa pada Maret 

2022 (WHO, 2022). 

COVID-19 disebabkan oleh virus SARS-CoV-2 yang menyebar antar 

manusia melalui droplet ketika batuk atau bersin, serta ada kemungkinan terjadinya 

transmisi aerosol dalam ruangan tertutup (Cascella et al., 2021). Virus ini memiliki 

kemiripan dengan SARS-CoV yang pernah merebak di Tiongkok pada November 

2002 sampai Juli 2003 silam (Xu et al., 2020). Kedua virus tersebut diklasifikasikan 

sebagai beta-virus corona dan merupakan tipe virus RNA, namun gen SARS-CoV- 2 

dan SARS-CoV memiliki kemiripan nukleotida sebesar 89,10% (Qamar et al., 2020). 

Secara umum, beta-virus corona memproduksi polipeptida 800 kDa untuk transkripsi 

genom. Polipeptida tersebut akan mengalami proteolisis dan membelah menjadi 

berbagai protein. Proses proteolisis dimediasi oleh papain-like protease (PLpro) dan 

3-chymotrypsin-like protease (3CLpro). 3-chymotrypsin-like protease membelah 

poliprotein pada 11 situs untuk memproduksi berbagai protein non-struktural yang 

penting dalam replikasi virus. Oleh karena itu, 3CLpro merupakan target potensial 

untuk skrining antivirus corona (Qamar et al., 2020). 

Beberapa antivirus yang digunakan dalam penanganan sementara COVID-

19 adalah klorokuin (antimalaria), lopinavir/ritonavir (anti-HIV), serta remdesivir 

(anti-ebola) (Solnier and Fladerer, 2020). Hal ini dikarenakan belum tersedia 

antivirus spesifik COVID-19. Selain itu, sebagai tindakan preventif dilakukan 
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vaksinasi dan penanganan suportif dengan oksigen supplemental dan ventilator 

(CDC, 2020). Penanganan COVID-19 di Tiongkok melibatkan penggunaan herbal 

tradisional. Berdasarkan studi oleh Hong-Zhi et al., (cit., Benarba and Pandiella, 

2020), tingkat kesembuhan pasien COVID-19 yang menggunakan herbal tradisional  

adalah 90% dari 214 pasien. Selain itu, herbal tradisional juga mencegah infeksi 

SARS-CoV-2 dan meningkatkan status kesehatan pasien dengan gejala ringan dan 

berat. Beberapa ahli dari Rumah Sakit Zhongnan Universitas Wuhan memasukkan 

penggunaan obat tradisional dalam tatalaksana penanganan dan pencegahan COVID-

19 (Benarba and Pandiella, 2020). Oleh karena itu, penggunaan produk herbal dapat 

digunakan sebagai pendekatan alternatif dalam penanganan suportif dan profilaksis 

COVID-19. 

Drug Discovery Student Club (DDSC) Fakultas Farmasi Universitas Sanata 

Dharma telah melakukan studi pendahuluan berupa penapisan tanaman Indonesia 

yang berpotensi sebagai penghambat 3CLpro. Penapisan ini dilakukan dengan uji in 

silico (komputasi) berupa docking molekular struktur kristal enzim 3CLpro terhadap 

300 senyawa dari in-house database yang dikoleksi DDSC menggunakan software 

AutoDock Vina (www.scripps.edu.my). Dua puluh senyawa yang terpilih (hits), 

diketahui terkandung dalam 16 tanaman lokal berdasarkan energi bebas ikatan 

dengan nilai terendah. Salah satu tanaman yang didapatkan adalah tanaman sirsak 

dengan senyawa yang diduga aktif, yaitu anonain dengan energi bebas ikatan sebesar 

-7,2 kkal/mol. 

Prasad et al. (2021) juga telah melakukan uji hambatan terhadap protein 

spike SARS-CoV-2 dengan metode in silico pada 10 acetogenin tanaman sirsak dan 

menunjukkan afinitas yang baik terhadap protein spike dengan rentang energi bebas 

berikatan sebesar -5,3 hingga -7,7 kkal/mol. Hasil penelitian in silico tersebut 

digunakan sebagai dasar untuk membuktikan aktivitas tanaman sirsak dalam terapi 

COVID-19. Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas penghambatan enzim 3CLpro 

oleh ekstrak metanol daun sirsak secara in vitro dengan metode FRET-based assay. 

Hasil pengujian menunjukkan ekstrak metanol daun sirsak dapat menghambat 

aktivitas enzim 3CLpro sebesar 19,23% pada konsentrasi 1000 µg/mL dan 48,08% 

pada konsentrasi 2000 µg/mL. 

B. Rumusan Masalah 

1. Apakah ekstrak metanol daun sirsak memiliki aktivitas sebagai penghambat 
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enzim 3CLpro SARS-CoV-2? 

2. Bagaimana profil kromatografi lapis tipis (KLT) ekstrak metanol daun sirsak? 

C. Keaslian Penelitian 

Keaslian penelitian ini berdasarkan atas penelitian terkait yang telah 

dilakukan sebelumnya, yaitu: 

Prasad et al., (2020) melakukan penelitian in silico yang menunjukkan bahwa 

kandungan acetogenin tanaman sirsak memiliki afinitas yang baik terhadap protein 

spike SARS-CoV-2 dengan rentang energi bebas berikatan sebesar - 5,3 hingga 7,7 

kkal/mol. 

Sejauh penelusuran pustaka yang dilakukan, penelitian mengenai aktivitas 

hambatan ekstrak metanol daun sirsak terhadap enzim 3Clpro SARS-CoV-2 secara in 

vitro belum pernah dilakukan. 

D. Tujuan Penelitian 

1. Menguji aktivitas penghambatan ekstrak metanol daun sirsak  terhadap enzim 

3CLpro SARS-CoV-2 secara in vitro. 

2. Mengetahui profil kromatografi lapis tipis (KLT) ekstrak metanol daun sirsak. 

E. Manfaat Penelitian 

1. Manfaat Teoretis 

Penelitian ini dapat menyediakan informasi terkait proses penemuan antivirus 

corona terkhususnya pada uji in vitro tingkat molekuler dari sampel herbal. 

2. Manfaat Metodologis 

Penelitian ini dapat membantu dalam pengembangan ilmu kefarmasian terkait 

proses penemuan antivirus corona terkhususnya pada uji in vitro tingkat 

molekuler dari sampel herbal. 

3. Manfaat Praktis 

Penelitian ini dapat memberikan informasi kepada masyarakat mengenai 

penemuan kandidat antivirus corona dari herbal, serta menyediakan produk hasil 

penelitian sebagai antivirus corona yang siap dilanjutkan sampai tahap uji klinik.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Tanaman Sirsak (Annona muricata L.) 

Tanaman sirsak berasal dari daerah tropis dan subtropis, seperti Amerika 

Selatan dan Utara, India, Malaysia dan Nigeria. Sirsak merupakan tanaman 

evergreen dan terrestrial, dengan ketinggian 5-8 meter dan karakteristik seperti  

kanopi, seperti tersaji pada Gambar 1. Daun sirsak berbentuk lonjong, ujung 

berbentuk lancip, permukaan mengkilap dan halus, berwarna hijau tua dengan 

permukaan bawah berwarna hijau muda, serta berbau tajam dan khas ketika diremas. 

Batang sirsak berwarna cokelat gelap dan beranting. Tanaman sirsak memiliki bunga 

berwarna kuning kehijauan dan berbentuk seperti kerucut. Kelopak bunga sirsak 

tebal dan kaku, serta tumbuh pada cabang, ranting maupun batang. Buah tanaman 

sirsak berbentuk mirip kerucut, berwarna hijau saat muda dan menjadi hijau 

kekuningan saat masak dan memiliki duri lunak yang menyelimuti seluruh buah 

(Warisno dan Dahana, 2012). Berikut merupakan klasifikasi taksonomi tanaman 

sirsak. 

Kerajaan : Plantae 

Sub-kerajaan : Viridiplantae 

Super divisi : Embryophyta 

Divisi  : Tracheophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Magnoliales 

Famili  : Annonaceae 

Genus  : Annona 

Spesies : Annona muricata 

(Integrated Taxonomic Information System, 2021)

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



5  

Gambar 1. Tanaman sirsak yang dikoleksi di daerah Godean, Yogyakarta 

Secara tradisional, bagian tanaman sirsak yang sering digunakan sebagai 

obat adalah batang, akar, benih dan daun. Tanaman sirsak digunakan untuk 

mengobati penyakit kulit, analgesik oral dan topikal, obat demam, flu dan asma. 

Selain itu, tanaman ini juga digunakan untuk menangani parasit, malaria, diare, 

penyakit jantung serta hepar. Sirsak juga digunakan untuk mengobati hipertensi, 

diabetes dan kanker, serta dapat digunakan sebagai insektisida (Coria-Tellez et al., 

2016). 

Beberapa studi ilmiah menyatakan bahwa tanaman sirsak terbukti memiliki 

efek farmakologi, seperti aktivitas sitotoksik yang selektif terhadap sel kanker 

(George et al., 2012), anti-protozoa (Ferreira et al., 2013), antioksidan (Almeida et 

al., 2011; Correa-Gordillo et al., 2012), antimikroba (Bento et al., 2013), antivirus 

(Usha et al., 2019), aktivitas hipoglikemik (Hardoko et al., 2015), anti- tumorigenik 

(Hamizah et al., 2012), hepatoprotektif dan gastroprotektif (Moghadamtousi et al., 

2014), dan anti-hipotensif  (Nwokocha et al., 2012). Berdasarkan studi fitokimia, 

tanaman sirsak diketahui mengandung senyawa alkaloid, triglikosida flavonol, 

megastigmane, fenolik, siklopeptida dan minyak atsiri. Ekstrak metanol daun sirsak 

mengandung senyawa tanin, flavonoid, saponin, terpenoid, alkaloid, steroid dan 

fenolik (Agu and Okolie, 2017).  

B. SARS-CoV-2 

Berdasarkan studi bioinformatika, SARS-CoV-2 memiliki karakteristik 

umumvirus corona dan termasuk dalam kelompok beta-virus corona. Virus SARS-

CoV-2 memiliki 79,5% kemiripan sekuen genom dengan SARS-CoV. Berdasarkan 

perbandingan genom SARS-CoV-2 dengan beta virus corona lainnya, SARS-CoV- 2 

diperkirakan berevolusi dari virus corona kelelawar RaTG13 dengan kemiripan 

sebesar 96% (Wang et al., 2020). Struktur SARS-CoV-2 tersusun atas 4 protein 
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struktural, yaitu glikoprotein spike (S), glikoprotein envelope (E), glikoprotein 

membran (M) dan protein nukleokapsid (N), seperti tersaji pada Gambar 2 (Wang 

et al., 2020). 

 

 

 

Gambar 2. Struktur SARS-CoV-2 

Infeksi virus corona dapat ditularkan dari hewan ke manusia atau antar 

manusia. Virus SARS-CoV-2 akan masuk ke dalam sel inang melalui reseptor 

angiotensin- converting enzyme 2 (ACE2) yang terdapat pada organ hati, paru- paru, 

ginjal dan saluran gastrointestinal. Hal tersebut terjadi karena glikoprotein S SARS-

CoV-2 mampu melekat pada kreseptor ACE2, menyebabkan penyatuan antara 

membran virus dan sel inang. Setelah mengalami endositosis, SARS-CoV-2 akan 

melepas materi genetik berupa mRNA ke dalam sitoplasma yang kemudian akan 

ditranslasikan. Struktur genom SARS-CoV-2 terdiri atas 14 open reading frames 

(ORF) yang masing-masing mengkode protein struktural dan non- struktural. Pada 

awalnya, ORF1a dan ORF1b akan mengkode dua poliprotein (pp) replikasi, yaitu 

pp1a dan pp1ab yang akan dihidrolisis oleh enzim protease, yaitu papain-like 

protease (PLpro) dan Mpro (main protease) atau 3CLpro menjadi protein non-

struktural (nsp). Protein non-struktural akan bergabung dan membentuk kompleks 

replikasi-transkripsi yang berpartisipasi dalam pembentukan vesikel membran ganda 

pada reticulum endoplasma. Kompleks tersebutakan disusun oleh protein M, S, dan E 

untuk membentuk nukleokapsid yang akan dikeluarkan dari sel melalui proses 

eksositosis, seperti tersaji pada Gambar 3 (Li et al., 2020; Astuti and Ysrafil, 2020). 
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Gambar 3. Proses replikasi SARS-CoV-2 (Bala and Kumar, 2020) 

Transmisi SARS-CoV-2 terjadi melalui droplet antar manusia ketika berada 

dalam jarak yang dekat. Transmisi melalui droplet ini terjadi secara langsung saat 

bersin atau batuk, sehingga infeksi dapat terjadi ketika droplet mengenai membran 

mukosa (mulut dan hidung) dan mata. Transmisi juga dapat terjadi ketika individu 

melakukan kontak dengan benda yang terpapar droplet (Bala and Kumar, 2020; 

Zheng, 2020). Masa inkubasi COVID-19 adalah 14 hari setelah paparan dan 

ditunjukkan dengan gejala pneumonia ringan hingga berat. Secara umum, gejala yang 

ditimbulkan adalah demam, batuk berdahak, sesak napas, sakit tenggorokan, sakit 

kepala dan myalgia. Selain gejala tersebut, beberapa kasus juga menunjukkan adanya 

gejala sistem gastrointestinal, yaitu mual, muntah dan diare. Berdasarkan hasil 

laboratorium, pasien COVID-19 mengalami limfositopenia, trombositopenia, 

kenaikan CRP dan D-dimer, serta serum ALT (Saxena, 2020). 

C.  3-Chymotrypsin-like Protease (3CLpro) 

Setelah proses endositosis, genom RNA akan digunakan sebagai cetakan 

untuk translasi poliprotein pp1a dan pp1ab yang mengkode berbagai nsp termasuk 

enzim protease, yaitu 3CLpro dan PLpro. 3-chymotripsine-like protease disebut juga 

Mpro (main protease) dikarenakan peran penting dalam ekspresi gen dan proses 

replikasi. 3-chymotripsine-like protease ini berperan dalam proses proteolitik 

poliprotein replikasi menghasilkan protein fungsional untuk kepentingan replikasi, 

transkripsi dan rekombinasi virus (Kumar et al., 2020; Suarez and Diaz, 2020). 
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Gambar 4. Struktur 3CLpro SARS-CoV-2 dan domain katalitiknya 

Struktur kristal 3CLpro SARS-CoV-2 mirip denganvirus corona lainnya. 3-

chymotripsine-like protease tersusun atas tiga domain, yaitu domain I (residu 8-

101)dan domain II (residu 102-184) dengan struktur β-barell antiparalel, sedangkan 

domain III (residu 201-303) membentuk α-heliks yang terhubung dengan domain II 

(Hartini et al., 2021). Domain katalitik SARS-CoV-2 berada di antara domain I dan 

II yang dimediasi oleh interaksi hidrogen antara sistein dan histidin. Sistein akan 

berfungsi sebagai nukleofil dengan bantuan histidin sebagai katalis dalam reaksi 

hidrolisis sistein. Setelahnya, sistein akan melakukan penyerangan nukleofilik pada 

gugus karbonil substrat P1. Domain III sendiri berfungsi untuk dimerisasi protease 

menjadi bentuk enzim homodimer yang aktif, seperti tersaji pada Gambar 4 (Roe et 

al., 2021; Ferreira and Rabeh, 2020). 

D. Uji In Vitro Penghambatan 3CLpro 

Uji in vitro aktivitas penghambatan enzim 3CLpro yang digunakan adalah 

FRET (Fluorosence Energy Transfer) assay. Fluorosence Energy Transfer 

merupakan transfer energi dari donor berfluoresensi ke suatu molekul akseptor yang 

bergantung pada jarak. Transfer energi antara molekul berwarna terjadi ketika 

spektrum emisi fluoresensi donor tumpang tindih dengan spektrum eksitasi akseptor. 

Ketika fluoresensi molekul pendonor tereksitasi secara langsung, sebagian energi 

eksitasi akan dilewatkan pada molekul  akseptor, sehingga tidak hanya diikuti dengan 

emisi molekul pendonor (Rogers et al., 2012). 

Dalam hal ini, penurunan energi emisi donor yang diikuti dengan 

peningkatan  emisi akseptor merupakan objek observasi. Transfer energi ini hanya 

terjadi ketika dua molekul berdekatan dengan jarak kurang dari 100 Angstrom. Hal 

tersebut menjadikan FRET sebagai objek yang sensitif untuk analisis asosiasi 

makromolekul (Rogers et al., 2012). 
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E. Maserasi 

Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana yang digunakan untuk 

mengekstrasi sampel baik dalam jumlah kecil maupun besar. Metode maserasi 

dilakukan dengan merendam sampel dalam wadah tertutup dengan pelarut pada suhu 

ruang setidaknya selama 3 hari sambil diaduk. Setelah proses ekstraksi selesai, 

maserat akan dipisahkan melalui penyaringan atau dekantasi, kemudian diuapkan 

dengan evaporator, oven maupun water bath (Azwanida, 2015; Abubakar and 

Haque, 2020).  

Prinsip maserasi adalah penetrasi pelarut ke dalam sel tanaman sehingga 

terjadi perpindahan senyawa menuju pelarut. Pelarut yang digunakan harus selektif 

dan mampu mengekstraksi senyawa target, tidak bereaksi dengan senyawa target 

maupun matriks lain, mudah menguap, tidak berbahaya atau toksik, dan murah serta 

mudah didapatkan (Azwanida, 2015; Abubakar and Haque, 2020). 

F. Kromatografi Lapis Tipis 

Kromatografi lapis tipis merupakan jenis kromatografi cair dengan fase 

gerak berupa cairan dan fase diamnya berupa adsorben yang diletakkan pada sebuah 

lempeng. Fase gerak yang digunakan berupa pelarut yang akan memfasilitasi gerak 

senyawa pada fase diam. Kecepatan pergerakan senyawa bergantung pada 

kemampuan pelarut untuk melarutkan senyawa dan kemampuan adsorben untuk 

menarik senyawa dari pelarut (Santiago and Strobel, 2013)..  

Senyawa yang berinteraksi kuat dengan adsorben akan bergerak lebih 

lambat dan senyawa yang bergerak lebih cepat pada fase diam  menunjukkan interaksi 

senyawa yang lebih kuat dengan fase gerak. Pada metode KLT, fase diam berupa 

senyawa polar, sehingga senyawa yang bersifat polar akan bergerak lebih lambat 

pada fase diam bila fase gerak yang digunakan bersifat non- polar (Santiago and 

Strobel, 2013). 

G. Landasan Teori 

Enzim 3CLpro memegang peranan penting dalam siklus hidup virus SARS-

CoV-2. 3-chymotrypsine-like protease berperan dalam menghasilkan protein 

fungsional dari proses proteolitik poliprotein replikasi agar virus dapat melakukan 

proses replikasi, transkripsi dan rekombinasi virus. Oleh karena itu, 3CLpro 

merupakan target potensial untuk penapisan antivirus corona terkhususnya dari 

herbal. Proses penapisan dilakukan secara in silico dengan metode molecular 
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docking. Senyawa yang terkandung dalam tanaman asli Indonesia dilakukan docking 

terhadap struktur kristal enzim 3CLpro menggunakan software AutoDock Vina. 

Penapisan dilakukan berdasarkan nilai energi bebas ikatan antara senyawa dalam 

tanaman dan enzim 3CLpro. Senyawa yang memiliki nilai energi bebas ikatan yang 

rendah diduga mampu menghambat enzim 3CLpro.  

Anonain diduga mampu menghambat enzim 3CLpro karena hasil molecular 

docking menunjukkan nilai energi bebas ikatan yang rendah terhadap enzim 3CLpro, 

yaitu -7,2 kkal/mol. Senyawa ini merupakan senyawa golongan alkaloid yang 

diketahui terkandung dalam daun tanaman sirsak. Alkaloid bersifat kurang polar, 

sehingga dapat diekstraksi dengan pelarut metanol. Pelarut metanol memiliki gugus 

non-polar pada bagian metil dan gugus polar pada bagian hidroksil sehingga mampu 

meningkatkan permeabilitas sel. Oleh karena itu, metanol mudah berpenetrasi ke 

dalam sel tanaman untuk mengekstraksi anonain.  

H. Hipotesis 

1. Ekstrak metanol daun sirsak mengandung senyawa  alkaloid. 

2. Ekstrak metanol daun sirsak menghambat aktivitas enzim 3CLpro SARS-CoV-

2 secara in vitro.
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BAB III  

METODE PENELITIAN 

A. Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah eksperimental murni dan rancangan 

penelitian yang dilakukan adalah post-test only control group design dengan teknik 

simple random sampling. 

B. Variabel dan Definisi Operasional Variabel 

Variabel bebas   : konsentrasi ekstrak metanol daun sirsak 

Variabel terikat  : persentase (%) penghambatan enzim 3CLPro  

Variabel pengacau terkendali : tahapan ekstraksi, suhu dan waktu inkubasi 

Definisi operasional variabel : 

1. Konsentrasi ekstrak metanol daun sirsak adalah 20 mg ekstrak metanol daun 

sirsak di dalam 0,2 mL DMSO. 

2. Ekstrak metanol daun sirsak adalah hasil ekstraksi daun sirsak menggunakan 

pelarut metanol. 

3. Persentase penghambatan enzim 3CLpro adalah persen penghambatan sampel 

uji yang sudah dikurangi blanko dibagi persen penghambatan kontrol negatif 

yang sudah dikurangi blanko. 

4. Tahapan ekstraksi terdiri dari pemanenan daun, penyucian, sortasi basah dan 

kering, pengeringan daun, penyerbukan, maserasi dan pengentalan ekstrak. 

5. Suhu inkubasi pada uji in vitro penghambatan enzim 3CLpro, yaitu 25°C dengan 

waktu inkubasi 24 jam. 

C. Bahan Penelitian 

Daun sirsak, metanol teknis, kertas, aluminium foil, plat KLT silica gel 60 GF254 

(p.a., Merck®), n- heksana (p.a., Merck®), etil asetat (p.a., Merck®), pereaksi 

dragendorff (Merck®), kit enzim 3CLpro (BPS Bioscience), DMSO, air untuk 

injeksi. 

D. Alat Penelitian 

Alat-alat gelas pada umumnya, timbangan analitik (Ohaus), mortar dan stamper, 

mikropipet (Socorex), 96-well microplate, vortex, white and blue tips, lampu 

Bunsen, lemari pendingin, freezer, SynergyTM HTX Multi-Mode microplate reader 
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(BioTek), lampu UV 254 nm, pH meter, dan chamber KLT. 

E. Tata Cara Penelitian 

1. Determinasi tanaman 

Herbarium tanaman daun sirsak dibuat dengan mengambil bagian ranting 

serta daun segar yang tidak rusak secara fisik dan bebas dari serangan hama. Bagian 

ranting dan daun dikeringkan pada kertas koran yang ditangkupkan dengan papan 

yang diberi pemberat. Kertas koran diganti bila basah dan tahap pengeringan 

dilakukan secara berulang hingga tanaman kering. Tanaman yang sudah kering 

dipindahkan dan ditempelkan pada kertas manila putih. Penempelan dilakukan 

dengan mengikat tanaman menggunakan tali rami dan herbarium diberi label. 

Herbarium kemudian dikirimkan untuk dideterminasi ke Fakultas Farmasi 

Universitas Sanata Dharma, Yogyakarta. 

2. Ekstraksi daun sirsak 

Pemanenan daun sirsak dilakukan dengan mengambil bagian daun dari 

tanaman di daerah Godean, Yogyakarta. Daun sirsak dipanen pada musim kemarau 

dan dipilih daun keempat dari pucuk hingga ke pangkal ranting, segar, tidak rusak 

secara fisik dan bebas dari serangan hama. Daun tersebut disortasi, lalu dicuci 

dengan air bersih dan dikeringkan dengan menggunakan panas matahari sambil 

ditutupi kain hitam. Pengeringan dilakukan hingga daun sirsak kering. Daun 

tersebut disortasi kembali dan diserbuk dengan mortar dan stamper. 

Ekstraksi daun sirsak dilakukan dengan metode maserasi menggunakan 

pelarut metanol. Maserasi dilakukan dengan merendam 20 g serbuk simplisia 

menggunakan pelarut metanol dengan perbandingan 1:5 dan diaduk pada suhu 

ruangan hingga 24 jam. Setelah pengadukan 24 jam, maserat disaring dengan kertas 

saring, residu maserasi dimaserasi kembali dengan volume pelarut dan waktu 

pengadukan yang sama. Remaserasi residu dilakukan sebanyak 2 kali. Maserat yang 

diperoleh diuapkan menggunakan oven dengan suhu 40℃ hingga didapatkan 

ekstrak metanol kental dari daun sirsak.
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3. Uji KLT ekstrak metanol daun jarak pagar dan daun sirsak 

Uji KLT dilakukan dengan menotolkan ekstrak metanol daun sirsak pada 

plat silica gel KLT dan dielusi dengan fase gerak berupa n-heksana:etil asetat 2:2 

yang telah dijenuhkan dalam chamber KLT terlebih dahulu. Setelah elusi, plat silica 

dibiarkan kering terlebih dahulu, kemudian dianalisis di bawah sinar UV 254 nm. 

Plat KLT kemudian disemprot dengan pereaksi semprot dragendorff untuk 

identifikasi senyawa-alkaloid yang terkandung. Plat KLT yang telah disemprot 

kemudian dikeringkan dan diamati warna pada totolan noda. Nilai Rf totolan noda 

yang diduga alkaloid kemudian diukur. 

4. Uji aktivitas penghambatan 3CLpro in vitro 

Larutan assay buffer dibuat dengan mengambil larutan buffer sebanyak 5 

mL ditambah10 µL larutan DTT 0,5 M, sehingga konsentrasi akhir DTT menjadi 1 

mM. Enzim 3CLpro direkonstitusi dengan melarutkan 20 µg enzim dalam 4000 

µL larutan assay buffer. GC376 sebagai kontrol positif disiapkan dengan 

melarutkan 50 µg GC376 dalam 200 µL air untuk injeksi. Sampel disiapkan dengan 

cara menimbang ekstrak metanol daun sirsak sebanyak 20 mg dan dilarutkan 

dengan 200 µL DMSO sehingga didapatkan konsentrasi stok 100.000 ppm. 

Substrat disiapkan dengan mengencerkan 25 µL substrat dalam 1 mL larutan assay 

buffer. Larutan blanko dibuat dengan memipet 30 µL larutan assay buffer ke dalam 

well. Air untuk injeksi 10 µL dan 30 µL enzim 3CLpro dimasukkan ke dalam 96 well 

sebagai kontrol negatif. Kontrol positif disiapkan dengan cara memipet 10 µL 

GC376 dan 30 µL enzim 3CLpro ke dalam 96 well. Sampel dengan konsentrasi 

1000 ppm disiapkan dengan cara memipet 0,5 µL ekstrak metanol daun sirsak, 9,5 

µL air untuk injeksi, dan 30 µL enzim 3CLpro ke dalam 96 well. Sampel dengan 

konsentrasi 2000 ppm disiapkan dengan cara memipet 1 µL ekstrak metanol daun 

sirsak, 9 µL air untuk injeksi, dan 30 µL enzim 3CLpro ke dalam 96 well. 96 well 

diinkubasi pada suhu 25℃ selama 30 menit. Setelah itu, 10 µL substrat 3CLpro 

ditambahkan pada blanko, sampel, kontrol negatif dan kontrol positif kemudian 

diinkubasi pada suhu 25⁰C selama 24 jam. 96 well dibaca fluoresensinya dibaca 

menggunakan Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader dengan panjang 

gelombang 360/460 nm.  
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F. Analisis Hasil 

1. Organoleptis 

Diamati bentuk, warna dan bau dari ekstrak metanol daun sirsak. 

2. Analisis rendemen ekstrak 

Rendemen = 
bobot ekstrak metanol

bobot simplisia
x100% 

3. Analisis hasil uji penghambatan enzim 3CLpro 

Ekstrak metanol daun sirsak diukur aktivitas penghambatannya dengan 

menghitung nilai persentase penghambatan menggunakan rumus: 

%aktivitas = ((
Bacaan fluorosensi sampel−blanko

Bacaan fluoroensi kontrol negatif−blanko
)) x100% 

%hambatan = 100% - %aktivitas 

4. Analisis profil KLT 

Rf = 
jarak yang ditempuh solut

jarak yang ditempuh fase gerak
 

Warna totolan noda setelah dilakukan penyemprotan dan pengeringan diamati. 

5. Analisis statistik 

Analisis statistik berupa perhitungan SD dan uji-T dengan software Microsoft 

Excel.
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Determinasi Tanaman 

Daun sirsak yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan dari daerah 

Godean, Yogyakarta. Tanaman tersebut telah dideterminasi di Fakultas Farmasi 

Universitas Sanata Dharma. Hasil determinasi menunjukkan bahwa tanaman yang 

digunakan adalah daun sirsak dengan nama latin Annona muricata L. seperti tertera 

pada surat keterangan hasil determinasi tanaman yang tersaji pada Lampiran 1.  

B. Ekstrak metanol daun sirsak 

Pada penelitian ini, daun sirsak dikeringkan dengan menjemur daun sirsak 

yang telah ditutupi kain hitam di bawah matahari, lalu dihaluskan menjadi serbuk. 

Serbuk tersebut memiliki organoleptis berupa serbuk halus berwarna hijau seperti 

pada Gambar 5a dengan bau yang khas. Sebanyak 20 gram serbuk daun sirsak 

diekstraksi dengan menggunakan 100 mL pelarut metanol. Ekstraksi dilakukan 

dengan metode maserasi selama 1 x 24 jam dan dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali, 

kemudian maserat dikentalkan dengan cara diuapkan menggunakan oven dengan 

suhu 40⁰ C. Metode maserasi digunakan karena metode ini merupakan metode yang 

sederhana serta dapat mencegah kerusakan senyawa yang bersifat termolabil.  Pelarut 

yang digunakan dalam metode ekstraksi adalah metanol karena metanol memiliki 

indeks polaritas sebesar 5,1 sehingga dapat menarik senyawa yang bersifat polar dan 

non polar, serta memiliki titik didih sebesar 64,7⁰ C yang mudah diuapkan 

(Department of Chemistry, 2005; International Centre for Science and High 

Technology, 2008). Ciri organoleptis ekstrak kental daun sirsak berupa cairan kental 

berwarna coklat kehitaman dan berbau khas, seperti tersaji pada Gambar 5b.  

Ekstrak kental yang diperoleh sebesar 2,252 gram dengan persentase 

rendemen ekstrak sebesar 11,25%. Rendemen menunjukkan perbandingan berat 

ekstrak yang didapatkan dengan berat simplisia. Semakin tinggi nilai rendemen 

menunjukkan bahwa ekstrak yang didapatkan semakin besar. Nilai rendemen ekstrak 

yang didapatkan dapat dikatakan cukup baik. 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



16  

  

(a)  (b) 

Gambar 5. (a) serbuk simplisia (b) ekstrak kental daun sirsak 

C. Profil KLT ekstrak 

Ekstrak daun sirsak dianalisis menggunakan metode KLT. Sistem KLT 

menggunakan fase gerak etil asetat dan n-heksana dengan perbandingan 2:2 dan fase 

diam plat silica GF254. Profil KLT ekstrak metanol daun sirsak yang diperoleh seperti 

pada Gambar 6a, menunjukkan adanya enam bercak yang diamati secara visibel. 

Warna bercak yang terdeteksi pada ekstrak di bawah lampu UV 254 nm adalah bercak 

berwarna abu-abu, bercak berwarna kuning dan bercak berwarna hijau, seperti tersaji 

pada Gambar 6b. Plat KLT kemudian disemprot dengan reagen Dragendorff’s untuk 

mengidentifikasi kandungan senyawa alkaloid. Keberadaan alkaloid dalam ekstrak 

ditunjukkan dengan kemunculan bercak berwarna cokelat gelap setelah 

penyemprotan, seperti pada Gambar 6c. Kedua bercak coklat yang didapatkan 

memiliki nilai Rf1 sebesar 0,2 dan Rf2 sebesar 0,325. Anonain yang termasuk dalam 

golongan alkaloid diketahui memiliki nilai Rf sebesar 0,32 berdasarkan studi yang 

dilakukan oleh Galarce-Bustos et al. (2019). Berdasarkan hasil kromatogram KLT 

tersebut, kami menduga di dalam ekstrak metanol daun sirsak terdapat senyawa 

alkaloid anonain. 

   

(a)  (b)   (c) 

Gambar 6. Profil KLT ekstrak menggunakan fase gerak n-heksana : etil asetat (2:2) pada plat 

silica gel GF254 : (a) secara visible (b) di bawah UV 254 nm (c) setelah penyemprotan reagen 

Dragendorff 
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D. Aktivitas Penghambatan 3CLpro SARS-CoV-2 

Pengujian penghambatan 3CLpro SARS-CoV-2 dilakukan secara in vitro 

dengan menggunakan metode FRET-based assay. 3-chymotrypsine-like protease 

adalah enzim protease yang memiliki aktivitas proteolitik sehingga dapat memotong 

ikatan peptida pada substratnya. Substrat yang digunakan dalam pengujian ini berupa 

peptida yang terikat dengan gugus fluorofor sehingga gugus fluorofor akan terlepas 

ketika dipotong oleh 3CLpro dan fluoresensinya dapat terbaca. Besarnya aktivitas 

enzim 3CLpro in vitro sebanding dengan nilai fluoresensi yang dihasilkan oleh 

produk hidrolisis substrat peptida oleh 3CLpro (Nicolotti, 2012). Oleh karena itu, 

nilai fluoresensi yang menurun menunjukkan bahwa terjadi penghambatan aktivitas 

enzim (Hariono et al., 2021). 

Pada penelitian ini, kelompok pengujian dibagi menjadi blanko, kontrol 

negatif, kontrol positif dan kelompok perlakuan. Blanko yang terdiri dari assay 

buffer, WFI dan substrat digunakan sebagai baseline bacaan fluoresensi tanpa adanya 

aktivitas enzim. Kontrol negatif yang terdiri dari WFI, enzim dan substrat digunakan 

untuk mengetahui nilai bacaan fluoresensi enzim 3CLpro tanpa adanya 

penghambatan, sedangkan kontrol positif yang terdiri dari GC376, enzim dan substrat 

digunakan sebagai pembanding aktivitas penghambatan enzim 3CLpro serta 

memastikan bahwa prosedur dan kits enzim sesuai untuk pengujian. GC376 

digunakan sebagai inhibitor 3CLpro dikarenakan senyawa peptidomimetik ini 

menghambat secara aktif 3CLpro SARS-CoV-2 (Fu et al., 2020). Sampel ekstrak 

daun sirsak yang digunakan dalam kelompok perlakuan dibuat dalam dua konsentrasi, 

yaitu 1000 ppm dan 2000 ppm. Kontrol pelarut berupa DMSO 10% tidak dilakukan 

pada penelitian ini dikarenakan DMSO dengan konsentrasi 10% tidak menyebabkan 

adanya perubahan aktivitas enzimatik berdasarkan studi oleh Ferreira et al. (2021) 

yang menyatakan DMSO ≤ 20% tidak meningkatkan efisiensi katalitik dan afinitas 

pengikatan peptida 3CLpro, sehingga digunakan sebagai konsentrasi minimum untuk 

melarutkan inhibitor 3CLpro. Hasil pengujian penghambatan aktivitas 3CLpro oleh 

ekstrak metanol daun sirsak tersaji pada Tabel I. 
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Tabel I. Hasil pengujian penghambatan enzim 3CLpro 

 Rata-rata % penghambatan ± SD 

Kontrol negatif 0 

Kontrol positif 250 

µg/mL 

75 ± 0,84 

Sirsak 1000 µg/mL 19,23 ± 0,33 

Sirsak 2000 µg/mL 48,08 ± 0,67 

Pada penelitian ini, kontrol positif menunjukkan aktivitas penghambatan 

yang rendah, yaitu 75%. Aktivitas penghambatan kontrol positif yang didapatkan 

berbeda dengan yang tertera dalam brosur kits, yaitu 100%. Penurunan aktivitas 

penghambatan kontrol positif mungkin disebabkan oleh perubahan stabilitas kits 

selama proses pengiriman (Hariono et al., 2021). Pemilihan konsentrasi sampel pada 

pengujian ini didasarkan pada penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Drug 

Discovery Student Club. Berdasarkan pengujian, sampel ekstrak daun sirsak dengan 

konsentrasi 1000 µg/mL menunjukkan aktivitas penghambatan sebesar 19,23%, 

sedangkan sampel dengan konsentrasi 2000 µg/mL menunjukkan adanya 

peningkatan aktivitas penghambatan sebesar 48,08%. Data tersebut menunjukkan 

bahwa aktivitas penghambatan ekstrak daun sirsak lebih rendah dibandingkan dengan 

kontrol positif (GC376).  Hasil pengujian ini didukung dari hasil molecular docking 

yang dilakukan oleh Hariono et al. (2021), dimana nilai energi bebas ikatan kontrol 

positif (GC376) dengan 3CLpro adalah -9,41 kkal/mol, sedangkan nilai energi bebas 

ikatan ekstrak daun sirsak adalah -7,9 kkal/mol. Nilai energi bebas ikatan ekstrak 

tersebut jauh lebih besar dibandingkan dengan GC376 dan menandakan bahwa 

afinitas anonain yang diduga sebagai senyawa aktif untuk berikatan dengan sisi aktif 

3CLpro jauh lebih rendah bila dibandingkan dengan GC376.. Senyawa anonain 

bukan merupakan senyawa peptida, seperti kontrol positif (GC376) yang secara 

kompetitif mampu menghambat substrat peptida untuk berikatan dengan sisi aktif 

enzim 3CLpro, sehingga aktivitas penghambatan ekstrak terhadap enzim 3CLpro 

lebih rendah (Hariono et al., 2021). Kontrol positif (GC376)  membentuk ikatan 

kovalen dengan residu Cys-145 pada sisi aktif enzim 3CLpro (Fu et al., 2020). 
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Senyawa GC376 membentuk interaksi hydrogen dengan residu Gly-143, Ser-144, 

dan Glu-166 pada enzim 3CLpro yang menyebabkan terhambatnya proses proteolisis 

protein seperti tersaji pada Gambar 7a. Berdasarkan hasil molecular docking, 

anonain membentuk interaksi hidrogen dengan residu His-164 dan interaksi 

hidrofobik dengan residu Met-49, His-41 dan Met-165, seperti tersaji pada Gambar 

7b. Perbedaan interaksi tersebut dapat menjelaskan aktivitas penghambatan enzim 

3CLpro secara in vitro oleh ekstrak metanol daun sirsak yang rendah.  

  

(a) (b) 
Gambar 7. Interaksi molekular pada uji in silico : (a) GC376 (Hariono et al., 2021) (b) anonain 

Uji T tidak berpasangan dilakukan untuk melihat signifikansi perbedaan 

aktivitas penghambatan kontrol positif dan ekstrak metanol daun sirsak pada 

konsentrasi 1000 µg/mL dan 2000 µg/mL. Uji T dilakukan dengan taraf kepercayaan 

95% dan signifikansi perbedaan aktivitas hambatan kontrol positif dengan ekstrak 

ditunjukkan dengan nilai p-value. Nilai p-value <0,05 menunjukkan bahwa terdapat 

perbedaan yang signifikan, sedangkan nilai p-value>0,05 menunjukkan bahwa tidak 

terdapat perbedaan yang signifikan antara kontrol positif dengan ekstrak. Hasil uji T 

tersaji pada Tabel II. 

Tabel II. Hasil uji T kontrol positif dan sampel 

 P-value Keterangan 

Ekstrak 1000 µg/mL vs 

kontrol positif 

0,00173 Berbeda bermakna 

Ekstrak 2000 µg/mL vs 

kontrol positif 

0,03287 
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Ekstrak 1000 µg/mL vs 

Ekstrak 2000 µg/mL  

0,00897 

Berdasarkan hasil uji T menunjukkan perbedaan yang signifikan antara 

aktivitas penghambatan ekstrak daun sirsak dengan konsentrasi 1000 µg/mL dan 

2000 µg/mL dengan kontrol positif. Berdasarkan hasil pengujian, kontrol positif 

memiliki aktivitas penghambatan terbesar, diikuti ekstrak dengan konsentrasi 2000 

µg/mL dan 1000 µg/mL. Perbedaan bermakna antara kedua konsentrasi ekstrak 

menunjukkan bahwa hasil pengujian sudah sesuai teori, yaitu adanya peningkatan 

konsentrasi berhubungan dengan peningkatan aktivitas penghambatan ekstrak. Hal 

ini dikarenakan adanya peningkatan konsentrasi dari senyawa yang diduga aktif 

sebagai inhibitor 3CLpro, yaitu anonain, dengan meningkatnya konsentrasi sampel 

ekstrak. 
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BAB V 

PENUTUP 

A. Kesimpulan 

Adapun kesimpulan yang didapatkan dari penelitian tersebut sebagai 

berikut. 

1. Ekstrak metanol daun sirsak mampu menghambat enzim 3CLpro SARS-CoV-

2 sebesar 19,23% pada konsentrasi 1000 µg/mL dan 48,08% pada konsentrasi 

2000 µg/mL.  

2. Kromatogram KLT menunjukkan keberadaan senyawa alkaloid yang 

kemungkinan merupakan anonain dalam ekstrak metanol daun sirsak dengan 

nilai Rf sebesar 0,325. 

B. Saran 

Berdasarkan hasil uji aktivitas penghambatan enzim 3CLpro secara in vitro 

oleh ekstrak metanol daun sirsak, dapat dilakukan isolasi senyawa anonain dan 

melakukan pengujian aktivitas penghambatan terhadap enzim 3CLpro SARS-CoV-2 

dalam beberapa konsentrasi. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Surat pengesahan determinasi tanaman dari Fakultas Farmasi 

Universitas Sanata Dharma
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Lampiran 2. Volume bahan pengujian in vitro 

Komponen Blanko Kontrol 

Positif 

Kontrol 

Negatif 

Sampel 

1000 ppm 

Sampel 

2000 ppm 

Enzim 3CL 

Protease 

- 30 µL 30 µL 30 µL 30 µL 

Assay 

Buffer 

30 µL - - - - 

GC376 - 10 µL - - - 

Air untuk 

injeksi 

10 µL - 10 µL 9,5 µL 9 µL 

Ekstrak 

metanol 

daun sirsak 

- - - 0,5 µL 1 µL 

Inkubasi 30 menit 

Substrat 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 

Total 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

Inkubasi 24 jam 
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