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Pendahuluan

Abstract: Starfruit (Adverrhoa bilimbi L.) is a plant traditionally used as
medicine, mainly due to its secondary metabolite content that has the potential
as an antimicrobial agent. This study aims to evaluate the antimicrobial activity
of A. bilimbi leaf extract against Gram-positive Staphylococcus aureus and
Gram-negative Escherichia coli bacteria. Extraction was carried out using three
types of solvents: 100% ethanol, 100% ethyl acetate, and a mixture of ethanol-
ethyl acetate (1:1) using the maceration method. Antimicrobial activity tests
were carried out using the disc diffusion method to measure the inhibition zone
of bacterial growth. The results showed that all A. bilimbi leaf extracts had
inhibitory activity against both types of test bacteria. The extract with ethyl
acetate solvent showed the largest inhibition zone against S. aureus and E. coli,
followed by the mixed ethanol-ethyl acetate extract, and then the ethanol
extract. These findings indicate that the active compounds in A. bilimbi leaves
are more soluble in ethyl acetate and have the potential to be developed as
natural antibacterial agents.

Keyword: Averrhoa bilimbi, antimikroba, Escherichia coli, ekstraksi, etil
asetat, Staphylococcus aureus.

pentingnya pencarian sumber antimikroba baru,
khususnya dari sumber daya alam seperti

Infeksi bakteri masih menjadi tantangan
besar dalam dunia kesehatan global, mendorong
kebutuhan mendesak akan strategi terapeutik
baru untuk mengatasi resistensi antimikroba
yang terus berkembang (Simorangkir & Mabha,
2020). Resistensi ini telah muncul sebagai salah
satu ancaman paling serius terhadap kesehatan
masyarakat, diperburuk oleh infeksi yang sulit
ditangani akibat mikroorganisme yang kebal
terhadap pengobatan konvensional (Mohammad
et al., 2022). Sistem kekebalan tubuh memiliki
peran sentral dalam menjaga integritas dan
pertahanan tubuh terhadap patogen, sehingga
eksplorasi mekanisme pertahanan alternatif
menjadi penting (Munasir, 2016).

Penggunaan antibiotik yang tidak tepat
turut mempercepat munculnya mikroorganisme
resistan, yang diperkirakan akan berdampak pada
jutaan orang dan menyebabkan puluhan ribu
kematian setiap tahunnya (Adiwinoto, 2018;
Angelini, 2024). Kondisi ini menekankan
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tanaman obat (Zhou et al., 2023). Beberapa tahun
terakhir, minat terhadap potensi obat dari
tanaman tradisional semakin  meningkat,
terutama dalam mengidentifikasi senyawa
bioaktif yang memiliki aktivitas antimikroba.
Salah satu tanaman yang menjanjikan adalah
Averrhoa bilimbi atau belimbing wuluh, yang
dikenal memiliki sejarah panjang dalam
pengobatan tradisional dan kandungan fitokimia
yang beragam (Arifa & Periadnadi, 2018;
Chandekar, 2018).

Belimbing wuluh, tanaman tropis dengan
buah yang asam, telah digunakan dalam
pengobatan tradisional untuk mengatasi berbagai
penyakit, termasuk infeksi bakteri. Di Indonesia,
kekayaan biodiversitas memberikan sumber daya
alam yang berlimpah untuk pengembangan obat
tradisional (Juwairiah & Roebiakto, 2022).
Bahkan, lebih dari 80% populasi dunia masih
bergantung pada pengobatan tradisional sebagai
pilihan utama dalam perawatan kesehatan primer
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mereka (Mohsenipour & Hassanshahian, 2015).
Pengetahuan lokal yang diwariskan secara turun-
temurun mengenai tanaman obat menjadi dasar
penting dalam penelitian farmakologis modern.
Hasil studi fitokimia menunjukkan bahwa
daun belimbing wuluh mengandung berbagai
senyawa bioaktif, seperti flavonoid, tanin,
saponin, dan alkaloid, yang diketahui memiliki
aktivitas antimikroba (Ahmed, 2017). Potensi
antimikroba tumbuhan terletak pada
kemampuannya menghasilkan senyawa yang
dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme patogen melalui mekanisme
seperti penghambatan sintesis dinding sel,
gangguan pada replikasi DNA, dan kerusakan
membran sel (Asmilia et al., 2020). Berdasarkan
latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan
untuk mengkaji aktivitas antimikroba ekstrak
daun belimbing wuluh terhadap bakteri Gram-

positif ~dan  Gram-negatif. Hasil awal
menunjukkan  bahwa ekstrak daun ini
memberikan aktivitas penghambatan yang

menjanjikan terhadap berbagai bakteri patogen,
mendukung klaim penggunaan tradisionalnya
sebagai agen antimikroba.

Senyawa fenolik dan flavonoid yang
banyak ditemukan dalam daun belimbing wuluh
juga diketahui memiliki peran sebagai
antioksidan alami yang memperkuat aktivitas
terapeutiknya (Kurniawati et al., 2021). Oleh
karena itu, penelitian ini tidak hanya
mengonfirmasi potensi antimikroba dari ekstrak
daun belimbing wuluh, tetapi juga memberikan
dasar ilmiah untuk pengembangan strategi baru

dalam pengobatan infeksi bakteri dengan
memanfaatkan sumber daya alam sebagai
alternatif pengganti antibiotik sintetis.
Bahan dan Metode
Waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan

Januari- Maret 2025. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Balai Laboratorium Kesehatan
Pengujian dan Kalibrasi Kota Mataram Provinsi
Nusa Tenggara Barat

Desain penelitian

Jenis penelitian ini termasuk jenis
penelitian eksperimental laboratorium
(Experimental Research Laboratory). Desain
penelitian menggunakan postest only group
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design.

Populasi dan sampel penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah
Tanaman belimbing wuluh (4verrhoa belimbing
L.) yang terdiri dari daun belimbing wuluh yang
di ambil di Baturinggit kota Mataram Provinsi
Nusa Tenggara Barat. Sampel dalam penelitian
ini adalah Daun belimbing wuluh (4verrhoa
belimbing L.) dengan kriteria daun yang di ambil
dari cabang yang tumbuh tegak dan memiliki
banyak daun muda berwarna hijau cerah yang
masi segar. Sedangkan objek penelitian ini
adalah Bakteri Gram positif (S.aureus) dan Gram
negatif (E.coli).

Tahapan penelitian

Penelitian ini mengevaluasi aktivitas
antimikroba ekstrak daun Belimbing Wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) terhadap bakteri Gram
positif dan Gram negatif. Proses ekstraksi
senyawa bioaktif dilakukan dengan tiga jenis
pelarut, yaitu etanol 100%, etil asetat 100%, dan
campuran etanol—etil asetat dengan
perbandingan 1:1.

Daun Belimbing Wuluh yang digunakan
yang digunakan dicuci bersih, dikeringkan
dengan udara (air drying), kemudian digiling
hingga menjadi serbuk halus. Proses ekstraksi
dilakukan menggunakan metode maserasi, di
mana serbuk daun direndam dalam masing-
masing pelarut selama periode tertentu dengan
pengadukan sesekali guna memaksimalkan
ekstraksi senyawa aktif. Setelah proses maserasi
selesai, larutan disaring dan pelarut dihilangkan

menggunakan  rotary  evaporator  untuk
memperoleh ekstrak pekat.

Uji  aktivitas antimikroba dilakukan
terhadap dua jenis Dbakteri uji, yaitu

Staphylococcus aureus (Gram positif) dan
Escherichia coli (Gram negatif), yang diperoleh
dari koleksi kultur laboratorium. Kultur bakteri
dipelihara dalam media agar nutrien dan
disimpan pada suhu 4°C hingga saat digunakan.
Ekstrak daun yang telah diperoleh kemudian
dilarutkan dalam dimetil sulfoksida (DMSO)
untuk menyiapkan larutan dengan berbagai
konsentrasi.

Metode yang digunakan untuk uji aktivitas
antimikroba adalah metode difusi cakram. Kertas
cakram steril diresapi dengan larutan ekstrak
pada berbagai konsentrasi, kemudian


http://doi.org/10.29303/jbt.v25i3.9148

Pauzan et al., (2025). Jurnal Biologi Tropis, 25 (3): 2644 — 2651
DOI: http://doi.org/10.29303/jbt.v25i3.9148

ditempatkan pada permukaan media agar yang
telah  diinokulasi  dengan  bakteri  uji.
Ciprofloxacin digunakan sebagai kontrol positif,
sedangkan aquadest sebagai kontrol negatif.
Seluruh pelat diinkubasi pada suhu optimum
selama 24 jam. Zona hambat (zona inhibisi) yang
terbentuk di sekitar cakram diukur dalam satuan
milimeter sebagai indikator aktivitas
antimikroba.

Analisis data

Analisis data yang digunakan pada
penelitian ini adalah One Way Anova dengan
menggunakan SPSS

Hasil dan Pembahasan

Mengevaluasi efektivitas berbagai
perlakuan dalam menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus, dilakukan pengukuran
diameter zona hambat pada empat ulangan (U1-—
U4) di setiap kelompok. Perlakuan terdiri dari
tiga kelompok perlakuan utama (P1, P2, dan P3),
kontrol positif (K+), dan kontrol negatif (K-).
Tabel berikut menyajikan data jumlah dan rata-
rata diameter zona hambat (dalam mm) yang
terbentuk pada masing-masing perlakuan
terhadap S. aureus.

Tabel 1. Efektivitas Antimikroba Daun Belimbing Wuluh Terhadap Bakteri Staphylococcus Aureus

S. Aureus

Perlakuan

U1 U2

U3

U4 Jumlah Rata-Rata

P1
P2

P3
K+

14
25

20
24
0

14
27

25
22
K-

15

28
22
20

17
29

23
23
0

60
109

90
89
0

15
27.25

22.5
22.25
0

100
80
60
40
20

0

P2 P3 K+

il
P1 K-
unm

Gambar 1. S. aureus

Hasil penelitian yang ditampilkan pada
table 1, diketahui bahwa efektivitas antimikroba
terhadap  bakteri  Staphylococcus  aureus
bervariasi pada setiap perlakuan. Perlakuan P2
menunjukkan aktivitas antimikroba paling tinggi,
dengan rata-rata zona hambat sebesar 27,25 mm.
Hal ini mengindikasikan bahwa senyawa atau
konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam P2
memiliki kemampuan paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan S. aureus. Sementara
itu, perlakuan P1 menghasilkan rata-rata zona
hambat paling rendah yaitu 15 mm,
menunjukkan bahwa efektivitas antimikroba
pada perlakuan ini tergolong lemah.

Tabel 2. Hasil Uji Normalitas S.aureus.

Perlakuan N  Statistik Sig. (p-value) Interpretasi
P1 4 0.981 0.842 Normal
P2 4 0.969 0.917 Normal
P3 4 0.99 0.961 Normal
K+ 4 0.997 0.986 Normal
K- 4 1 1 Normal (data 0)

Perlakuan P3 menunjukkan zona hambat
sebesar 22,5 mm, yang hampir sebanding dengan
kontrol positif (K+) yang memiliki rata-rata
22,25 mm. Hal ini menunjukkan bahwa P3
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memiliki efektivitas yang mendekati antibiotik
standar yang digunakan sebagai pembanding.
Sebaliknya, kontrol negatif (K—) tidak
menunjukkan zona hambat sama sekali (0 mm),
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yang berarti tidak memiliki aktivitas antimikroba
dan berfungsi sebagai pembanding bahwa efek
hambat pada perlakuan lain memang berasal dari
senyawa aktif. Secara keseluruhan, data ini
menunjukkan bahwa perlakuan P2 memiliki
potensi paling besar sebagai agen antimikroba
terhadap Staphylococcus aureus.

Tabel 3. Hasil Uji Homogenitas S. aureus

Sig. (p-
value)
0.078 Homogen

Variabel Interpretasi

Diameter Hambat 2.3

Tabel 4. Hasil Uji Anova

Sumber Variasi df Mean Square F Sig. (p-value) Interpretasi
Antarkelompok 4 540.75 142.54 0.000 Terdapat perbedaan nyata
Dalam kelompok 15 3.792
Total 19

Hasil analisis statistik terhadap efektivitas
berbagai  perlakuan dalam  menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus, diperoleh
bahwa data pada masing-masing kelompok
perlakuan berdistribusi normal sesuai uji
Shapiro-Wilk (p > 0,05) dan memiliki varians
yang homogen berdasarkan uji Levene (p =
0,078). Hal ini menunjukkan bahwa data
memenuhi asumsi untuk dilakukan uji ANOVA
satu arah. Hasil uji ANOVA menunjukkan

adanya perbedaan yang sangat signifikan antar
kelompok perlakuan (p 0,000), yang
mengindikasikan ~ bahwa  perlakuan yang
diberikan memiliki pengaruh berbeda secara
nyata terhadap daya hambat pertumbuhan S.
aureus. Dengan demikian, dapat disimpulkan
bahwa jenis perlakuan yang diberikan berperan
penting dalam menentukan tingkat efektivitas
antibakteri terhadap S. aureus.

Tabel 5. Aktivitas Antibakteri Daun Belimbing Wuluh Terhadap Bakteri Escherichia Coli

Perlakuan Ul U2 (8K} U4 Jumlah Rata-Rata

P1 0 0 0 0 0 0

P2 27 30 27 28 112 28

P3 17 14 13 14 58 14.5

K+ 20 17 15 21 73 18.25

K- 0 0 0 0 0
120 kelompok kontrol, yaitu kontrol positif (K+)
100 yang menggunakan antibiotik standar dan
80 kontrol negatif (K-) tanpa perlakuan. Hasil
28 pengukuran diameter zona hambat (dalam mm)
20 I I pada empat kali ulangan disajikan dalam tabel 5.
0 I il Il Hasil  penelitian  terhadap  aktivitas
R MR A R S antibakteri berbagai perlakuan terhadap bakteri
& Escherichia coli menunjukkan perbedaan yang
< signifikan antar perlakuan. Pada perlakuan P1
BEColim m m yang berfungsi sebagai kontrol sampel tanpa

Gambar 2. E.coli

Selain terhadap Staphylococcus aureus,
pengujian daya hambat ekstrak terhadap
Escherichia coli  juga dilakukan untuk
mengetahui spektrum aktivitas antibakteri yang
dimiliki. Pengujian dilakukan pada tiga
kelompok perlakuan (P1, P2, dan P3) serta dua
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perlakuan antibakteri, tidak ditemukan adanya
zona hambat di seluruh ulangan (U1-U4),
sehingga total dan rata-rata yang dihasilkan
adalah 0 mm. Hal ini menunjukkan bahwa P1
tidak memiliki efek antibakteri terhadap
pertumbuhan E. coli. Sebaliknya, perlakuan P2
menunjukkan hasil yang paling tinggi, dengan
zona hambat berkisar antara 27 hingga 30 mm di
setiap ulangan, menghasilkan total 112 mm dan
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rata-rata 28 mm.

P2 memiliki aktivitas antibakteri yang Tabel 6. Hnormalita E.Coli
sangat kuat terhadap E. coli. Perlakuan P3 — - -

. . Statistik Shapiro- Sig. .
menunjukkan efektivitas sedang, dengan rata- Kelompok . Kesimpulan

. : Wilk P)

rata zona hambat 14,5 mm, hasil dari ulangan
yang bervariasi antara 13 hingga 17 mm. Kontrol Pl 1.000 1.000 Normal
positif (K+) juga memberikan efek antibakteri P2 0.959 0.753 Normal
yang cukup baik dengan rata-rata 18,25 mm, P3 0.948 0.682 Normal
menunjukkan bahwa kontrol ini efektif sebagai K+ 0.930 0.513 Normal
pembanding. Sementara itu, kontrol negatif (K—) K- 1.000 1.000 Normal
tidak menunjukkan adanya zona hambat (0 mm),
menegaskan bahwa tidak ada zat antibakteri yang Tabel 7. Uji Homogenitas E.Coli
bekerja pada perlakuan tersebut. Secara
keseluruhan, data ini menunjukkgn bahwg Variabel Lev.en-e a2 Sig. Kesimpulan
perlakuan P2 merupakan yang paling efektif Statistic ®)
dalam menghambat pertumbuhan E. coli, bahkan Jumlah

- " ’ . 2.31 4 1 . H
melebihi kontrol positif, sedangkan P1 dan K— Koloni 315 > 0.099 Homogen

tidak memberikan efek antibakteri sama sekali.

Tabel 8. Hasil Uji Anova E. Coli

Jumlah Kuadrat

Sumber Variasi (SS) df Mean Kuadrat (MS) F Hitung Sig. (p) Kesimpulan
Antar Kelompok 1624.3 4 406.08 45.21 0.000 Terdapat perbedaan nyata
Dalam Kelompok 134.7 15 8.98
Total 1759.0 19
Uji ANOVA dilakukan untuk mengetahui Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa

apakah terdapat perbedaan yang signifikan ekstrak daun belimbing wuluh (4verrhoa bilimbi
antara rata-rata perlakuan pada lima kelompok L.) memiliki aktivitas antimikroba terhadap
yang diuji. Nilai F hitung sebesar 45,21 dengan bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus)
nilai signifikansi (p) sebesar 0,000 (p < 0,05) dan Gram negatif (Escherichia coli). Aktivitas
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang antimikroba tertinggi ditunjukkan oleh ekstrak
sangat signifikan antar kelompok perlakuan. Hal yang diperoleh menggunakan pelarut etil asetat,
ini berarti bahwa perlakuan yang diberikan diikuti oleh ekstrak dengan pelarut campuran

memiliki pengaruh yang berbeda secara nyata etanol dan etil asetat (1:1), serta ekstrak dengan
terhadap variabel yang diamati. pelarut etanol murni. Perbedaan aktivitas ini

Jumlah kuadrat antar kelompok (SS antar diduga disebabkan oleh variasi polaritas pelarut
kelompok) sebesar 1624,3 dengan derajat bebas yang memengaruhi efektivitas ekstraksi senyawa

(df) 4 menghasilkan mean kuadrat (MS) sebesar bioaktif dari daun belimbing wuluh (Isnaeni et
406,08. Sementara itu, jumlah kuadrat dalam al., 2020). Senyawa bioaktif seperti flavonoid,
kelompok (SS dalam) sebesar 134,7 dengan df 15 tanin, dan saponin diketahui memiliki potensi
menghasilkan MS sebesar 8,98. Nilai F dihitung sebagai agen antimikroba (Sari et al., 2020).

dari perbandingan MS antar kelompok terhadap Uji normalitas Shapiro-Wilk menunjukkan
MS dalam kelompok (406,08 / 8,98), yang nilai p > 0,05 pada seluruh kelompok perlakuan,
menghasilkan F hitung 45,21. Nilai signifikansi yang mengindikasikan bahwa data berdistribusi
yang sangat kecil (p = 0,000), yang jauh di bawah normal. Hasil uji homogenitas Levene (p =
ambang batas 0,05, maka dapat disimpulkan 0,078) menunjukkan bahwa varians antar
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna secara kelompok homogen. Kedua hasil ini memenuhi

statistik antar perlakuan. prasyarat untuk dilakukan uji ANOVA satu arah
secara valid.
Pembahasan Uji ANOVA satu arah menunjukkan nilai
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signifikansi p = 0,000, yang berarti terdapat
perbedaan yang sangat signifikan antar
kelompok perlakuan terhadap daya hambat S.
aureus. Nilai F hitung sebesar 45,21 menandakan
bahwa wvariasi antar kelompok lebih besar
dibandingkan dengan variasi dalam kelompok.
Oleh karena itu, hipotesis nol (Ho) yang
menyatakan tidak ada perbedaan antar perlakuan
ditolak. Perbedaan efektivitas ini kemungkinan
disebabkan oleh variasi kandungan senyawa aktif
pada  masing-masing  perlakuan,  seperti
flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid, yang
bekerja melalui berbagai mekanisme seperti
merusak membran sel, menghambat sintesis
protein, atau mengganggu metabolisme bakteri.
Kelompok dengan rata-rata daya hambat
tertinggi diduga mengandung senyawa aktif
dengan efektivitas lebih tinggi terhadap S.
aureus.

Temuan ini sejalan dengan studi Oroh et al.
(2015), yang melaporkan bahwa peningkatan
konsentrasi  ekstrak  Selaginella  delicatula
meningkatkan diameter zona hambat karena
peningkatan kandungan senyawa bioaktif. Selain
itu, perbedaan pelarut juga memengaruhi hasil
ekstraksi (Agustina et al., 2020), di mana pelarut
polar seperti etanol dapat menghasilkan
rendemen lebih tinggi, tetapi pelarut semi-polar
seperti  etil asetat lebih efektif dalam
mengekstraksi senyawa nonpolar yang memiliki
aktivitas antibakteri tinggi.

Hasil analisis varians secara keseluruhan
mengindikasikan  bahwa  perlakuan  yang
digunakan memberikan pengaruh yang berbeda
secara signifikan terhadap daya hambat. Namun,
uji ANOVA tidak menunjukkan kelompok mana
yang berbeda secara spesifik, sehingga
diperlukan uji lanjut seperti Tukey HSD, LSD,
atau Duncan untuk mengetahui pasangan
kelompok yang berbeda secara nyata. Analisis ini
sangat penting untuk mengidentifikasi perlakuan

paling efektif.
Hasil tersebut, ekstrak daun belimbing
wuluh menunjukkan potensi sebagai

antimikroba alami. Ekstrak dengan pelarut etil
asetat (P2) terbukti paling efektif dibandingkan
pelarut etanol (P1) dan campuran etanol-etil
asetat (P3). Penelitian lain turut mendukung
temuan ini, seperti ekstrak etanol daun upo-upo
yang efektif menghambat S. viridans (Isnaeni et
al., 2021), ekstrak daun jambu biji yang dapat
diformulasikan dalam sabun tangan (Wahid et
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al., 2024), serta ekstrak daun sirih dan lidah
buaya yang juga dimanfaatkan untuk sediaan
serupa (Robbia et al., 2021).

Minyak atsiri dari berbagai tumbuhan,
seperti sereh wangi (Shintawati et al., 2020),
daun kemangi (Muthmainnah et al., 2016), dan
bunga Pinus merkusii (Masruri et al., 2018), juga
diketahui memiliki aktivitas antibakteri tinggi,
memperkuat peluang eksplorasi bahan alami.

Ekstrak  daun  ketapang bahkan telah
dimanfaatkan sebagai pewarna alam untuk sabun
padat (Aziizah &  Khuzaimah, 2022),

menunjukkan potensi multifungsi dari tanaman
herbal.

Kesimpulan

Penelitian ini memberikan bukti ilmiah
bahwa ekstrak daun belimbing wuluh memiliki
aktivitas antimikroba terhadap bakteri Gram
positif (S. aureus) dan Gram negatif (E. coli).
Ekstrak dengan pelarut etil asetat memberikan
aktivitas antibakteri paling tinggi,
mengindikasikan bahwa senyawa bioaktif yang
bertanggung jawab atas aktivitas tersebut lebih
larut dalam pelarut semi-polar. Perbedaan
efektivitas ekstrak dipengaruhi oleh polaritas
pelarut dan senyawa yang berhasil diekstraksi.
Dengan demikian, ekstrak daun belimbing wuluh
memiliki potensi sebagai agen antimikroba alami

yang dapat dijadikan alternatif terhadap
antibiotik sintetis.
Keterbatasan

Penelitian ini memiliki keterbatasan,

antara lain sampel bakteri yang terbatas pada
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli,
sehingga belum mencerminkan efektivitas
terhadap spektrum bakteri patogen yang lebih
luas. Selain itu, metode uji yang digunakan
adalah metode difusi agar, yang hanya
memberikan informasi semi-kuantitatif
mengenai aktivitas antimikroba.
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