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Abstrak. Peningkatan resistensi bakteri terhadap antibiotik mendorong pencarian sumber 

antibakteri alami yang aman dan efektif sebagai pengganti antibiotik sintetik pada ternak. Salah 

satu bahan alami yang berpotensi adalah buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) yang 

mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, saponin, dan asam askorbat. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri sari buah belimbing wuluh  tingkat kematangan 

sedang terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli sebagai alternatif feed additive 

pada unggas. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan tujuh perlakuan 

dan tiga ulangan, meliputi kontrol positif, kontrol negatif, serta konsentrasi sari 20%, 40%, 60%, 

80%, dan 100%. Uji dilakukan dengan metode sumuran pada media Mueller Hinton Agar 

(MHA) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sari 

belimbing wuluh mampu menghambat pertumbuhan kedua bakteri uji, dan daya hambat 

meningkat seiring peningkatan konsentrasi (P<0,05). Konsentrasi 100% menghasilkan zona 

hambat tertinggi pada Staphylococcus aureus 17,19 ± 2,02, meskipun masih lebih rendah 

dibandingkan kontrol positif dan Escherichia coli 14,57 ± 3,99. Penelitian ini membuktikan 

bahwa sari belimbing wuluh memiliki potensi sebagai antibakteri alami terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

Kata kunci: Belimbing wuluh, Antibakteri, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, feed 

additive 

Abstract. The increase in bacterial resistance to antibiotics has driven the search for safe and 

effective natural antibacterial sources as an alternative to synthetic antibiotics in livestock. One 

potential natural substance is the fruit of the Averrhoa bilimbi L. (commonly known as bilimbi), 

which contains active compounds such as flavonoids, tannins, saponins, and ascorbic acid. This 

study aims to determine the antibacterial activity of starfruit juice at medium ripeness against 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli as an alternative feed additive in poultry. The study 

used a Completely Randomized Design (CRD) with seven treatments and three replications, 

including a positive control, a negative control, and juice concentrations of 20%, 40%, 60%, 

80%, and 100%. The test was conducted using the well diffusion method on Mueller Hinton 

Agar (MHA) medium and incubated for 24 hours at 37°C. The results showed that bilimbi juice 

was able to inhibit the growth of both test bacteria, and the inhibition increased with higher 

concentrations (P<0.05). A 100% concentration produced the highest inhibition zone on 

Staphylococcus aureus 17,19 ± 2,02, although it was still lower than the positive control and 
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Escherichia coli 14,57 ± 3,99. This study proves that bilimbi juice has potential as a natural 

antibacterial against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.  

Keywords: Bilimbi, Antibacterial, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, feed additive 

1. Pendahuluan 

Penyakit infeksi merupakan salah satu masalah dalam bidang kesehatan yang dari waktu ke waktu 

terus berkembang. Infeksi dapat ditularkan dari satu orang ke orang lain atau dari hewan ke manusia  

[1]. Penyakit infeksi dapat disebabkan oleh mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau 

jamur. Penyakit infeksi yang biasanya terjadi disebabkan oleh beberapa bakteri patogen seperti bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli [2]. Staphylococcus aureus dapat menyebabkan banyak 

penyakit karena mampu beradaptasi dengan baik pada berbagai jaringan, seperti kulit, kuku, jaringan 

lunak, tulang, sendi, saluran pernafasan, dan pembuluh darah. Staphylococcus aureus juga dapat 

menyebabkan penyakit diare [3]. Escherichia coli merupakan bakteri yang umumnya dapat 

menyebabkan penyakit infeksi seperti diare, infeksi saluran kemih, dan beberapa jenis penyakit lainnya 

[4]. 

Penyakit merupakan kendala utama pada peternakan ayam di lingkungan tropis seperti di 

Indonesia. Kerugian ekonomis akibat penyakit, khususnya penyakit menular, dapat digambarkan dalam 

bentuk kematian, meskipun yang lebih sering terjadi adalah bentuk penurunan produksi seperti pada 

kelompok penyakit pernafasan [5]. Salah satu kebutuhan yang mendesak saat ini adalah menentukan 

penyakit penyakit yang ada pada peternakan ayam [6]. Colibasilosis adalah penyakit infeksius pada 

unggas yang disebabkan oleh bakteri Escherichia coli patogen sebagai agen primer maupun sekunder 

[7]. Infeksi Escherichia coli dapat terjadi pada ayam pedaging dan petelur dari semua kelompok umur, 

serta unggas lainnya seperti kalkun dan itik [8]. 

Peningkatan performa ternak dengan pemberian antibiotik ini dikarenakan adanya modifikasi 

mikroflora yang terdapat pada saluran pencernaan ternak dengan cara membunuh bakteri-bakteri yang 

tidak menguntungkan (pathogen). Mekanisme kerja antibiotik dalam saluran pencernaan ternak dapat 

mempengaruhi performa ternak terutama interaksi antara berbagai jenis mikroorganisme dalam usus 

ternak [9]. Namun aplikasi antibiotik pada pakan ternak dapat meningkatkan resistensi bakteri-bakteri 

yang merugikan, sehingga dapat mempengaruhi kesehatan konsumen. Resistensi antibiotik adalah 

kemampuan mikroba untuk berkembang menjadi lebih resisten terhadap agen antimikroba yang 

sebelumnya dapat menghambat atau membunuhnya secara efektif [10] 

Selain itu, aktivitas antibakteri dari tanaman telah menjadi fokus penelitian yang signifikan, 

terutama dalam konteks meningkatnya resistensi antibiotik di seluruh dunia. Peningkatan resistensi 

bakteri terhadap penggunaan antibiotik yang ada menekankan perlunya pencarian agen pengganti 

antibiotik yang efektif dan aman. Dalam hal ini, tanaman obat menjadi sumber yang menjanjikan karena 

memiliki potensi untuk menghasilkan senyawa yang efektif melawan berbagai jenis bakteri patogen 

[11]. Belimbing wuluh mengandung asam organik yang begitu banyak dapat menjadi pakan imbuhan 

dan berpotensi sebagai pengganti antibiotik karena dapat mengeliminasi bakteri dan menghambat 

bakteri patogen dalam saluran pencernaan, serta dapat menstabilkan mikroflora saluran pencernaan 

unggas. Suasana asam dalam saluran pencernaan unggas dapat mereduksi metabolisme bakteri 

penghasil toksin dan membatasi pertumbuhan bakteri patogen dan bakteri zoonosis. Kandungan asam-

asam organik pada belimbing wuluh yang tinggi menjadikan belimbing wuluh sebagai feed additive 

karena dapat mencegah penyakit juga penggertak pertumbuhan. Kandungan asam pada belimbing 

wuluh yang paling tinggi yaitu Asam Sitrat [12].  

Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) seringkali dimanfaatkan untuk mengobati sariawan, 

penyakit gondong, batuk, gusi berdarah, sakit gigi, sakit perut, menyehatkan fungsi pencernaan, dan 

mengatasi bau amis. Belimbing wuluh memiliki kandungan zat aktif antara lain flavonoid, tanin, dan 

saponin yang berfungsi sebagai antibakteri [13]. Senyawa flavonoid yang terkandung dalam belimbing 

wuluh adalah tipe luteolin dan apigenin [14]. Senyawa tersebut memiliki aktivitas sebagai antibakteri 

dengan cara menghambat sintesis protein [15].  
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Sari buah belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dan Staphylococcus epidermidis. Konsentrasi sari buah belimbing wuluh sebagai 

antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus epidermidis mulai pada 

konsentrasi 25%-75%. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa belimbing wuluh berpotensi sebagai 

antibakteri alami terhadap bakteri patogen [16]. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu 

dilakukan penelitian tentang pemanfaatan sari buah belimbing wuluh (Averrhoa blimbi L) sebagai 

alternatif feed additive berdasarkan aktivitas antibakteri terhadap staphylococcus aureus dan 

escherichia coli dengan menggunakan konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 100% serta kontrol positif 

dan negatif untuk menguji efektivitas antibakteri sari buah belimbing wuluh terhadap Escherichia coli 

dan Staphylococcus aureus yang merupakan bakteri penyebab penyakit infeksi pada unggas..  

2. Metode Penelitian  

2.1 Materi Penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan digital, blender, jarum ose, bunsen, 

blue tip, mikropipet, hot plate, magnetic stirrer, erlenmeyer, tabung reaksi, rak tabung, jangka sorong, 

saringan halus, cawan petri, vortex mixer, autoclave, inkubator, laminar, oven, plastic wrap, pH meter, 

pipet tetes, spektrofotometer UV-Vis dan heat resistant glovest. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini terdiri atas belimbing wuluh yang di peroleh dari 

Kabupaten Enrekang, bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, Mueller Hinton Agar 

(MHA), alkohol 70%, NaCl 0,9%, catton bud swab, spritus, aquades, chemical antibakterial Bhen 

Mayer kuersetin,, buffer powder pH 4,01 dan 6,86 dan Aquabides. 

2.2 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

dengan 7 perlakuan dan 3 ulangan pada bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Rancangan 

penelitian yang digunakan yaitu R0 (Kontrol Positif (Chemical Antibacterial)); R1 (Kontrol Negatif 

(Aquadest)); R2 (Sari Belimbing Wuluh 20%); R3 (Sari Belimbing Wuluh 40%: R4 (Sari Belimbing 

Wuluh 60%); R5 (Sari Belimbing Wuluh 80%; R6 (Sari Belimbing Wuluh 100%). 

2.3 Tahapan dan Prosedur Penelitian 

Pelaksanaan penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahapan yaitu : 

2.3.1 Uji flavonoid 

Sari belimbing wuluh diperoleh dari buah belimbing wuluh segar yang telah dicuci bersih, 

kemudian dihancurkan dan disaring untuk memisahkan ampasnya. Sari yang diperoleh selanjutnya 

digunakan sebagai sampel uji. Sebanyak 1 mL sari belimbing wuluh dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi, kemudian ditambahkan 1 mL larutan AlCl₃ 2% dan 1 mL larutan kalium asetat 120 mM. 

Campuran dihomogenkan dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu kamar. Setelah inkubasi, absorbansi 

larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 435 nm 

[17]. Uji ini dilakukan untuk menentukan kadar flavonoid pada buah belimbing wuluh berdasarkan 

tingkat kematangan. 

2.3.2 Pengujian pH 

Pengujian pH dilakukan dengan menggunakan alat pH meter yang dikalibrasi menggunakan 

buffer powder pH 4,01 dan pH 6,86 yang di larutkan dalam 250 mL aquabides. Alat pH meter dicelupkan 

pada sari buah belimbing wuluh kemudian tunggu sampai muncul angka indikator pada layar pH meter 

yang menunjukkan besarnya nilai pH sampel. Pengukuran pH dilakukan pada buah belimbing wuluh 

berdasarkan tingkat kematangan yaitu muda, sedang dan tua serta tingkat kematamgan sedang dengan 

konsetrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%. [18]. 

2.3.3 Sterilisasi alat 

Seluruh peralatan seperti erlenmeyer, cawan petri, tabung reaksi, dan blue tip dicuci menggunakan 

sabun dan air bersih, kemudian dikeringkan dan dibungkus kertas. Peralatan yang telah dibungkus 

disterilisasi dalam oven pada suhu 150°C selama 30 menit 
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2.3.4 Pembuatan media MHA (Mueller Hinton Agar)  

Sebanyak 5,7 g media MHA ditimbang dan dilarutkan dalam 150 mL akuades, kemudian 

dipanaskan sambil diaduk hingga mendidih. Media yang telah homogen disterilisasi menggunakan 

autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit [19]. 

2.3.5 Inokulasi bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli  

Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli diambil menggunakan jarum ose steril dan 

digoreskan pada media agar, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Prosedur ini dilakukan 

untuk masing-masing bakteri uji [20]. 

2.3.6 Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli  

Koloni bakteri diambil menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke dalam tabung berisi 5 mL 

larutan NaCl 0,9% steril. Tingkat kekeruhan disesuaikan dengan menambahkan koloni jika terlalu jernih 

atau menambahkan NaCl apabila terlalu keruh [21]. 

2.3.7 Pembuatan Sari Belimbing Wuluh 

Buah belimbing wuluh dicuci, dipotong, diblender, dan disaring untuk memperoleh sari. Sari 

kemudian diendapkan untuk mendapatkan sari murni [22]. Larutan stok dibuat dengan konsentrasi 20%, 

40%, 60%, 80%, dan 100% dengan mencampurkan sari dan akuades steril, larutan dibuat dengan 

perbandingan: 20% (1 mL sari belimbing wuluh + 5 mL akuades), 40% (2 mL sari belimbing wuluh + 

5 mL akuades), 60% (3 mL sari belimbing wuluh + 5 mL akuades), 80% (4 mL sari belimbing wuluh + 

5 mL akuades), dan 100% (sari belimbing wuluh tanpa akuades). 

2.3.8 Pembuatan Larutan Kontrol Positif 

Kontrol positif dibuat menggunakan senyawa Chemical Antibacterial Bhen Meyer. Prosedur 

dilakukan dengan menimbang antibiotik sebanyak 1 gr, kemudian dilarutkan dalam 10 mL akuades steril 

dan divortex hingga homogen. Selanjutnya, larutan antibiotik sebanyak 10 µL dimasukkan ke dalam 

masing-masing sumuran pada media uji untuk menilai aktivitas antibakterinya. 

2.3.9 Pengujian Antibakteri  

Suspensi bakteri Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli diambil dan diaplikasikan secara 

merata pada permukaan media MHA (Mueller Hinton Agar) menggunakan kapas swab steril. Setelah 

itu, dibuat sumuran pada masing-masing cawan petri yang telah diinokulasi bakteri. Setiap cawan petri 

dibuat tiga sumuran sebagai ulangan, kemudian masing-masing sumuran diisi dengan sari buah 

belimbing wuluh pada konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%. Selain itu, disediakan kontrol 

positif (Chemical antibacterial Bhen Meyer) dan kontrol negatif (akuades). Pengisian sumuran 

dilakukan menggunakan blue tip secara aseptis. Selanjutnya, cawan petri diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37°C. Efektivitas antibakteri sari buah belimbing wuluh ditentukan berdasarkan terbentuknya zona 

hambat di sekitar sumuran. Adanya zona hambat mengindikasikan bahwa sari buah belimbing wuluh 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli sehingga 

dikategorikan sebagai hasil positif. 

2.3.10 Pengamatan dan Pengukuran 

Pengamatan pada media dilakukan setelah 24 jam pada masa inkubasi. Diameter zona hambat 

atau zona bening yang disekitar sumuran merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan 

antibakteri yang digunakan sebagai bahan uji dan dinyatakan dengan diameter zona hambat. Zona 

hambat yang terbentuk di sekitar sumuran diukur dengan diameter vertikal dan diameter horizontal 

dengan satuan mm menggunakan jangka sorong [23]. 

2.4 Parameter Yang Diukur 

Parameter yang diukur pada penelitian ini yaitu zona hambat. Satuan yang digunakan dalam 

menghitung diameter zona hambat pada uji aktivitas antibakteri adalah milimeter (mm), kriteria 

kekuatan daya antibakteri yaitu diameter zona hambat 5 mm atau kurang dikategorikan lemah, zona 

hambat 5-10 mm dikategorikan sedang, zona hambat 10-20 mm dikategorikan kuat dan zona hambat 20 

mm atau lebih dikategorikan sangat kuat [24]. Selain itu, parameter lain yang dianalisis adalah kadar 
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flavonoid, serta nilai pH, yang diukur untuk mengetahui tingkat keasaman ekstrak dan hubungannya 

dengan aktivitas antibakteri. Rumus menghitung diameter zona hambat  [25] yaitu sebagai berikut : 

 

D (mm2) = 
𝐃𝟏+𝐃𝟐+⋯….𝐃𝐧

𝐧
 

 

Keterangan : 

D   = Diameter Antibakteri 

D1  = Diameter Vertikal Antibakteri 

D2   = Diameter Horizontal Antibakteri  

n  = Jumlah data 

 

 
 

Gambar 1. Ilustrasi diameter zona hambat [26] 

 

2.5 Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis varians (ANOVA) berdasarkan Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan dan 3 ulangan. Hasil ANOVA menunjukkan adanya pengaruh 

yang signifikan, untuk melihat perbedaan di antara perlakuan maka dilanjutkan dengan Uji Duncan [27].  

3 Hasil dan Pembahasan  

Pengujian aktivitas antibakteri sari buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dilakukan menggunakan metode sumuran dengan 

konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%, serta kontrol positif dan kontrol negatif.  

3.1 Pengujian Flavonoid 

Tabel 1. Hasil uji flavonoid buah belimbing wuluh berdasarkan tingkat kematangan buah 

Tingkat Kematangan Flavonoid (mg/Kg) 

Balimbing Mudah 16,623 

Belimbing Sedang 21,244 

Belimbing Tua 10,850 

Berdasarkan hasil uji fitokimia, kandungan flavonoid pada belimbing wuluh menunjukkan 

variasi yang dipengaruhi oleh tingkat kematangan buah. Kandungan flavonoid tertinggi ditemukan pada 

belimbing wuluh tingkat kematangan sedang sebesar 21,244 mg/kg, diikuti oleh belimbing muda sebesar 

16,623 mg/kg, sedangkan belimbing wuluh tua memiliki kandungan flavonoid terendah yaitu 10,850 

mg/kg. Hasil ini menunjukkan bahwa tingkat kematangan buah berpengaruh nyata terhadap akumulasi 

senyawa flavonoid. Belimbing wuluh diketahui mengandung senyawa flavonoid [28]. Tingginya 

kandungan flavonoid pada belimbing wuluh tingkat kematangan sedang diduga berkaitan dengan fase 

optimal metabolisme sekunder tanaman, di mana proses biosintesis flavonoid berlangsung lebih aktif 

sebagai mekanisme pertahanan alami terhadap berbagai stres lingkungan. Kandungan flavonoid pada 

buah muda dilaporkan cenderung lebih tinggi dibandingkan dengan buah tua [29]. 
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Pada penelitian ini digunakan buah belimbing wuluh dengan tingkat kematangan sedang karena 

mengandung flavonoid yang tinggi. Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang memiliki 

berbagai aktivitas biologis, antara lain sebagai antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, dan antipiretik. 

Senyawa ini termasuk ke dalam golongan senyawa fenol yang berperan penting sebagai agen antibakteri. 

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri meliputi penghambatan sintesis asam nukleat, gangguan 

terhadap fungsi membran sel, serta penghambatan metabolisme energi pada sel bakteri [30]. Selain itu, 

flavonoid juga mampu membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler dan protein terlarut sehingga 

merusak integritas membran sel bakteri dan menyebabkan kebocoran komponen intraseluler [31]. 

Mekanisme lain dari flavonoid dalam menghambat pertumbuhan bakteri adalah melalui inhibisi 

pembentukan lapisan biofilm pada bakteri [32]. 

3.2 Pengujian PH 

Tabel 2 Pengujian pH buah belimbing wuluh berdasarkan tingkat kematangan buah 

Tingkat Kematangan Hasil Pengukuran pH 

Belimbing Tua 1,5 

Belimbing Sedang 1,5 

Belimbing Muda 1,0 

Tabel 2. Hasil pengujian pH menunjukkan bahwa seluruh sampel belimbing memiliki sifat sangat 

asam dengan nilai pH yang relatif rendah. Nilai pH terendah diperoleh pada belimbing tua, yaitu sebesar 

1,0, diikuti oleh belimbing tingkat sedang dengan pH 1,5, serta belimbing muda yang memiliki nilai pH 

berkisar pada angka 1,5. Tingkat keasaman yang tinggi pada ekstrak belimbing berperan penting dalam 

mendukung aktivitas antibakteri, karena kondisi asam dapat menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme. [33] menyatakan bahwa aktivitas bakteri secara signifikan dipengaruhi oleh faktor 

lingkungan, salah satunya adalah pH. Keasaman yang tinggi dapat menyebabkan kerusakan pada 

struktur membran sel bakteri, menurunkan aktivitas enzim, serta mengganggu keseimbangan 

metabolisme sel. Umumnya, bakteri memiliki kisaran pH optimum yang relatif sempit, yaitu dapat 

tumbuh dengan baik pada pH 6,0–8,0, meskipun beberapa jenis bakteri masih mampu tumbuh pada pH 

ekstrim dengan kisaran optimum antara 3,0 hingga 10,5 [34]. Oleh karena itu, belimbing tua yang 

memiliki nilai pH paling rendah berpotensi menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih kuat dari aspek 

keasaman. Namun demikian, hasil uji kandungan flavonoid menunjukkan bahwa belimbing tingkat 

sedang memiliki kadar flavonoid paling tinggi dibandingkan belimbing tua dan belimbing muda. 

Temuan ini mengindikasikan bahwa tingkat kematangan buah tidak hanya mempengaruhi tingkat 

keasaman, tetapi juga berperan dalam akumulasi senyawa metabolit sekunder, khususnya flavonoid. 

Tabel 3. Hasil uji pH pada buah belimbing wuluh sedang terhadap perlakuan/konsentrasi33 

Perlakuan (%) Hasil uji PH 

20% 1,7 

40% 1.7 

60% 1,6 

80% 1,6 

100% 1,5 

Tabel 3. Hasil pengujian pH berdasarkan variasi konsentrasi sari belimbing wuluh menunjukkan 

adanya perbedaan nilai pH yang nyata antar perlakuan. Pada konsentrasi rendah, yaitu 20% dan 40%, 

nilai pH relatif lebih tinggi, masing-masing sebesar 1,7. Seiring dengan peningkatan konsentrasi menjadi 

60% dan 80%, nilai pH mengalami penurunan menjadi 1,6, sedangkan pada konsentrasi 100% diperoleh 

nilai pH terendah, yaitu 1,5. Pola penurunan pH menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi sari 

belimbing wuluh berbanding terbalik dengan nilai pH larutan. Buah belimbing wuluh tergolong sebagai 

sumber asam organik yang mengandung berbagai jenis asam, antara lain asam asetat, asam sitrat, dan 

asam format, serta senyawa bioaktif lainnya seperti flavonoid, polifenol, tanin, dan saponin. Keberadaan 

asam organik dan senyawa aktif tersebut berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen. 
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Kandungan asam yang menyebabkan penurunan pH inilah yang diharapkan mampu menghambat 

bahkan membunuh bakteri, karena aktivitas asam organik dapat menurunkan total mikroba dan efektif 

dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli serta jenis patogen lainnya [35]. 

3.3 Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Tabel 4. Hasil pengukuran diameter daya hambat sari buah belimbing wuluh terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (rata-rata ± SD) 

Perlakuan (%) Ukuran daya hambat (mm) 

Staphylococcus aureus Escherichia coli 

Kontrol Positif 24,31 ± 4,41e TDa 

 Kontrol Negatif TDa TDa 

20% 1,45 ± 1,29ab TDa 

40% 6,79 ± 5.88bc 10,48 ± 1,33b 

60% 10,92 ± 1.12c 11,71 ± 1,06bc 

80% 10,66 ± 2,06c 12,91 ± 1,45bc 

100% 17,19 ± 2,02d 14,57 ± 3,99c 
Keterangan: Superskrip (a, b, c, d, e) yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P < 

0.05). TD = tidak ditemukan  

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri sari buah belimbing wuluh terhadap 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang disajikan pada Tabel 1, diketahui bahwa masing-

masing konsentrasi memberikan respon yang berbeda terhadap kedua jenis bakteri. Zona hambat 

terbentuk dengan diameter yang bervariasi pada setiap perlakuan, menandakan adanya pengaruh tingkat 

konsentrasi sari buah belimbing wuluh terhadap kemampuan daya hambat antibakterinya. 

Berdasarkan Tabel 4, daya hambat sari buah belimbing wuluh terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli dengan pembanding yang di gunakan yaitu kontrol positif (Chemical 

Antibacterial Behn Meyer) dan kontrol negatif (akuades). Staphylococcus aureus (Gram positif) 

menunjukkan bahwa kontrol positif memiliki zona hambat terbesar (24,31 ± 4,41), sedangkan kontrol 

negatif tidak menimbulkan aktivitas antibakteri (TD). Pada konsentrasi 20% (1,45 ± 1,29) daya hambat 

masih rendah, kemudian meningkat pada 40% (6,79 ± 5,88), dan terus mengalami kenaikan pada 60% 

(10,92 ± 1,12) serta 80% (10,66 ± 2,06). Konsentrasi 100% (17,19 ± 2,02) menghasilkan zona hambat 

tertinggi sehingga menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi berbanding lurus dengan peningkatan 

daya hambat terhadap Staphylococcus aureus. Sementara itu, pada Escherichia coli (Gram negatif) 

kontrol positif, kontrol negatif dan konsentrasi 20% tidak menunjukkan zona hambat (TD). Aktivitas 

antibakteri mulai tampak pada konsentrasi 40% (10,48 ± 1,33), kemudian mengalami kenaikan pada 

60% (11,71 ± 1,06) dan 80% (12,91 ± 1,45). Konsentrasi 100% (14,57 ± 3,99) memberikan daya hambat 

paling tinggi terhadap Escherichia coli. Secara keseluruhan, konsentrasi 100% memberikan daya 

hambat paling tinggi terhadap kedua bakteri, sehingga sari buah belimbing wuluh berpotensi digunakan 

sebagai agen antibakteri alami pada konsentrasi tinggi.  

3.3.1 Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa kontrol positif pada Staphylococcus aureus menghasilkan 

zona hambat paling besar dan berbeda nyata (P<0,05) dibandingkan seluruh perlakuan lainnya. Hal ini 

menunjukkan efektivitas antibakteri kimia komersial yang lebih tinggi dibandingkan sari belimbing 

wuluh. Sebaliknya, kontrol negatif tidak menimbulkan zona hambat dan tidak berbeda nyata (P>0,05)  

dari perlakuan konsentrasi 20% yang menandakan tidak adanya aktivitas antibakteri dari aquades. alasan 

penggunaan aquades sebagai kontrol negatif yaitu karena senyawa dari aquades bersifat netral yang 

tidak memberikan efek terhadap pertumbuhan bakteri atau tidak memiliki aktivitas antibakteri [36]  

Pada konsentrasi 20%, daya hambat terhadap Staphylococcus aureus masih rendah dan tidak 

berbeda nyata (P>0,05) dengan konsentrasi 40%, namun berbeda dengan perlakuan konsentrasi yang 

lebih tinggi. Konsentrasi 40%, 60%, dan 80% membentuk kelompok yang tidak berbeda nyata (P>0,05)  

satu sama lain, menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi dalam rentang ini belum memberikan 

peningkatan daya hambat yang signifikan. Konsentrasi 100% berbeda nyata (P<0,05) dari konsentrasi 
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di bawahnya dan memberikan zona hambat terbesar di antara semua konsentrasi menunjukkan 

efektivitas antibakteri yang lebih kuat pada konsentrasi maksimum. Peningkatan tersebut menunjukkan 

bahwa semakin banyak senyawa aktif yang terkandung dalam sari buah belimbing wuluh, semakin besar 

pula daya hambatnya terhadap bakteri. Kemampuan suatu antimikroba dalam menghambat 

mikroorganisme dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi bahan antimikroba. Semakin tinggi konsentrasi 

suatu antimikroba, maka zona hambat yang terbentuk juga semakin besar. Hal ini disebabkan karena 

semakin tinggi konsentrasi bahan antimikroba akan menambah zat aktif yang terkandung di dalamnya 

sehingga meningkatkan efektivitas dalam menghambat mikroba [37]. 

3.3.2 Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri Escherichia coli 

Pada Escherichia coli, kontrol positif, kontrol negatif, dan konsentrasi 20% berada dalam 

kelompok yang sama karena tidak menimbulkan daya hambat (P<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa 

antibakteri kimia komersial yang digunakan sebagai kontrol positif tidak efektif terhadap bakteri Gram 

negatif, sedangkan aquades sebagai kontrol negatif memang tidak memiliki aktivitas antibakteri. 

Konsentrasi 20% juga belum menunjukkan kemampuan penghambatan karena kandungan senyawa aktif 

pada sari belimbing wuluh masih terlalu rendah untuk menembus struktur membran luar E. coli. Temuan 

ini sejalan dengan penelitian yang menyatakan bahwa bakteri Escherichia coli merupakan bakteri gram 

negatif yang memiliki struktur dinding sel yang lebih kompleks, terdiri dari tiga lapis yaitu lipoprotein 

(lapisan luar), lipopolisakarida (lapisan tengah) dan peptidoglikan (lapisan dalam) sehingga bersifat 

kurang rentan terhadap beberapa senyawa antibakteri [38]. 

Efektivitas antibakteri mulai terlihat pada konsentrasi 40% (10,48 ± 1,33), dengan munculnya 

daya hambat yang berbeda dari kelompok kontrol maupun konsentrasi rendah. Peningkatan konsentrasi 

pada 60% (11,71 ± 1,06) dan 80% (12,91 ± 1,45) memperlihatkan peningkatan daya hambat, meskipun 

perbedaannya belum signifikan (P<0,05). Kondisi ini menunjukkan bahwa pada rentang konsentrasi 

menengah, senyawa bioaktif dalam sari belimbing wuluh mulai bekerja lebih optimal, namun belum 

mencapai tingkat maksimum. Perubahan yang lebih nyata terjadi pada konsentrasi 100% (14,57 ± 3,99), 

yang menghasilkan daya hambat tertinggi dan berbeda dari seluruh konsentrasi di bawahnya. Hal ini 

menandakan bahwa efektivitas antibakteri sari belimbing wuluh sangat dipengaruhi oleh jumlah 

senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin, dan saponin yang pada kadar maksimal mampu 

merusak struktur membran dan menghambat metabolisme Escherichia coli. Buah belimbing wuluh 

mengandung berbagai senyawa antibakteri, antara lain triterpenoid, saponin, tanin, flavonoid, dan 

alkaloid yang berkontribusi terhadap aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri [39]. Selain itu buah 

belimbing wuluh juga diketahui mengandung triterpenoid dan flavonoid yang berperan penting sebagai 

agen antibakteri, serta kaya akan asam-asam organik yang turut mendukung efektivitas penghambatan 

terhadap bakteri patogen [22]. 

Hasil ini menunjukkan bahwa sari buah belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

kedua bakteri uji, dengan efektivitas yang meningkat seiring bertambahnya konsentrasi. Kekuatan daya 

hambat tersebut dapat diklasifikasikan berdasarkan kriteria diameter zona hambat,  apabila zona hambat 

yang terbentuk ≤ 5mm menunjukkan kekuatan daya hambat lemah, 6 – 10 mm menunjukkan kekuatan 

daya hambat sedang, 11 – 20 mm menunjukkan daya hambat kuat, ≥21 mm menunjukan kekuatan daya 

hambat yang sangat kuat [40]. 

Kemampuan antibakteri sari buah belimbing wuluh ini diduga berasal dari senyawa metabolit 

sekundernya seperti flavonoid, tanin, saponin, dan asam askorbat. Flavonoid memiliki mekanisme 

penghambatan dengan cara merusak integritas membran sel bakteri dan mengganggu sintesis asam 

nuklea. Mekanisme kerja flavonoid sebagai antimikroba dapat dibagi menjadi 3 yaitu menghambat 

sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, dan menghambat metabolisme energi [41]. 

Adapun fungsi dari senyawa flavonoid diantaranya sebagai antibakteri dan antivirus pada tanaman. 

Flavonoid dapat merusak membran sel bakteri sehingga keluarnya senyawa intraseluler dapat 

menghambat fungsi membran sel dengan cara terbentuknya senyawa kompleks oleh protein 

ekstraseluler dan menghambat metabolisme energi dengan cara menghambat sistem respirasi yang 

digunakan oleh bakteri [42]. 

Sari buah belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa 
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dan Staphylococcus epidermidis, dengan zona hambat yang meningkat seiring naiknya konsentrasi dari 

25% hingga 75%. Sari belimbing wuluh lebih efektif menghambat bakteri Gram negatif dibandingkan 

Gram positif, karena perbedaan struktur dinding sel yang memengaruhi sensitivitas terhadap senyawa 

aktif seperti flavonoid, tanin, dan saponin. Konsentrasi 75% merupakan konsentrasi paling efektif dalam 

menghasilkan zona hambat terbesar pada kedua bakteri. Namun, dibandingkan dengan kontrol positif 

amoksisilin, potensi antibakteri sari belimbing wuluh masih lebih rendah, ditunjukkan oleh zona hambat 

yang lebih kecil dan hasil uji statistik yang menunjukkan perbedaan signifikan [16]. 

4. Kesimpulan 

Hasil penelitian menunjukkan bahwah sari buah belimbing wuluh dengan tingkat kematangan 

sedang terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, 

dengan daya hambat yang meningkat seiring peningkatan konsentrasi. Aktivitas penghambatan mulai 

terlihat pada konsentrasi 20% untuk Staphylococcus aureus dan 40% untuk Escherichia coli, kemudian 

mencapai efektivitas tertinggi pada konsentrasi 100% untuk kedua bakteri. Kontrol positif menghasilkan 

zona hambat terbesar pada Staphylococcus aureus, sedangkan pada Escherichia coli tidak menunjukkan 

penghambatan. Secara keseluruhan, konsentrasi 100% merupakan konsentrasi paling efektif dan 

menunjukkan bahwa sari belimbing wuluh berpotensi sebagai antibakteri alami pada konsentrasi tinggi. 
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