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Abstract — Diarrhea is one of the symptoms of infection in the gastrointestinal tract, which can be caused by the presence
of organisms (bacteria, viruses, andlor parasites), causing the stool to become more fluid and more frequent than
usual. Escherichia coli has a high percentage compared to other bacteria in the feces of patients with diarrhea. Treatment
is usually done using antibiotics, but many antibiotics are found resistant. Medicinal plants can be used as an alternative
to treat diarrhea. One of them is the bark of Belimbing Wulub. The presence of compounds in the bark of the Belimbing
Wulubh stem antibacterial can inhibit the growth of E. coli which causes diarrhea. This study aimed to determine the
antibacterial activity of the bark extract of Belimbing Wuluh against E. coli which causes diarrhea. Extraction method
using decoction. Phytochemical tests were carried out on flavonoids, alkaloids, and saponins. The total phenol test was
carried our using the Folin-Ciocalteu method. The antibacterial test was carried our using the Kirby-Bauer disk
diffusion method, followed by the MIC test using the microdilution method and the MBC test. Data analysis with One-
Way ANOVA (Duncan). Belimbing Wuluh bark contains saponins, alkaloids, flavonoids, and phenols. The average

yield of the total phenol value was 25.12 + 7739 GAE/ g- The results of the antibacterial activity test showed that

the bark extract of Belimbing Wuluh stem with a concentration of 2.5% was still able to significantly inhibit E.
coli (P<0.05).
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Abstrak — Diare merupakan salah satu gejala infeksi pada saluran cerna, yang dapar disebabkan oleh adanya
organisme (bakteri, virus, dan/atau parasit), sehingga menyebabkan feses menjadi lebih cair dan frekuensinya lebih
sering dari biasanya. Escherichia coli memiliki presentase yang tinggi dibandingkan bakteri lain pada feses penderita
diare. Pengobatan yang dilakukan biasanya dengan menggunakan antibiotik, namun sekarang ini banyak ditemukan
antibiotik yang telah resisten. Tanaman obat-obatan dapat digunakan sebagai alternatif dalam mengatasi diare. Salah
satunya ialah kulit batang Belimbing Wulub. Adanya kandungan senyawa yang bersifat antibakteri pada kulit batang
Belimbing Wulub dimungkinkan dapat menghambat pertumbuhan E. coli penyebab diare. Tujuan penelitian adalah
untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak kulit batang Belimbing Wuluh terhadap E. coli penyebab diare. Pada
penelitian ini menggunakan metode ekstraksi dekoktasi. Uji fitokimia dilakukan terbadap flavonoid, alkaloid, dan
saponin. Uji total fenol dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalten. Uji antibakteri dilakukan dengan
menggunakan disk diffusion method Kirby-Bauer, dilanjutkan uji MIC dengan metode mikrodilusi serta wji MBC.
Analisis data dengan One-Way ANOVA dan post-hoc Duncan. Kulit batang Belimbing Wuluh mengandung senyawa

saponin, alkaloid, flavonoid, dan fenol. Hasil rata-rata dari nilai total fenol adalah 25,12 + 7,73™9 GAE/ g

uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak kuliv batang Belimbing Wuluh dengan konsentrasi 2,5% masib
dapat menghambat E. coli secara signifikan (P<0,05).

Kata kunci: Antibakteri, Belimbing Wulub, Escherichia coli, Kulit Batang.

PENDAHULUAN

Diare merupakan salah satu gejala

infeksi pada saluran cerna, yang dapat
disebabkan oleh adanya organisme (bakteri,
sechingga

virus, dan/atau parasite),

menyebabkan feses menjadi lebih cair dan
frekuensinya lebih sering dari biasanya.
Penyakit ini merupakan penyebab kematian
kedua pada anak dibawah lima tahun atau
sekitar 525.000 kematian anak tiap tahunnya
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(WHO, 2017). Berdasarkan data
Kementrian Keschatan Republik Indonesia
(2019), persentase Case Fatality Rate kasus
diare meningkat dari 1,14%
mencapai 4,76% pada tahun 2018.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

hingga

Clostridium  perfringens, ~Salmonella  spp.,
Bacillus cereus, Campylobacter spp., Vibrio
Shigella

dan Listeria monocytogenes

parahaemolyticus, spp., Yersinia
enterocolitica,
merupakan bakteri-bakteri yang terdapat
pada feses penderita diare (Kim et al., 2015).
Salah satu pengobatan yang diberikan pada
kasus diare akibat infeksi bacterial adalah
antibiotik, namun saat ini antibiotik banyak
digunakan secara tidak bijak. Penggunaan
antibiotik yang tidak bijak ini, dilaporkan
sudah resisten terhadap
(Yuniati et al., 2016).

Indonesia sangat kaya akan sumber

agen patogen

daya alam hayati, salah satunya adalah
tanaman Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi
L.). Pohon Belimbing Wuluh ini sangat
mudah ditemui pada daerah pegunungan dan
dataran rendah. Bagian-bagian dari tanaman
Belimbing Wuluh seperti batang, daun,
buah, akar, dan bunga dapat dikonsumsi
sebagai bumbu masakan, ramuan jamu, dan
bahan obat-obatan (Lisnawati dan Prayoga,
2020). Kulit batang Belimbing Wuluh masih
belum  banyak  dimanfaatkan  oleh
masyarakat. Menurut Muhtadi ez /. (2012)
kulit batang Belimbing Wuluh memiliki
kandungan senyawa aktf yang bersifat
antibakteri. Oleh karena itu, penting untuk
melihat aktivitas antibakteri ekstrak kulit
Wuluh
Escherichia coli, sehingga dengan adanya hasil

batang  Belimbing terhadap

dari penelitian ini diharapkan dapat
menjadikan kulit batang Belimbing Wuluh

sebagai alternatif obat diare.

METODE PENELITIAN

1. Ekstraksi
Ekstraksi dilakukan dengan modifikasi

metode dekoktasi menggunakan pelarut
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akuades. Perbandingan antar sampel dan
pelarut yaitu 1:6. Kulit batang Belimbing
Wuluh basah direbus dengan pelarut akuades
selama 30 menit pada suhu +65°C. Hasil
rebusan disaring dan dilakukan evaporasi
dengan rotary evaporator hingga ekstrak
menjadi kental (Endarini, 2016).

2. Uji Fitokimia

a. Uji Saponin

Sebanyak 0,3 g ckstrak ditimbang dan
dilarutkan dengan 5 mL akuades. Larutan
esktrak dikocok secara kuat. Jika larutan
mengandung senyawa saponin maka akan
menunjukkan adanya busa selama 30 detik
(Harborne, 1987 dalam Arvinandita, 2019).

b. Uji Alkaloid

Sebanyak 0,3 g ckstrak ditimbang dan
dilarutkan menggunakan HCI 2N. Selama 2-
3 menit larutan dipanaskan sambil diaduk,
setelah itu didinginkan dan ditambahkan
kembali dengan 0,3 g NaCl serta 5 mL HCI
2N. Larutan uji dibagi menjadi beberapa
bagian dan salah satunya (Al) dijadikan
sebagai blanko. Bagian lainnya (A2) diberi 3
tetes preaksi Mayer dan larutan lainnya (A3)
diberi 3 tetes pereaksi Wagner. Apabila
terdapat senyawa alkaloid pada larutan maka

akan terlihat adanya endapan (Harborne,
1987 dalam Arvinandita, 2019).

c.  Uji Flavonoid

Sebanyak 0,5 g ckstrak ditimbang dan
dilarutkan dengan etanol 96% sebanyak 5
mL. Larutan uji dibagi menjadi 2 bagian.
Satu bagian larutan (B1) dijadikan sebagai
blanko dan bagian lain (B2) ditambahkan
dengan 0,1 g Mg serta 0,5 mL HCI pekat.
Apabila ada perubahan warna (jingga/merah)
pada larutan uji B2 maka terdapat senyawa

flavonoid pada ekstrak (Ergina ez al., 2014).

3. Pembuatan Kurva Asam Galat

Asam galat ditimbang sebanyak 50 mg
dan dilarutkan dengan 1 ml etanol 96%, lalu
ditambahkan 49 mL

akuades untuk
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memperoleh larutan stok asam galat 100
ppm. Kemudian sebanyak 2 mL; 1,75 mL;
1,5 mL; 1,25 mL; dan 1 mL larutan stok
asam galat diambil dan ditambah akuades
hingga mencapai 10 mL untuk memperoleh

konsentrasi 200 l'lg/ L 175 Hg/mL, 150
e/ 1. 125 M8/ . dan 100 MB/ .

Sebanyak 0,2 mL masing-masing konsentrasi
asam galat diambil dan ditambahkan 15,8
mL akuadest. Sebanyak 1 mL Folin-Ciocalteu
ditambahkan pada

konsentrasi,

masing-masing
dikocok  dan
didiamkan selama 8 menit. Larutan

ditambahkan Na,CO; 10% sebanyak 3 mL

dan selama 2 jam didiamkan kembali. Nilai

kemudian

absorbansi didapatkan dengan mengukur
nilai absorbansi larutan masing-masing
konsentrasi menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (765 nm). Kurva kalibrasi
konsentrasi dibuat dengan sumbu x ialah
konsentrasi asam galat dan sumbu y ialah
nilai absorbansi (Marjoni ez al., 2015).

4. Uji Total Fenol

Ekstrak ditimbang sebanyak 0,1 g dan
dilarutkan dalam akuades hingga mencapai
10 mL, larutan ekstrak diambil sebanyak 1
mL lalu dilarutkan kembali hingga 10 mL
dengan menggunakan akuades. Larutan
ckstrak diambil sebanyak 0,2 mL dan
dilarutkan kembali dengan akuades hingga
mencapai 16 mL. Larutan ditambahkan
dengan Folin-Ciocalten sebanyak 1 mL dan
digojok. Sebanyak 3 mL Na,CO; 10%
ditambahkan ke dalam larutan ekstrak dan
didiamkan selama 2 jam. Nilai absorbansi
diukur menggunakan spektrofotometer UV-
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Vis dengan panjang gelonbang 765 nm.
Kadar total fenol diukur dengan:

CxVxfp
TPC = ——

(Marjoni ez al., 2015).

5. Re-suspensi Bakteri Patogen

Bakteri patogen yang diunakan adalah
Escherichia coli ATCC 25922. Re-suspensi
dilakukan dengan mengambil bakteri uji
sebanyak 1 ose diinokulasi ke dalam media
Brain Hearth Infusion (BHI) Broth. Hasil
inokulasi diinkubasi dengan suhu 37°C
selama 18-24 jam. Kekeruhan suspensi
disesuaikan dengan standard Me. Farland 0,5
(Golus et al., 2016)

6. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak

Terhadap Bakteri Patogen

Disk diffusion dengan metode Kirby-
Bauer digunakan dalam wuji antibakteri
esktrak  kulit  batang Belimbing Wuluh
tethadap E. coli. Suspensi E. coli di-swab
dengan metode apus di seluruh permukaan
media  Mueller  Hinton Agar (MHA)
menggunakan cotton swab steril dan larutan
sempel (kontrol positif, kontrol negatif,
konsentrasi 100%, 80%, 60%, 40%, dan
20%) diteteskan pada kertas cakram hingga
meresap secara merata pada seluruh bagian
kertas cakram. Pada media yang telah di-swab
oleh bakteri, kemudian diletakkan kertas
cakram menggunakan pinset sesuai dengan
letak perlakuan dan diinkubasi selama 24
jam, suhu 37°C. Zona hambat yang
terbentuk, kemudian diukur dan
dikategorikan (Ayen ez al., 2017).

Tabel 1. Kategori Daya Antibakteri

Daya
Antibakteri

N  Diameter Zona
o Hambat (mm)
1 > 20

2 10-20

3 5-10

4 <5

Sangat Kuat
Kuat
Sedang
Lemah

(Davis dan Stout, 1971 dalam Rastina ez /., 2015)
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7. Uji MIC dan MBC

Uji Minimum Inhibition Concentration
(MIC) yang dilakukan dengan metode
mikrodilusi. Uji mikrodilusi menggunakan
microwell plate dan pada setiap well diisi
dengan BHI 70 pL dan sampel (kontrol
positif, kontrol negatif, konsentrasi 100%,
80%, 60%, 40%, dan 20%) diisi dengan 70
uL, setelah itu dihomogenkan antara media
dengan sampel. Suspensi bakteri dimasukkan
pada setiap well sebanyak 10 uL dan diikubasi
dengan suhu 37°C selama 12-24 jam.
Pengamatan pada uji MIC dilakukan dengan
microplate reader menggunakan panjang
gelombang 625 nm. Uji  Minimum
Bacterisidal Concentration (MBC) dilakukan
dengan cara sampel uji MIC diambil dengan
menggunakan ose dan diinokulasikan di
media Nutrient Agar (NA), diinkubasi selama
24 jam dengan suhu 37°C dan pertumbuhan
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bakteri diamati (Safitri ez @/, 2019; Prakasita
et al., 2019; dan Maulana ez 4/., 2020).

8. Analisis Data

Hasil data yang didapatkan diuji
menggunakan One-Way ANOVA dan post-
hoc Duncan dengan perangkat lunak SPSS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil Fitokimia
Kulit batang Belimbing Wuluh yang

digunakan merupakan bagian kulit batang
Belimbing Wuluh basah tanpa dilakukan
pengeringan dengan suhu yang tinggi agar
kandungan senyawa aktif tidak rusak oleh
suhu yang terlalu tinggi (Arifin ez 2/., 2013).

Metode ektraksi yang digunakan ialah
metode dekoktasi dengan suhu + 65°C

selama 30 menit.

Tabel 2. Senyawa Aktif Pada Ekstrak Akuades Kulit Batang Belimbing Wuluh

Senyawa Aktif

Hasil

Saponin

Alkaloid

Flavonoid

+

+

+

Keterangan:

+ (Positif) : terdapat kandungan senyawa pada ekstrak kulit batang Belimbing Wuluh.

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

ABSORBANSI 765 NM

0

0 50 100

y =0,0012x - 0,0234 - 0,21

150 200 250

KONSENTRASI (ug/mL)

Gambar 1. Hubungan Konsentrasi Asam Galat (ug/mL) Dengan Absorbansi
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Tabel 3. Diameter Daya Hambat Ekstrak Akuades Kulit Belimbing Wuluh

Kontrol Diameter Daya Hambat Ekstrak Akuades Kulit Batang Belimbing
Kontrol .
Pengulangan Positif (mm) Negatif Wuluh (mm)
{mm) 100% 80% 60% 40% 20%
Al 35 0 0 0 0 0 10
A2 34 0 0 0 0 0 10
A3 35 0 0 0 0 0 10
Rata-rata 34,67+0,58 0,00+0,00 0,00£0,00  0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+£0,00 10,00+0,00
Kategori Sangat Kuat - - - - - Sedang

Hasil uji skrinning pada Tabel 2.
menunjukkan bahwa pada ekstrak kulit
batang  Belimbing =~ Wuluh dengan
menggunakan pelarut akuades memiliki
kandungan senyawa saponin, alkaloid, dan
flavonoid. Hasil ini sejalan dengan hasil
penelitian Siddique ez /. (2013).

2. Hasil Total Fenol

Kurva regresi hubungan konsentrasi asam
galat dengan absorbansi ini menunjukkan
bahwa antara konsentrasi dan serapan
memiliki hubungan erat, semakin tinggi
konsentrasinya maka semakin tinggi juga
nilai serapannya (Marjoni et al, 2015).
Persamaan regresi yang didapatkan sesuai
dengan Gambar 1. jalah y = 0,0012x - 0,0234
dan koefisien determinasinya (R?) adalah
0,9909 atau 99,0% konsentrasi memiliki
pengaruh  terhadap  serapan.  Dalam
penetapan kadar fenol ditentukan dengan
mengukur serapan antara hasil reagen Folin-
Ciocalten dan sampel serta menggunakan
persamaan regresi dari kurva hubungan
konsentrasi asam galat dengan absorbansi.
Nilai rata-rata total fenol yang didapatkan
dari penggunaan persamaan regresi linier

pada ekstrak kulit batang Belimbing Wuluh
yaitu 25,12 + 7,73 M8 GAE/,

kandungan fenol tersebut maka akan

Dari adanya

semakin tinggi E. coli akan terhambat oleh

ektrak. Menurut Sari et 2/. (2021), semakin
tinggi kandungan fenol pada ckstrak maka

akan semakin tinggi juga daya hambat
ckstrak pada E. coli.

3. Hasil Uji Antibakteri Ektrak Kulit
Batang Belimbing Wuluh terhadap
Escherichia coli
Escherichia coli merupakan salah satu

bakteri patogen Gram negatif yang terdapat

pada pasien penderita diare. Tujuan uji
antibakteri ekstrak akuades kulit batang

Belimbing Wuluh dengan metode disk

diffution  Kirby-Bauer ~ adalah  untuk

mengetahui potensi hambat ekstrak akuades

kulit batang Belimbing Wuluh terhadap E.

coli. Tabel 3. memperlihatkan adanya daya

hambat yang terbentuk pada konsentrasi

20% dengan rata-rata diameter 10,00+0,00

mm. Daya hambat tersebut masuk dalam

kategori sedang sesuai dengan Davis dan

Stout (1971) dalam Rastina et 2/ (2015).

Pada konsentrasi lain ekstrak kulit batang

Belimbing Wuluh tidak terlihat zona hambat

yang terbentuk. Zona hambat yang tidak

terbentuk ini dimungkinkan karena adanya
pengaruh dari ketebalan kertas cakram yang
digunakan, waktu inkubasi, suhu inkubasi,
dan ekstrak kental yang menyebabkan
ckstrak sulit berdifusi dengan media (Hadi ez
al., 2019).

Jade Septhimoranie, dkk - 83



ISSN 2460-1365

Tabel 4. Optical Density Hasil Daya Hambat Ekstrak Akuades Kulit Batang Belimbing Wuluh terhadap

Bioeksperimen, Volume 8 No. 2 (September 2022)

Escherichia coli

Perlakuan

Optical Density
(625 nm)

Kontrol Positif
Kontrol Negatif

Konsentrasi

ekstrak
akuades kulit
batang
Belimbing

Wuluh (b/ v)

0,0013+0,0006
0,5877+0,0549
2,5% 0,1413+0,0155
5% 0,1237+0,0657
7,5% 0,0000+0,0000
10% 0,4587+0,0419
12,5% 0,2963+0,0217
15% 0,0987+0,1092
17,5% 0,4183+0,0897
20% 0,3080+0,0375
22,5% 0,1413+0,0258
25% 0,1700+0,0386
27,5% 0,0700+0,0543
30% 0,0307+0,0408

Dari uji daya hambat dengan metode
disk diffusion Kirby-Bauer yang dilanjutkan
dengan uji minimum inhibitory concentration
(MIC) menggunakan metode mikrodilusi.

Metode
pengembangan secara dilusi dengan volume

mikrodilusi adalah sistem

kecil baik dari media, sampel, dan bakteri
menggunakan microplate 96 wells (Rollando
et al., 2019). Konsentrasi yang digunakan
untuk uji MIC yaitu kategori sedang dengan
range 30% hingga 2,5%. Tabel 4.
membuktikan bahwa konsentrasi terendah
(2,5%) ekstrak akuades kulit batang
Belimbing Wuluh dapat  menghambat
pertumbuhan E. coli. Konsentrasi terbaik
ckstrak  yang  dapat = menghambat
pertumbuhan E. coli ialah 7,5% dengan rata-
rata optical dencity 0,0000+0,0000. Hasil ini
setara  dengan  kontrol  positif  yang
menggunakan ciprofloxacin (OD
0,0013+0,00006). Ciprofloxacin merupakan
antibiotik dengan golongan fluorokuinolon
yang mampu menghambat pertumbuhan
Enterobacteriaceae (Raini, 2016). Hasil ini
menunjukkan bahwa semakin kecil nilai
optical density, maka semakin optimal ekstrak
dapat menghambat pertumbuhan bakteri

patogen (Rollando ez 4., 2019). Nilai optical
density pada seluruh konsentrasi ekstrak
memberikan hasil lebih kecil dari nilai opzical
density kontrol negatif (OD 0,5877+0,0549).
Hal ini sejalan dengan hasil analisis statistik
One-Way ANOVA, P<0,05 menandakan
bahwa ekstrak akuades kulit batang
Wuluh  dapat

menghambat pertumbuhan E. coli.

Belimbing signifikan

Adanya senyawa aktif (flavonoid,
alkaloid, fenol, dan saponin) pada ekstrak
akuades kulit batang Belimbing Wuluh yang
bersifat antibakteri inilah yang menyebabkan
terjadinya daya hambat ekstrak terhadap E.
coli. Senyawa flavonoid dapat merusak
sitoplasma pada bakteri sechingga metabolit
penting menjadi  bocor, dengan begitu
pertumbuhan bakteri akan terhambat atau
dapat menyebabkan kematian pada bakteri
(Dewi dan Usman, 2016). Senyawa alkaloid
pada  ckstrak  menyebabkan  lapisan
peptidoglikan  terganggu dan sel bakteri
menjadi mati. Mekanisme senyawa fenol
yang bersifat antibakteri yaitu dengan cara
protein sel bakeri didenaturasi (Raini ez 4/,
2017). Senyawa saponin bekerja dengan
merusak membrane sitoplasma  bakteri

84 - AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK KULIT BATANG BELIMBING WULUH ....



Bioeksperimen, Volume 8 No. 2 (September 2022)

sehingga terjadi kebocoran protein dan enzim
di dalam sel (Raini ez 2/, 2017; Sudarmi et
al., 2017)

Uji Minimum Bacterisidal
Concentration (MBC) merupakan metode

ISSN 2460-1365

bahwa bakteri tidak dapat bertumbuh atau
hanya terhambat pada sampel. Gambar 2
membuktikan bahwa ekstrak akuades kulit
batang Belimbing Wuluh hanya dapat

menghambat pertumbuhan E. coli.

lanjutan dari MIC untuk membuktikan

Gambar 2. Hasil uji Minimum Bacterisidal Concentration (MBC)

SIMPULAN
Ekstrak kulit batang Belimbing Wuluh

dengan  kandungan senyawa saponin,

dengan konsentrasi 2,5% dapat menghambat

pertumbuhan E. coli dengan nilai absorbansi
0,1413+0,0155, namun tidak  dapat

alkaloid, flavonoid, dan fenol memiliki membunuh E. coli

aktivitas antibakteri terhadap E. coli. Ekstrak
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