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Abstrak

Kata Kunci

MRSA, Ekstrak kloroform
buah  belimbing ‘wuluh,
Aktivitas antibakteri, MIC
dan MBC

Methicillin_Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah jenis
S.aureus“yang telah resistens terhadap antibiotik B-lactam, termasuk
methicillin, oxacillin, nafcillin. Sehingga diperlukan antibiotik alami
untuk mengatasi permasalahan tersebut, salah satunya buah Belimbing
wuluh (Averrhoa blimbi L) buah belimbing wuluh memiliki Senyawa
flavonoid dan saponin berfungsi merusak membran sitoplasma dan

menginaktifkan sisten enzim bakteri. Tujuan dari Penelitian ini untuk
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak kloroform buah belimbing wuluh
terhadap pertumbuhan MRSA. Metode dalam penelitian ini untuk ekstraksi
menggunakan metode maserasi pelarut kloroform dan uji aktivitas antibakteri
menggunakan +2. metode yaitu metode difusi dan dilusi. Metode difusi
sumuran  ditentukan dari adanya- zona hambat, sedang metode dilusi
ditentukan dengan Minimum Inhibitor Concentration (MIC), dan Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). Hasil penelitian menunjukan bahwa
ekstrak kloroform buah belimbing wuluh memiliki aktivitas terhadap bakteri
MRSA yang ditunjukan dengan adanya zona hambat paling besar 19,6 mm
pada konsentrasi 100 mg/mL. Nilai MIC ekstrak kloroform buah belimbing
wuluh sebesar 12,5 mg/mL dan nilai MBC ekstrak kloroform buah belimbing
wuluh sebesar 100 mg/mL. Kesimpulan hasil penelitian menunjukan bahwa
ekstrakkloroform--buah~belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri
terhadap pertumbuhan MRSA.

1. Pendahuluan

Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) adalah jenis S.aureus
yang telah resistens terhadap antibiotik
p-lactam, termasuk methicillin, oxacillin,
nafcillin (Dellit et al, 2004). Prevalensi
MRSA cukup tinggi, seperti di Hongkong
mencapai 70%, Taiwan 60%, Singapura
60%, Cina 20%, Filipina 5%, dan
Indonesia  23,5%  (Yumono, 2012).
Sehingga diperlukan antibiotik alami
untuk mengatasi permasalahan tersebut,
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salah satunya buah Belimbing wuluh (Averrhoa
blimbi Linn).

Belimbing wuluh merupakan tanaman yang
berasal dari daerah yang beriklim tropis. Daun dan
buah belimbing wuluh merupakan bagian tanaman
yang paling sering dimanfaatkan (Thomas, 2007).
Buah Belimbing wuluh mengandung senyawa kimia
seperti asam format, asam sitrat, asam askorbat
(vitamin C), saponin, tanin, glukosid, flavonoid dan
beberapa mineral, terutama kalsium dan kalium
dalam bentuk potasium sitrat dan kalsium oksalat
(Hutajulu et al. 2009).Menurut Wikanta (2011)
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menyatakan bahwa perasan belimbing
wuluh mengandung senyawa aktif berupa
flavonoid dan triterpenoid yang berperan
sebagai zat antibakteri.

Penelitian sebelumnya telah dilaporkan
menurut Rahmiati et al. (2017) mengenai
daya hambat ekstrak etanol buah
belimbing wuluh terhadap pertumbuhan

bakteri S.aureus menunjukkan bahwa
ekstrak etanol buah belimbing wuluh
memiliki aktivitas antibakteri dengan

rata-rata diameter zona hambat yang
paling besar pada konsentrasi 40% b/v
adalah 34,0 mm.

Penelitian Zakaria (2007) ekstrak
aquades dan kloroform daun dan buah
belimbing  wuluh (100 mg/mL.)

menunjukkan adanya aktivitas antibakteri
terhadap S.aureus, S.epidermis; Bacillus
cereus, Salmonella typhiy” Citrobacter
freundii, Aeromonas hydrophila, Proteus
vulgaris, dan Kocuriasrhizophila.

Berdasarkan latar’belakang di atas, perlu
dilakukan suatu penelitian lebih lanjut
mengenai aktivitas = antibakteri ekstrak
kloroform buah belimbing wuluh terhadap
pertumbuhan MRSA.
2. Bahan dan Metode

Penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian eksperimental. Penelitian “ini
dilakukan di Laboratorium Teknologi
Pangan untuk tempat pengeringan buah
belimbing wuluh, Laboratorium  Kimia
sebagai tempat ekstraksi buah belimbing
wuluh menggunakan pelarut kloroform,
dan uji aktivitas antibakteri ekstrak
kloroform  buah  belimbing  wuluh
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Muhammdiyah Semarang
JL.Kedungmundu Raya No0.38 Semarang.
Penelitian telah dilakukan pada bulan Mei
2018.
2.1. koleksi sampel

Sampel buah  Belimbing  wuluh
diperolen dari perkarangan rumah di
perumahan Kini Jaya, Kedungmundu kec.
Tembalang kota Semarang Jawa tengah.
Buah Belimbing wuluh yang dipilih dalam
penelitian ini berukuran 2 mm, buah yang
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masih segar, tidak ada pembusukan, tidak terkena
hama dan berwarna hijau kekuningan.
2.2. Ekstraksi

Buah belimbing wuluh diambil pada pagi hari
kemudian dicuci dengan air mengalir sampai bersih
selanjutnya  dipotong-potong tipis kemudian
dikeringkan menggunakan lemari pengering/kabinet
dengan suhu 40-45°C selama 8 jam. Setelah kering
buah belimbing wuluh tersebut dihaluskan dengan
cara diblender dan disaring kemudian serbuk buah
belimbing wuluh yang telah disaring ditimbang.
Setelah didapatkan serbuk, dilakukan proses
ekstraksi dengan cara maserasi menggunakan
pelarut kloroform selama 3x24 jam, tiap 2 jam
diaduk sehingga seluruh zat dapat tersari dalam
pelarut, kemudian disaring menggunakan Kkertas
saring whatman No. 1. Kemudian diuapkan dengan
menggunkan waterbath di bawah tekanan rendah
pada 40-50.°C. Penguapan dilakukan sampai semua
menguap hingga ekstrak menjadi kental kemudian
disimpan pada 4°C penggunaan lebih lanjut.
2.3. Pembuatan Variasi Konsentrasi Ekstrak Uji

Variasi konsentrasi ekstrak uji yaitu ekstrak

Kloroform ‘buah belimbing wuluh yang digunakan
adalah 100 mg/mL, 75 mg/mL, 50 mg/mL, 25
mg/mL, dan 10 mg/mL dengan Aquades steril.
Disiapkan 5 buah tube steril masing masing
dimasukkan 100 mg, 75 mg, 50 mg, 25 mg, dan 10
mg  ekstrak “Kloroform buah belimbing wuluh
kemudian dilarutkan menggunakan aquades steril
masing-masing 1 mL.
2.4. Persiapan Bakteri

Isolat bakteri MRSA murni didapat di
Laboratorium Mikrobiologi Rs. Kariadi Semarang
dan-dibuat suspensi bakteri dengan cara mengambil
satu koloni kemudian dimasukan di BHI (Brain
Heart Infusion) cair di dalam tabung reaksi
diinkubasi pada suhu 37°C selama 6-10 jam.
Suspensi ditanam pada media BAP diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Koloni diambil
menggunakan ose kemudian dimasuk pada tabung
reaksi yang berisi NaCl fisiologi homogenkan,
dibandingkan kekeruhan dengan  standar 0,5
standar kekeruhan McFarland, yang diperkirakan
1,5 x 108 CFU/mL
2.5.Uji Aktivitas Antibakteri

Disiapkan 5 plate media MHA dengan ketebalan 6
mm tahapan awal yang dilakukan yakni lidi kapas
steril dicelupkan ke dalam suspensi bakteri uji,
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pada masing-masing plate dan diratakan
dengan cara mengulaskan kapas berisi
suspensi  bakteri tersebut ke seluruh
permukaan media, dibiarkan meresap
selama 5-10 menit.

Masing-masing plate yang diolesi
suspensi  bakteri, dibuat 5 sumuran
menggunakan cork bork, dipipet ekstrak
kloroform  buah  belimbing  wuluh
dengan konsentrasi 100 mg/mL, 75
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, dan 10
mg/mL. Diulang prosedur sebanyak 5
kali pengulangan. Tetrasiklin 5 pg/disk
Sebagai kontrol positif dan  aquades
steril Sebagai kontrol negatif. Kemudian
semua plate diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 1x24 jam. Selanjutnya diamati
zona hambat yang terbentuk _dengan
melihat zona bening di sekitar sumuran
yang terbentuk diukur ~menggunakan
jangka sorong untuk menentukan daya
hambat ekstrak kloroform buah belimbing
wuluh terhadap pertumbuhan MRSA.

2.6. Minimum Inhibitor Concentration
(MIC) dan Minimum Bactericidal
Concentration (MBC)

MIC dari ekstrak ‘tumbuhan ditentukan
secara  steril  96-well  microplates
menggunakan metode microdilution kaldu
Clinical and Laboratory  Standards
Institute (CLSI, 2009)." Ekstrak klroforn
buah belimbing dilakukan pengenceran
serial dari konsentrasi. 100 ~mg/mL
0,04 mg/mL. MH Bort digunakan sebagai
pengencer. Pengenceran serial dengan-1:1
dengan Mueller-Hinton Broth. Tabung

mikrotube sebanyak 12 lubang masing-masing diisi
100 puL MH Broth, Kemudian konsentrasi 100
mg/mL dipipet 100 pL masukan dalam mikrotube
lubang pertama resuspen, dan Setelah itu
tambahkan 10 pL kultur/suspensi yang telah
disesuaikan dengan standar 0,5 standar kekeruhan
McFarland, yang diperkirakan 1,5 x 108 CFU / mL.
diinkubasi pada 37 °C selama 16-20 jam dalam
inkubator. MIC ditentukan dengan memilih
konsentrasi terendah ekstrak tumbuhan yang
benar-benar menghambat pertumbuhan organisme
dalam wells yang dideteksi oleh mata telanjang.
Untuk menentukan titik akhir pertumbuhan bakteri,
pertumbuhan dalam Sumur yang mengandung
ekstrak kloroform buah belimbing dibandingkan
dengan jumlah pertumbuhan dalam kontrol
pertumbuhan dengan baik (tidak ada ekstrak
kloraferm buah belimbing ).

MBC “ditentukan mengikuti metode yang
dijelaskan oleh, Irobi dan Daramola dengan sedikit
modifikasi (Irobi;1994). Wells tanpa pertumbuhan
yang terlihat dalam tes MIC disubkultur dalam
media BAP pada suhu 37°C selama 16-20 jam
inkubasi. MBC didefinisikan sebagai konsentrasi
terendah dari ekstrak yang tidak memungkinkan
pertumbuhan apa pun.

3. Hasil Penelitian

Metode difusi ‘digunakan untuk menentukan
aktivitas antibakteri dari ekstrak kloroform buah
belimbing wuluh' terhadap pertumbuhan bakteri
MRSA. Aktivitas antibakteri ekstrak kloroform buah
belimbing wuluh terhadap pertumbuhan bakteri
MRSA ditunjukan dengan adanya diameter zona
hambat sekitaran sumuran, luas zona hambat yang
ditunjukan pada Tabel 1

Tabel 1. Rata-rata diameter zona hambat ekstrak kloroform buah belimbing wuluh terhadap MRSA

Diameter Zona Hambat (mm)

100 75 50 25 10 Tetrasiklin Aquades
Pengulangan ~ mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL  mg/mL C(+) C()
1 20 18 15 - -
2 19 18 14 - -
3 19 17 13 - - 23
4 20 18 13 - -
5 20 17 15 - -
Rata-rata 19,6 17,6 14 - - 23
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Tabel 1. menunjukan bahwa ekstrak kloroform buah belimbing wuluh pada konsentrasi 100
mg/mL, 75 mg/mL, 50 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan bakteri MRSA dengan ditandai
adanya zona bening disekitar sumuran. Konsentrasi 25 mg/mL dan 10 mg/mL, tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri (MRSA) dengan ditunjukkannya tidak ada zona bening disekitar
sumuran.

Uji MIC dan MBC menggunakan metode Microdilution plate. Nilai MIC dan MBC ditunjukan

pada Gambar 8. Gambar 7. MBC

Gambar 2. MIC ekstrak metanol buah belimbing wuluh terhadap pertumbuhan MRSA dengan konsentrasi 1) 100 mg/mL,
2) 50 mg/mL, 3) 25 mg/mL, 4) 12;5 mg/mL, 5) 6,25mg/mL, 6) 3,12 mg/mL, 7) 1,56 mg/mL, 8) 0,78 mg/mL,
9) 0,39 mg/mL, 10) 0,19 mg/mL, 11) 0,09 mg/mL, 12) 0;04 mg/mL.

MIC merupakan konsentrasi terendah yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang
dilihat dengan mata. Dari hasil menunjukkan
bahwa pada konsentrasi 12,5 mg/mL tidak
terdapat pertumbuhan bakteri. Sedangkan nilai
MBC adalah konsentrasi akhir tidak adanya
pertumbuhan bakteri yang ditunjukkan pada
media BAP. Hasil penelitian didapat bahwa
nilai MBC dari ekstrak kloroform buah
belimbing wuluh  adalah pada konsentrasi
100 mg/mL

4.Diskusi

Penelitian mengenai aktivitas antibakteri
ekstrak kloroform buah belimbing wuluh
terhadap  bakteri  Methicilin  Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) diawali
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Gambar 3. MBC ekstrak metanol buah belimbing wuluh terhadap pertumbuhan MRSA dengan konsentrasi 1) 100
mg/mL, 2) 50 mg/mL, 3) 25 mg/mL, 4) 12,5 mg/mL, 5) 6,25 mg/mL, 6) 3,12 mg/mL, 7) 1,56 mg/mL, 8)
0,78 mg/mL, 9) 0,39 mg/mL, 10) 0,19 mg/mL, 11) 0,09 mg/mL, 12) 0,04 mg/mL

dengan ekstraksi buah belimbing. Penyarian zat
aktif pada sampel buah belimbing wuluh
dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut kloroform. Mekanisme
penyarian zat aktif dimana cairan penyaring
akan menembus dinding sel dan masuk
kedalam rongga sel yang mengandung zat aktif,
setelah dilakukan proses maserasi maka ekstrak
yang didapatkan dibuat variasi konsentrasi
untuk uji aktivitas antibakteri 100 mg/mL, 75
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, dan 10 mg/mL
serta aquades steril sebagai kontrol negatif dan
tetrasiklin sebagai kontrol positif.

Hasil  penelitian  menunjukan  ekstrak
kloroform buah belimbing wuluh memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan
bakteri MRSA yang ditunjukan dengan adanya
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zona hambat. Zona hambat tertinggi pada
konsentrasi 100 mg/mL sebesar 19,6 mm, 75
mg/mL sebesar 17,6 mm, 50 mg/mL 14 mm,
sedangkan pada konsentrasi 25 mg/mL dan 10
mg/mL tidak ada zona hambat yang terbentuk
pada konsentrasi hal ini dimungkinkan karena
pengaruh faktor konsentrasi larutan uji yang
terlalu sedikit.

Adanya zona hambat karena, buah belimbing
wuluh tersebut tidak terlepas dari adanya
kandungan  zat  aktif yang  diduga
berperan sebagai antibakteri dalam ekstrak
buah belimbing wuluh. Senyawa aktif yang

diduga  berperan sebagai antibakteri
tersebut adalah  flavonoid, tanin dan
saponin  (Hariana, 2004). Berdasarkan

penelitian Lathifah (2008), telah dilakukan uji
fitokimia ekstrak kloroform buah«~belimbing
wuluh  mengandung senyawa . flavonoid.
Senyawa  Flavonoid  tersebut = memiliki
kemampuan untuk mempengaruhi aktivitas
bakteri dengan mehggangu pembentukan
dinding sel bakterii Flavonoid meningkatkan
permeabilitas membran sel sehingga terjadi
kebocoran plasma yang diakhiri dengan lisisnya
bakteri, selain itu flavonoid berfungsi untuk
menghambat DNA 'gyrase dan menghambat
aktivitas enzim ATPase bakteri. Flavonoid juga
dapat menghambat metabolisme energi bakteri
(Dewi et al., 2013). Kandungan flavonoid pada
100 gram buah belimbing wuluh segar adalah
155 + 1,83 mg, sedangkan kandungan flavonoid
pada 100 ml jus buah belimbing wuluh adalah
125 + 1,36 mg (Peris et al., 2013).

Uji MIC dari ekstrak Kloroform--buah
belimbing ditentukan dalam 96-well steril
menggunakan metode mikrodilusi kaldu dari
CLSI, (2009) pada metode ini dilakukan
dengan cara pengenceran serial konsentrasi
dari 100 mg/mL sampai 0,04 mg/mL. Hasil uji
MIC menunujukan pada konsentrasi 12,5
mg/mL menunjukan bahwa konsentrasi 12,5
mg/mL tidak perbedaan warna antara kontrol
dengan sampel. Nilai MIC dari ekstrak
kloroform 12,5 mg/mL. MBC ditentukan
mengikuti metode yang dijelaskan oleh Irobi
dan Daramola dengan sedikit modifikasi
(Irobi,1994). Wells tanpa pertumbuhan yang
terlihat dalam tes MIC disubkultur dalam BAP
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pada suhu 37°Cselama 16-20 jam inkubasi.
MBC didefinisikan sebagai  konsentrasi
terendah  dari ekstrak  yang  tidak
memungkinkan pertumbuhan apa pun. Dari
hasil penentuan MBC, menunjukan bahwa
nilai MBC lebih tinggi, konsentrasinya MBC
sebesar 100 mg/mL tidak ada pertumubuhan
bakteri pada konsentrasi tersebut. Tingginya
nilai MBC ini disebabkan karena dipengaruhi
oleh sifat pelarut kloroform yang digunakan
yang sulit larut dalam air sehingga pada proses
pemipetan ekstrak sulit untuk dipipet.
5. Kesimpulan dan Saran

Ekstrak kloroform buah belimbing wuluh
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
MRSA ditunjukan dengan terbentuknya zona
bening di sekitar area sumuran dengan
Rata-rata diameter zona hambat paling besar
19,6 'mm pada konsentrasi 100 mg/mL dan
konsentrasi 25 mg/mL dan 10 mg/mL tidak
terdapat zona hambat. Nilai MIC yaitu 12,5
mg/mL dan MBC 100 mg/mL.

Saran
Perlu "~ penelitian lebih  lanjut  untuk
mengetahui -~ kemampuan  ekstrak  buah

belimbing wuluh sebagai antibakteri terhadap
bakteri patogen lainnya.
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