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RINGKASAN 

ETIKA DWI RAHMAWATI. Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Belimbing 
Wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Daya Hambat Bakteri Pseudomonas 
fluorescens secara In Vitro. Dibawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Sri Andayani dan 
Ir. Heny Suprastyani, MS. 

 
Indonesia merupakan negara yang mempunyai sumber daya alam yang 

melimpah. Potensi pengembangan budidaya perikanan sangat besar yang 
menyebabkan intensifikasi semakin menjadi pilihan. Intensifikasi budidaya sering 
menyebabkan menurunnya kondisi lingkungan yang pada akhirnya menimbulkan 
penyakit. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri selain dapat menyebabkan 
kematian massal juga mengganggu kualitas ikan dengan menurunkan mutu 
daging ikan yang terinfeksi sehingga minat konsumen menurun. Bakteri yang 
menyebabkan penyakit pada ikan adalah P. fluorescens. Bakteri ini disebut 
sebagai agen penyebab penyakit bakterial Hemorrhagic Septicemia dari ikan 
budidaya. Penanganan penyakit ini diberbagai negara menggunakan antibiotik. 
Namun antibiotik dapat menyebabkan resistensi bakteri dan dampak buruk bagi 
lingkungan perairan. Pengobatan alternatif digunakan pada ikan yang terinfeksi 
penyakit yang disebabkan oleh bakteri adalah dengan menggunakan bahan – 
bahan alami yang mengandung zat anti bakteri yang lebih ramah lingkungan dan 
tidak menimbulkan resistensi terhadap bakteri. Salah satunya adalah daun 
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.). Daun belimbing wuluh (A. bilimbi L) 
mengandung zat-zat aktif yang berperan sebagai zat anti bakteri. Senyawa-
senyawa kimia tersebut diantaranya adalah Tanin, Flavonoid, Glukosida, Asam 
Formiat, Asam Sitrat, dan beberapa mineral (terutama Kalsium dan Kalium). 
Salah satu fungsi dari Flavonoid dan Tanin adalah kerjanya sebagai antibakteri. 
Zat-zat tersebut merupakan senyawa aktif dalam tanaman yang berkhasiat 
sebagai obat yang dapat menyembuhkan penyakit infeksi yang disebabkan oleh 
bakteri. 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak kasar daun 
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap daya hambat bakteri P. 
fluorescens. Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2018 - Februari 2019 
di Laboratorium Ilmu Teknologi Hasil Perairan (Divisi Keamanan Hasil 
Perikanan), Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang. 
Penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 
pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh dengan dosis 5 ppm (A), 25 ppm 
(B), 45 ppm (C), 65 ppm (D), 85 ppm (E) dan Kontrol Positif (K+) menggunakan 
30 ppm antibiotik tetracycline serta Kontrol Negatif (K-) tanpa pemberian obat. 
Parameter uji dalam penelitian ini yaitu hasil zona bening yang terlihat disekitar 
kertas cakram yang telah ditumbuhi bakteri P. fluorescens dengan menggunakan 
dosis yang berbeda,  

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini adalah pemberian ekstrak kasar 
daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri P. fluorescens. Adapun rerata zona bening pada uji cakram untuk 
perlakuan A (3,29 mm), B (4,09 mm), C (4,39 mm), D (4,83 mm), dan E (5,79). 
Hubungan antara penambahan dosis perlakuan ekstrak kasar daun belimbing 
wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap diameter zona hambat menunjukkan pola 
linear dengan persamaan y = 3,18733 + 0,0287x dan koefisien R2 = 0,8401. 
Hubungan antara pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (Averrhoa 
bilimbi L.)  dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens menunjukkan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

respon yang meningkat seiring dengan bertambahnya dosis ekstrak dari dosis 5 
ppm, 25 ppm, 45 ppm, 65 ppm dan 85 ppm. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara yang mempunyai sumber daya alam yang 

melimpah. Salah satu diantaranya adalah sumber daya perairan, baik tawar, laut 

maupun payau yang menunjang pembangunan perikanan sehingga dapat 

meningkatkan devisa negara. Pemanfaatan sumberdaya perikanan di Indonesia 

sudah mengarah ke perikanan budidaya dimana input teknologi dimasukan untuk 

mencapai hasil yang maksimal. Dampak dari adanya input tersebut adanya 

ketidakseimbangan ekosistem budidaya yang berakibat pada timbulnya penyakit 

pada komoditas yang dipelihara. Peningkatan usaha budidaya menyebabkan 

adanya arus perpindahan produk tersebut sehingga akan mengakibatkan 

perpindahan hama dan penyakit ikan dan tersebar ke daerah lain yang dapat 

menimbulkan kerugian yang sangat besar (Sukarni, et al. 2012). 

Peningkatan permintaan produk perikanan untuk kebutuhan domesik 

maupun ekspor saat ini telah menempatkan sektor perikanan pada posisi yang 

penting. Potensi pengembangan budidaya perikanan sangat besar yang 

menyebabkan intensifikasi semakin menjadi pilihan. Intensifikasi budidaya sering 

menyebabkan menurunnya kondisi lingkungan yang pada akhirnya menimbulkan 

penyakit. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri selain dapat menyebabkan 

kematian masal juga mengganggu kualitas ikan dengan menurunkan mutu 

daging ikan yang terinfeksi sehingga minat konsumen menurun. Beberapa kasus 

wabah penyakit akibat infeksi bakteri telah menyebabkan pembudidaya 

mengalami kerugian besar, oleh karena itu diperlukan penanganan penyakit yang 

serius (Gardenia, et al., 2010). 

Menurut Foysal, et al. (2011), Penyakit yang disebabkan oleh bakteri 

merupakan masalah utama yang dihadapi para pembudidaya ikan. Bakteri yang 
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menyebabkan penyakit pada ikan adalah P. fluorescens. Bakteri ini disebut 

sebagai agen penyebab penyakit bakterial Hemorrhagic Septicemia dari ikan 

budidaya.  Bakteri ini dianggap sebagai patogen utama ikan air tawar dan 

patogen oportunistik untuk spesies ikan yang berbeda yang dibudidayakan di 

perairan laut dan air payau di seluruh dunia. Penanganan penyakit ini diberbagai 

negara menggunakan antibiotik. Namun antibiotik dapat menyebabkan resistensi 

bakteri dan dampak buruk bagi lingkungan perairan.  

Pengobatan alternatif digunakan pada ikan yang terserang penyakit yang 

disebabkan oleh bakteri adalah dengan menggunakan bahan – bahan alami 

yang mengandung zat anti bakteri yang lebih ramah lingkungan dan tidak 

menimbulkan resistensi terhadap bakteri. Salah satunya adalah daun belimbing 

wuluh (A. bilimbi L.). Menurut Afifi, et al. (2018), daun belimbing wuluh (A. bilimbi 

L) mengandung zat-zat aktif yang berperan sebagai zat anti bakteri. Senyawa-

senyawa kimia tersebut diantaranya adalah Tanin, Flavonoid, Glukosida, Asam 

Formiat, Asam Sitrat, dan beberapa mineral (terutama Kalsium dan Kalium). 

Salah satu fungsi dari Flavonoid dan Tanin adalah kerjanya sebagai antibakteri. 

Zat-zat tersebut merupakan senyawa aktif dalam tanaman yang berkhasiat 

sebagai obat yang dapat menyembuhkan penyakit infeksi yang disebabkan oleh 

bakteri. Sedangkan menurut Liantari (2014), Ekstrak daun belimbing wuluh 

mengandung flavonoid, saponin, triterpenoid dan tanin. Flavonoid bekerja 

dengan cara denaturasi protein. Proses ini juga menyebabkan gangguan dalam 

pembentukan sel sehingga merubah komposisi komponen protein. Fungsi 

membran sel yang terganggu dapat menyebabkan peningkatan permeabilitas 

sel, diikuti dengan terjadinya kerusakan sel bakteri. Kerusakan tersebut 

menyebabkan kematian sel bakteri.  

Daun belimbing  wuluh memiliki kandungan flavonoid, saponin, tanin, 

sulfur, asam format, peroksidase,  kalsium oksalat, dan kalium sitrat. Daun 
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belimbing wuluh dapat dimanfaatkan sebagai obat rematik, stroke, obat batuk, 

anti radang, analgesik, anti hipertensi, anti diabetes. Tanin, flavonoid, dan 

saponin pada daun belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus (Pendit, et al., 2016). 

Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan penelitian bagaimana pengaruh 

pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) secara in vitro 

terhadap bakteri P. fluorescens. 

 
1.2 Perumusan Masalah 

 Pengobatan ikan yang terserang bakteri biasanya menggunakan 

antibiotik atau bahan kimia.  Penggunaan antibiotik atau bahan kimia dapat 

berdampak negatif bagi manusia yang mengkonsumsinya, karena antibiotik 

dapat menyebabkan resistensi bakteri dan dapat berdampak buruk bagi 

lingkungan.  Oleh karena itu, diperlukan pengobatan alternatf berupa 

penggunaan bahan – bahan alami yang mengandung zat antimikroba yang dapat 

menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri. Berdasarkan uraian 

tersebut, dapat dirumuskan masalah dalam penelitian ini adalah Apakah 

pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) berpengaruh 

terhadap daya hambat dari bakteri P. fluorescens. 

 
1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 

ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap daya hambat dari 

bakteri P. fluorescens. 

 
1.4 Hipotesis 

H0 : Diduga pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.)     

   tidak mempengaruhi daya hambat bakteri P. fluorescens. 
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H1 : Diduga pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.)  

  dapat mempengaruhi daya hambat  bakteri P. fluorescens. 

 
1.5 Kegunaan  

 Penelitian ini berguna untuk mengetahui manfaat ekstrak kasar daun 

belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens. 

 
1.6 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu Teknologi Hasil Perairan 

Divisi Keamanan Hasil Perikanan dan Laboratorium Eksplorasi Sumberdaya 

Perikanan dan Kelautan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas 

Brawijaya, Malang pada bulan Desember  2018 – Januari 2019. 
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Bakteri P. fluorescens 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 

 Menurut Brenner, et al. (2005), klasifikasi bakteri P. fluorescens adalah 

sebagai berikut : 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gamma Proteobacteria 

Order  : Pseudomonadales 

Family  : Pseudomonadaecae 

Genus  : Pseudomonas 

Spesies : P. fluorescens 

 
Gambar 1. P. fluorescens (Garcia, et al., 2015) 

Menurut Bajpai, et al. (2018), P. fluorescens merupakan bakteri gram 

negatif. Bakteri memiliki tubuh berbentuk batang. P. fluorescens memiliki flagella 

polar yang lebih dari satu. Bakteri ini memiliki sifat aerobik obligat. Bakteri 

memperlihatkan respon positif terhadap proses katalase dan oksidase. Warna 

koloni keruh kekuningan. Bakteri ini memiliki ciri yang sama dengan bakteri satu 

genusnya. Gambar bakteri P. fluorescens dapat dilihat pada Gambar 1. 
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2.1.2 Habitat 

P. fluorescens adalah bakteri gram negatif yang memiliki metabolisme 

yang sederhana. Bakteri ini ditemukan di tanaman, tanah dan air. Beberapa 

isolat P. fluorescens menguntungkan tanaman dengan menekan patogen, 

membantu dalam penyerapan nutrisi, dan menurunkan polusi lingkungan. Isolat 

lainnya menghasilkan senyawa yang berpengaruh negatif terhadap pertumbuhan 

tanaman (Feng, et al., 2015). 

Menurut Trivedi, et al. (2015), P. fluorescens adalah Gram negatif, obligat 

aerobik, dan dianggap sebagai mikroorganisme psikrotrofik, tidak dapat tumbuh 

pada suhu di atas 32 ° C. Spesies P. fluorescens, awalnya dianggap tidak 

bersifat patogen bagi manusia. P. fluorescens adalah patogen oportunistik, dan 

mampu hidup di banyak lingkungan seperti tanaman, tanah, dan permukaan air. 

Beberapa strain ini ditemukan di saluran pencernaan manusia dengan tingkat 

komensal rendah sementara beberapa ditemukan dalam produk makanan 

didinginkan dengan karakter psikotropik. P. fluorescens menyebabkan berbagai 

penyakit manusia dan dianggap sebagai mikroorganisme patogen.  

 
2.1.3 Infeksi dan Tanda Penyerangan 

P. fluorescens adalah salah satu bakteri yang dapat penyebab berbagai 

jenis kerusakan bahan pangan. Bakteri dengan spesies ini dapat memproduksi 

enzim yang dapat memecah baik komponen lemak maupun protein dari bahan 

pangan. Bakteri golongan Pseudomonas dapat memecah rangkaian karbohidrat 

dengan enzim - enzim oksidase yang dihasilkan sehingga menimbulkan 

pewarnaan pada ikan.  P. flourescens dapat menimbulkan noda - noda berwarna 

kuning atau kuning kehijauan pada ikan, sebelum ikan menjadi busuk 

(Rustanti,2016). 

Menurut Austin (2007), Bakteri P. fluorescens dapat menyebabkan terjadi 
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pembengkakan dan kerusakan pada hati, ginjal dan limpa pada ikan dan juga 

menyebabkan kematian massal pada semua spesies ikan air tawar pada 

berbagai tahapan pertumbuhan. Bakteri patogen dapat menginfeksi ke dalam 

tubuh ikan melalui insang dan kulit yang terluka dan dapat menimbulkan gejala 

penyakit seperti pembengkakan pada kulit, pembengkakan perut, luka 

kemerahan, nekrosis, borok/luka, dan septicemia. Pada saat ikan berusia larva 

yang terinfeksi bakteri ini dapat meyebabkan tingkat kematian yang tinggi hingga 

90% dari populasi yang ditandai dengan adanya luka pada bagian kulit dan sirip 

ekor. 

Menurut Younes, et al. (2015), P. fluorescens adalah patogen budidaya 

yang dapat menginfeksi banyak spesies ikan, termasuk ikan Indian carp , ikan 

mas hitam, ikan mas, dan ikan flounder Jepang. Infeksi ikan oleh P. fluorescens 

menyebabkan penyakit yang disebut Penyakit Kulit Merah atau Red skin disease, 

yang dapat terjadi sepanjang tahun dan terutama pada ikan yang terluka yang 

disebabkan oleh penanganan dan proses transportasi yang tidak tepat. Ketika 

kondisi lingkungan normal berubah, penyakit ini sering menyebabkan kematian, 

sehingga menyebabkan kerugian ekonomi yang berat. Pseudomonas dianggap 

sebagai salah satu bakteri paling patogenik yang mempengaruhi budidaya ikan 

terutama O. niloticus dan O. mossambicus di Mesir. 

Menurut Astan (2013), P. fluorescens adalah komponen dominan dari 

ekosistem air tawar. P. fluorescens telah dikaitkan dengan septicemia pada 

berbagai jenis ikan. Ini telah dianggap sebagai organisme pembasmi ikan atau 

organisme yang dapat menyebabkan kematian pada ikan serta sebagai patogen 

primer. P. fluorescens biasanya ditemukan di air, tanah dan di tubuh ikan. Ini 

adalah patogen akuakultur yang dapat menginfeksi banyak spesies ikan. Infeksi 

P. fluorescens pada ikan menyebabkan perkembangan yang disebut penyakit 
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kulit merah. Karena kurangnya sarana kontrol yang efektif, penyakit ini sering 

menyebabkan kematian yang tinggi, sehingga menyebabkan kerugian besar. 

 
2.2  Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) 

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi 

 Menurut Kumar, et al. (2013) klasifikasi tanaman blimbing wuluh adalah 

sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae  

Subkingdom : Tracheobionta 

Superdivision : Spermatophyta 

Division : Magnoliophyta 

Class  : Dicotyledonae 

Subclass : Rosidae 

Order  : Oxalidales 

Family  : Oxalidaceae 

Genus  : Averrhoa 

Species : A. blimbi L. 

Gambar 2. Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) (Wahyuni, et al. 2016)  

Daun belimbing wuluh majemuk, menyirip ganjil dengan 21 sampai 45 

pasang anak daun yang berselang-seling atau setengah berpasangan dan 

berbentuk oval. Anak daun bertangkai pendek, bentuknya bulat telur sampai 

jorong, ujung runcing,pangkal membundar, tepi rata, panjang sekitar 2-10 cm, 
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lebar sekitar 1-3 cm, warnanya hijau dan permukaan bawah warnanya lebih 

muda (Liantari, 2014). Gambar Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) dapat dilihat 

pada Gambar 2. 

 
2.2.2 Bahan Aktif  

Ekstrak daun belimbing wuluh mengandung flavonoid, saponin, 

triterpenoid dan tanin. Bahan aktif pada daun belimbing wuluh yang dapat 

dimanfaatkan sebagai obat adalah tanin. Tanin merupakan suatu senyawa fenol 

yang memiliki berat molekul besar yang terdiri dari gugus hidroksi dan beberapa 

gugus yang bersangkutan seperti karboksil untuk membentuk kompleks kuat 

yang efektif dengan protein dan beberapa makromolekul. Tanin terdiri dari dua 

jenis yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Kedua jenis tanin 

initerdapat dalam tumbuhan, tetapi yang paling dominan terdapat dalam tanaman 

adalah tanin terkondensasi. Kadar tanin yang tinggi pada daun belimbing wuluh 

muda sebesar 10,92% (Hayati, et al., 2010) 

Daun belimbing  wuluh memiliki kandungan flavonoid, saponin, tanin, 

sulfur, asam format, peroksidase,  kalsium oksalat, dan kalium sitrat. Daun 

belimbing wuluh dapat dimanfaatkan sebagai obat rematik, stroke, obat batuk, 

anti radang, analgesik, anti hipertensi, anti diabetes. Tanin, flavonoid, dan 

saponin pada daun belimbing wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus (Pendit, et al., 2016). 

Ekstrak daun belimbing wuluh mengandung senyawa fitol (senyawa 

diterpen alkohol asiklik), dietil - ftalat, flavonoid, tanin, sulfur, asam format, asam 

sitrat, kalium sitrat, saponin, kalium oksalat. Flavonoid merupakan salah satu 

kelompok senyawa fenolik yang banyak terdapat pada jaringan tanaman. 

Flavonoid sebenarnya terdapat pada semua bagian tumbuhan termasuk daun, 

akar, kayu, kulit,  tepung sari, nektar, bunga, daun buni dan biji. Penyebaran jenis 
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flavonoid pada golongan tumbuhan yang terbesar, yaitu pada angiospermae. 

Berbagai jenis senyawa, kandungan dan aktivitas antioksidatif flavonoid sebagai 

salah satu kelompok antioksidan alami yang terdapat pada sereal, sayur – 

sayuran dan buah. Flavonoid dalam ekstrak daun belimbing wuluh adalah luteolin 

dan apigenin Tanaman ini secara tradisional dipercaya dapat mengobati 

hipertensi, diabetes melitus, demam, radang poros usus, batuk, encok, dan 

menghilangkan jerawat (Yulianingtyas dan Kusmantoro, 2016). 

 
2.2.3 Aktivitas Antimikroba 

Antimikroba diartikan sebagai bahan yang dapat menganggu 

pertumbuhan dan metabolisme bakteri. Cara kerja antimikroba antara lain 

dengan merusak dinding sel, merubah permeabelitas sel, menghambat kerja 

enzim, merubah molekul protein dan asam nukleat, serta menghambat sintesis 

asam nukleat dan protein. Salah satu jenis zat antimikroba yaitu flavonoid. 

Flavonoid memberikan aktifitas antibakteri dengan jalan menghambat 

metabolism energi, mekanisme penghambatan metabolisme energi yang 

dilakukan oleh flavonoid yaitu seperti antibiotik yang menghambat respirasi 

oksigen dan dapat menyebabkan kematian bakteri (Mahardika, et al., 2014). 

Zat yang bersifat antimikroba adalah flavanoid, fenol, terpenoid 

asetoksicavikol, asetat, dan minyak atsiri lainnya. Senyawa tersebut dapat 

menekan pertumbuhan mikroba karena dapat bersifat koagulator enzim sehingga 

pembentukan dinding sel terhambat. Mekanisme penghambatan mikroorganisme 

oleh senyawa antimikroba dapat disebabkan oleh beberapa faktor, antara lain: 

gangguan pada senyawa penyusun dinding sel, peningkatan permeabilitas 

membran sel yang dapat menyebabkan kehilangan cairan sel, menginaktivasi 

enzim, dan destruksi atau fungsi material genetik (Sitepu,et al., 2012) 
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Pemanfaatan tanaman obat sebagai bahan alternatif antimikroba 

biasanya menggunakan beberapa jenis flavonoid yang terkandung dalam 

tanaman. Mekanisme flavonoid sebagai zat antimikroba adalah dengan cara 

meracuni protoplasma, merusak dan menembus dinding sel, serta 

mengendapkan protein sel mikroba. Komponen fenol pada flavonoid juga dapat 

mendenaturasi enzim yang bertanggung jawab terhadap germinasi spora atau 

berpengaruh terhadap asam amino yang terlibat dalam proses germinasi. 

Senyawa fenolik bermolekul besar mampu menginaktifkan enzim esensial di 

dalam sel mikroba meskipun pada konsentrasi yang sangat rendah (Darmawi, et 

al., 2013) 

Ekstrak daun belimbing wuluh mengandung flavonoid, saponin, 

triterpenoid dan tanin. Flavonoid bekerja dengan cara denaturasi protein. Proses 

ini juga menyebabkan gangguan dalam pembentukan sel sehingga merubah 

komposisi komponen protein. Fungsi membran sel yang terganggu dapat 

menyebabkan peningkatan permeabilitas sel, diikuti dengan terjadinya kerusakan 

sel bakteri. Kerusakan tersebut menyebabkan kematian sel bakteri. Flavonoid 

berfungsi untuk menjaga pertumbuhan normal, pertahanan terhadap pengaruh 

infeksi dan kerusakan (Liantari, 2014). 

 
2.3 Uji Efektifitas Antimikroba secara In Vitro 

MIC (Minimum Inhibitory Concentration) merupakan suatu cara untuk 

menentukan konsentrasi terendah bakteri yang dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri dengan hasil yang dilihat dari pertumbuhan koloni pada agar atau 

kekeruhan pada pembiakkan cair. Secara umum untuk penentuan MIC, 

pengenceran antimikroba dilakukan penurunan konsentrasi setengahnya 

misalnya mulai dari 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0,25 µg/ml. Konsentrasi terendah 

menunjukkan hambatan pertumbuhan dengan jelas baik (Soleha,2015). 
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 Selain metode MIC digunakan juga metode difusi cakram. Menurut 

Mulyadi, et al. (2013), metode yang digunakan dalam uji antibakteri ini yaitu 

metode difusi cakram kertas. Metode ini dilakukan dengan meletakkan cakram 

kertas yang telah direndam larutan uji di atas media padat yang telah diinokulasi 

dengan bakteri. Pencelupan cakram pada larutan uji hingga seluruh permukaan 

cakram basah. Pengamatan dilakukan setelah bakteri diinokulasi, pertumbuhan 

bakteri diamati untuk melihat zona bening disekitar cakram. Pemilihan metode ini 

karena mudah dan sederhana untuk menentukan aktivitas antibakteri sampel 

yang di uji. Kertas cakram yang digunakan berdiameter 0,5 cm. 
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3. METODE PENELITIAN 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Alat Penelitian 

 Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1 

dan gambar alat dapat dilihat pada Lampiran 1. 

Tabel 1. Alat yang Digunakan pada Penelitian 

No. Alat Fungsi 

1. Cawan petri 
Sebagai wadah perlakuan uji difusi 
cakram 

2. Tabung reaksi 

Sebagai wadah peremajaan bakteri pada 
agar miring dan pada media cair, sebagai 
wadah NaFis 0,9% saat pengenceran dan 
sebagai uji MIC 

3. Pipet volume 
Sebagai alat untuk mengambl larutan 
dengan volume 1 – 10 ml 

4. Bola hisap 
Sebagai alat penghisap larutan saat 
pengambilan dengan pipet volume 

5. Jangka sorong  
Sebagai alat untuk mengukur zona 
hambat 

6. Rotary Vacum Evaporator 
Sebagai alat untuk mendapatkan ekstrak 
kasar bahan uji 

7. Spatula 
Sebagai alat untuk menghomogenkan 
larutan 

8. Gunting Sebagai alat untuk memotong 

9. Vortex mixer Sebagai alat menghomogenkan larutan 

10. Blue tip 
Sebagai alat untuk mengambil larutan 
dalam volume tertentu menggunakan 
Mikropipet 100 – 1000 µm. 

11. Laminary Air Flow (LAF) 
Sebagai tempat perlakuan dalam kondisi 
steril 

12. Hot plate Sebagai pemanas saat pembuatan media 

13. Lemari pendingin 
Sebagai tempat penyimpanan bakteri dan 
bahan penelitian 

14. Jarum ose 
Sebagai alat untuk pengambilan dan 
peletakkan bakteri pada media 

15. Oven Sebagai alat pengering alat dan bahan 

16. Autoklaf 

Sebagai alat untuk sterilisasi alat dan 

bahan dengan suhu 121C dan tekanan 1 
atm 

17. Inkubator 
Sebagai alat inkubasi bakteri pada suhu 
ruang 
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18. Mikropipet 100 -1000 µm 
Sebagai alat untuk mengambil larutan 
sebanyak 100 -1000 µm 

19. Rak tabung reaksi 
Sebagai tempat untuk meletakkan tabung 
reaksi 

20. Gelas ukur Sebagai alat untuk menakar bahan cair 

21. Beaker glass 
Sebagai wadah tabung reaksi, blue tip, 
yellow tip saat sterilisasi 

 22. Pinset 
Sebagai alat untuk mengambil kertas 
cakram 

 23. Sprayer Sebagai wadah alkohol 70% 

24. Nampan Sebagai wadah alat dan bahan 

25. Corong kaca 
Sebagai alat penyaringan larutan 
maserasi 

26. Spatula kaca Sebagai alat pengaduk bahan 

27. Erlenmeyer 
Sebagai wadah hasil maserasi yang 
sudah disaring dan sebagai wadah 
pembuatan media. 

28. Cotton swab 
Sebagai alat untuk meratakan bakteri 
pada media. 

29. Bunsen 
Sebagai alat pembakaran dalam 
pengkondisian aseptis. 

30. Botol film Sebagai wadah ekstrak 

31. Toples kaca 15 liter 
Sebagai wadah maserasi daun Belimbing 
Wuluh (A. bilimbi L.) 

32. Timbangan digital 
Sebagai alat untuk menimbang bahan 
dengan ketelitian 10-3 

33. Blender Sebagai penghalus daun belimbing wuluh 

34. Spektrofotometer 
Sebagai alat untuk mengukur kekeruhan 
melalui panjang gelombang 

35. Lap kering Sebagai alat untuk mengeringkan alat 

 

3.1.2 Bahan Penelitian 

Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 2 

dan gambar alat dapat dilihat pada Lampiran 2. 

Tabel 2. Bahan yang Digunakan pada Penelitian 

No. Bahan Fungsi 

1. 
Daun Belimbing Wuluh (A. 
bilimbi L.) 

Sebagai bahan yang diuji kemampuan 
daya hambatnya 

2. Bakteri P. fluorescens 
Sebagai bakteri yang akan digunakan 
dalam uji daya hambat 
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3. Ethanol 96% 
Sebagai bahan pelarut daun belimbing 
wuluh pada proses maserasi 

4. Media NB (Nutrient Broth) 
Sebagai media tumbuh bakteri dalam 
bentuk cair 

5. 
Media PSA (Pseudomonas 
Selective Agar) 

Sebagai media tumbuh bakteri dalam 
bentuk agar 

6. DMSO 10% 
Sebagai pelarut ekstrak saat pembuatan 
dosis 

7. Alkohol 70% 
Sebagai cairan aseptis sebelum 
perlakuan 

8. Akuades 
Sebagai bahan pelarut pembuatan media 
dan Nafis 0,9% 

9. Kertas saring 
Sebagai bahan untuk menyaring larutan 
hasil maserasi 

10. Masker 
Sebagai bahan untuk melindungi mulut 
dan hidung agar terhindar dari 
kontaminasi. 

11. Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen. 

12. Kertas label Sebagai pemberi tanda alat dan bahan. 

13. Kapas 
Sebagai penutup lubang alat pada proses 
sterilisasi.  

14. Aluminium foil 
Sebagai penutup badan toples saat 
proses sterilisasi 

15. Plastic wrap 
Sebagai penutup cawan petri  setelah 
diberiperlakuan saat dinkubasi. 

16. Benang kasur 
Sebagai pengikat alat saat proses 
sterilisasi 

17. Tissue  Sebagai bahan untuk mengeringkan alat. 

18. Kertas cakram 
Sebagai bahan penyerap ekstrak untuk 
mengetahui zona hambatan dari ekstrak 
yang digunakan. 

19. Vaseline 
Sebagai pelumas penutup Rotary Vacum 
Evaporator 

20. Kertas bekas 
Sebagai bahan pembungkus alat kaca 
yang akan disterilisasi. 

21. Sarung tangan  
Sebagai bahan untuk melidungi tangan 
dari kontaminasi 

22. Korek api 
Sebagai sumber api untuk menyalakan 
bunsen 

 

3.2 Metode Penelitian 

 Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimen. Menurut 

Muktiono, et al. (2013), metode eksperimental adalah metode yang dapat 

dilakukan apabila data yang ingin diperoleh belum tersedia sehingga variabel 

yang akan diukur harus dibangkitkan datanya melalui percobaan, observasi 
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terhadap data baru bisa dijalankan setelah dilakukan percobaan tersebut. 

Langkah untuk mendukung metode eksperimental ini adalah pengumpulan data - 

data yang dibutuhkan melalui wawancara, observasi langsung, studi pustaka, 

dan dokumentasi. 

Menurut Lestari, et al. (2017), Metode eksperimental merupakan metode 

yang dilakukan dengan mengadakan manipulasi terhadap objek dan adanya 

suatu kontrol. Tujuan metode eksperimental adalah untuk menyelidiki ada 

tidaknya hubungan sebab akibat dan berapa besar hubungan sebab akibat 

tersebut dengan cara memberikan perlakuan - perlakuan tertentu dan 

menyediakan kontrol untuk perbandingan.  

 
3.3 Pengambilan Data 

 Teknik pengambilan data pada penelitian ini dengan cara observasi 

langsung. Menurut Susilowati dan Purnama (2011), Observasi merupakan salah 

satu teknik pengumpulan data yang cukup efektif untuk mempelajari suatu 

sistem. Observasi adalah pengamatan langsung terhadap suatu kegiatan yang 

sedang dilakukan. Pada waktu melakukan observasi, analis sistem dapat ikut 

juga berpartisipasi atau hanya mengamati saja orang-orang yang sedang 

melakukan suatu kegiatan tertentu yang diobservasi. 

 Menurut Hartono, et al. (2010), metode observasi merupakan metode 

penelitian dimana, peneliti melakukan pengamatan/melihat dan meneliti langsung 

ke obyek penelitian tentang seluruh aktifitas yang berhubungan dengan maksud 

penelitian, Dengan menganalisa mengevaluasi sistem yang sedang berjalan dan 

memberikan solusi melalui sistem informasi yang akan dibangun sehingga dapat 

lebih bermanfaat. 

  
3.4 Rancangan Penelitian 

 Rancangan yang digunakan pada penelitian pengaruh pemberian ekstrak  
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kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap bakteri P. fluorescens secara 

in vitro ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). Menurut Persulessy, et al. 

(2016), metode Rancangan Acak Lengkap (RAL)  merupakan rancangan yang 

paling sederhana diantara rancangan-rancangan percobaan yang lain. Dalam 

rancangan ini perlakuan dikenakan sepenuhnya secara acak terhadap satuan-

satuan percobaan atau sebaliknya. Pola ini dikenal sebagai pengacakan lengkap 

atau pengacakan tanpa pembatasan. Pada umumnya, rancangan ini biasa 

digunakan untuk percobaan yang memiliki media atau lingkungan percobaan 

yang seragam atau homogen. 

Dasar penelitian ini adalah penelitian pendahuluan untuk mengetahui 

dosis daya hambat yang tepat dalam penggunaan ekstrak kasar daun belimbing 

wuluh, dimana menggunakan dosis 0,01 ppm, 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 

ppm, dan 1000 ppm serta kontrol positif dan kontrol negatif. Kemudian setiap 

tabung diberi isolat bakteri sebanyak 1ml, lalu diinkubasi dengan suhu 30 C 

selama 24 jam. Media dilihat kekeruhannya dan diukur nilai absobansinya 

menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600nm. Hasil uji 

pendahuluan dapat dilihat pada Tabel 3. 

 Tabel 3. Hasil Uji Pendahuluan menggunakan Spektrofotometer 

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi Warna 

1. 1000 0,146 Bening 

2. 100 0,153 Bening 

3. 10 0,173 Bening 

4. 1 0,216 Agak Bening 

5. 0,1 0,232 Agak Bening 

6. 0,01 0,245 Keruh 

9. K(+) 0,193  Bening 

10. K(-) 0,258 Keruh 

Hasil diatas menunjukkan bahwa ekstrak daun belimbing wuluh dengan 

dosis 10 ppm sudah dapat menghambat bakteri P. fluorescens. kemudian 

dilakukan uji mic dengan dosis 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, 6 ppm, 7 ppm, 8 
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ppm, dan 9 ppm. Hasil uji mic didapatkan dosis 5 ppm dikarenakan dosis 

tersebut mendekati nilai kontrol positif. Dalam penelitian ini dilakukan 

pengulangan sebanyak tiga kali, sedangkan perlakuan tersebut diperoleh total 

sampel sebanyak 5 perlakuan dan 2 kontrol, kontrol positif dan kontrol negatif. 

Denah penelitian disajikan pada Gambar 3 dibawah ini : 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Denah Penelitian 

Keterangan : 

K (+) : Perlakuan kontrol (+) diberi antibiotik tetracycline 30 ppm. 

K (-) : Perlakuan kontrol (-) tanpa diberi dosis ekstrak kasar daun  

belimbing wuluh. 

Perlakuan A : Perlakuan dengan dosis ekstrak kasar daun belimbing wuluh  

 5 ppm. 

Perlakuan B : Perlakuan dengan dosis ekstrak kasar daun belimbing wuluh  

 25 ppm. 

Perlakuan C : Perlakuan dengan dosis ekstrak kasar daun belimbing wuluh  

 45 ppm. 

Perlakuan D : Perlakuan dengan dosis ekstrak kasar daun belimbing wuluh  

 65 ppt. 

Perlakuan E : Perlakuan dengan dosis ekstrak kasar daun belimbing wuluh  

E2 C1 A3 A1 E3 K(+) 

C3 

C2 

B3 B2 

B1 D1 

D2 

D3 

A2 

E1 

K(-) 
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 85 ppt. 

1,2, dan 3 : sebagai ulangan 

 
3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan Penelitian  

A. Sterilisasi Alat dan Bahan 

 Sterilisasi alat dapat digunakan dengan menggunakan autoklaf, dengan 

cara penggunaan  sebagai berikut : 

 Alat - alat yang akan digunakan dicuci terlebih dahulu menggunakan 

sabun cuci, kemudian dikeringkan dan dibungkus dengan menggunakan 

kertas bekas dan diikat dengan menggunakan benang kasur. Kemudian 

bahan – bahan yang akan digunakan ditutup dengan menggunakan 

kapas dan plastic wrap. 

 Dimasukkan akuades ke dalam autoklaf. 

 Dimasukkan alat dan bahan kedalam autoklaf kemudian ditutup secara 

simetris dan dikencangkan bautnya, pastikan klep pada tutup autoklaf 

tertutup. Lalu kompor dinyalakan. 

 Ditunggu hingga suhu mencapai 121 C, kemudian pengatur suhu  

dikecilkan dan ditunggu hingga 15 menit.  

 Ditunggu proses sterilisasi selesai. Kemudian kompor dimatikan ditunggu 

hingga 0C dan autoklaf dapat dibuka. 

B. Sterilisasi Tempat Perlakuan 

Sterilisasi tempat perlakuan dilakukan untuk menghindari kontaminan 

karena mengingat tempat digunakan secara bergantian. Sterilisasi dilakukan 

secara kimia dengan cara memberikan semprotan berupa alkohol 70% disekitar 

tempat penelitian. Selain itu, dilakukan sterilisasi fisika dengan menggunakan 

penyinaran UV sebelum menggunakan LAF (Laminary Air Flow) selama 15 menit 
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sebelum dan sesudah dilakukan penelitian untuk memtaikan semua baktri dan 

meghindari terjadinya kontaminasi.  

C. Persiapan Bakteri P. fluorescens 

Bakteri P. fluorescens diperoleh dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air 

Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa Tengah dan hasil uji Biokimia dapat dilihat pada 

Lampiran 3. Bakteri diperoleh dengan kepadatan 6 x 108 sel/ml hasil pengukuran 

pada media Nutrient Broth yang sudah dicocokan dengan metode Mc Farland.  

Perhitungan jumlah bakteri yang ada pada media NB dapat dilakukan 

menggunakan metode Mc Farland dengan cara: 

 Menyediakan 11 tabung reaksi yang bersih; 

 Membuat larutan H2SO4 murni dalam 1% dan membuat larutan BaCl2 

dalam 1%; 

 Mencampurkan kedua jenis larutan tersebut dalam tabung berdasarkan 

perbandingan pada ketentuan metode Mc Farland. Sehingga isi dari satu 

tabung tersebut menjadi 10 ml larutan. Kemudian tabung-tabung tersebut 

ditutup. 

 Dicocokkan warna suspense bakteri pada media cair dengan tabung 

larutan standar Mc.farland. Tabel standar Mc. Farland menurut Sutton 

(2011), dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Larutan Standar Mc. Farland 

Nomor Larutan 
Mc. Farland 

CFU 
 ( x108/ml) 

1% BaCl2 (ml) 1%H2SO4 (ml) 

0.5 <3 0.05 9.95 

1 3 0.1 9.9 

2 6 0.2 9.8 

3 9 0.3 9.7 

4 12 0.4 9.6 

5 15 0.5 9.5 

6 18 0.6 9.4 

7 21 0.7 9.3 
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8 24 0.8 9.2 

9 27 0.9 9.1 

10 30 1.0 9.0 

 
D. Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) 

Pembuatan ekstrak kasar daun belimbing wuluh dimulai dengan 

menyiapkan daun Belimbing Wuluh basah yang didapatkan dari daerah 

Jombang, Jawa Timur sebanyak 5 kg. Daun belimbing wuluh yang basah 

dikeringkan selama 7 hari dan didapatkan daun kering sebanyak 1000 gram 

sehingga didapatkan presentase berat kering sebesar 20%.  Daun belimbing 

wuluh tersebut kemudian di haluskan dengan menggunakan blender dan 

didapatkan hasil berupa serbuk yang kemudian dilakukan proses untuk 

menghasilkan ekstrak kasar menggunakan metode maserasi dengan 

perbandingan 1:6, dimana serbuk daun belimbing wuluh sebanyak 250 gram 

direndam dengan menggunakan larutan etanol 96% sebanyak 1500 ml  selama 3 

x 24 jam dalam suhu ruang. Larutan yang diperoleh dari hasil maserasi dilakukan 

evaporasi menggunakan Rotary Vacum Evaporator  hingga menghasilkan 

ekstrak dalam bentuk pasta sebanyak 21,52 gram sehingga didapatkan hasil 

rendemen sebesar 8,6 %. Hasil dari ekstrak kemudian disimpan dalam lemari 

pendingin dengan wadah botol film untuk mencegah rusaknya ekstrak. Hasil 

perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 5. 

E. Pembuatan Media 

a. Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) untuk agar miring 

 Penelitian ini menggunakan bakteri P. fluorescens, sehingga media yang 

digunakan untuk peremajaan bakteri yaitu PSA (Pseudomonas Selective Agar). 

Adapun proses pembuatan agar miring adalah sebagai berikut: 

 Ditimbang media PSA sebanyak 0,48 gram. 

 Media PSA dilarutkan ke dalam erlenmeyer yang berisi aquades  
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sebanyak 10 ml. 

 PSA diaduk dengan menggunakan spatula hingga benar – benar larut 

secara homogen. 

 Setelah larut sempurna, erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas 

sampai rapat, lalu ditutup lagi dengan plastic wrap. 

 Media yang sudah tertutup kemudian disterilisasi dengan menggunakan 

autoklaf dengan suhu 121 C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

 Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam tabung reaksi 

dalam kondisi steril. 

 Media yang sudah dituang dimiringkan 30 ditunggu hingga mengeras 

dan kemudian dilakukan strike secara zig zag dalam keadaan steril. 

b. Media NB (Nutrient Broth) untuk kultur bakteri 

 Ditimbang NB sebanyak 0,08 gram dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

100ml. 

 Ditambahkan akuades sebanyak 10 ml, diaduk hingga larut sempurna. 

 Media dituang pada tabung reaksi, kemudian ditutup dengan 

menggunakan kapas hingga rapat kemudian diutup dengan plastic wrap . 

 Media disterilisasi dengan menggunakan autoklaf dengan suhu 121 C 

dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

 Setelah sterilisasi selesai, media dibiarkan dingin agar bakteri tidak mati 

apabila diinokulasi pada saat dalam keadaan media panas.  

c.  Media NB (Nutrient Broth) untuk Uji MIC (Minimum Inhibition  

Concentration) 

 Ditimbang NB sebanyak 0,4 gram dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

100 ml. 

 Ditambahkan akuades sebanyak 50 ml, diaduk hingga larut sempurna. 
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 Media dituang kedalam 10 tabung reaksi yang masing – masing berisi 5 

ml media. Kemudian ditutup dengan menggunakan kapas dan plastic 

wrap. 

 Media disterilisasi dengan menggunakan autoklaf dengan suhu 121 C 

dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

d. Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) untuk Uji Cakram 

 Adapun prosedur pembuatan media PSA (Pseudomonas Selective Agar) 

untuk Uji Cakram adalah sebagai berikut: 

 Ditimbang media PSA sebanyak 4,84 gram. 

 PSA dilarutkan ke dalam erlenmeyer yang berisi akuades sebanyak 100 

ml. 

 PSA diaduk dengan menggunakan spatula hingga benar – benar larut 

secara homogen. 

 Setelah larut sempurna, erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas 

sampai rapat, lalu ditutup lagi dengan plastic wrap. 

 Media yang sudah tertutup kemudian disterilisasi dengan menggunakan 

autoclave dengan suhu 121 C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

 Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam 4 cawan petri. 

F. Peremajaan Bakteri P. fluorescens 

 Penelitian ini menggunakan bakteri P. fluorescens yang didapat dari isolat 

murni yang berasal dari Balai Besar Budidaya Air Payau Jepara. Isolat murni 

dilakukan peremajaan untuk menginokulasi kembali bakteri. Peremajaan 

dilakukan dengan menggunakan jarum ose yang sebelumnya dipanaskan diatas 

bunsen, kemudian digores secara zig-zag pada agar miring dalam kondisi steril. 

Media yang sudah digores diinkubasi dengan suhu 30 C selama 24 jam. 

Menurut Dahlan, et al. (2017), Isolat bakteri tumbuh dengan cepat, sehingga 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

harus diremajakan dalam satu medium yang mengandung nutrisi untuk 

kebutuhan pertumbuhannya. Caranya dengan memindahkan ulang isolat 

kedalam medium agar miring steril secara aseptis dengan jarum ose kemudian 

diinkubasi pada suhu sesuai habitat asal. 

G. Kultur Bakteri  

 Kultur bakteri pada penelitian ini menggunakan media cair NB (Nutrient 

Broth). Bakteri pada media agar miring diambil dengan menggunakan jarum ose 

sebanyak 1 gores dalam keadaan steril kemudian dicelupkan pada media NB 

steril. Media dimasukkan kedalam inkubator untuk diinkubasi dengan suhu 30 C 

selama 24 jam. Menurut Mahmudah dan Atun (2017), penanaman bakteri pada 

media cair dilakukan dengan cara mengambil satu koloni bakteri yang telah 

ditumbuhkan pada media miring menggunakan jarum ose steril. Selanjutnya 

koloni bakteri dimasukkan kedalam media cair. Kemudian bakteri pada media 

cair diinkubasi selama 24 jam. 

H. Pembuatan Dosis Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) 

Ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) dalam bentuk pasta 

diencerkan dengan pelarut DMSO 10% dan hasil perhitungan dapat dilihat pada 

Lampiran 6. Adapun pembuatan dosis ekstrak kasar adalah sebagai berikut  

 Ekstrak dan DMSO 10% disiapkan, lalu ditentukan dosis yang diinginkan 

dalam satuan ppm. Adapun perhitungan ppm adalah  mg ekstrak : liter 

DMSO 10%. 

 Dikonversikan liter menjadi mililiter, dibuat dosis ekstrak tertinggi 

sebanyak 10ml sebagai induk. 

 Selanjutnya dosis ekstrak yang lebih kecil dibuat dengan cara 

pengenceran dari dosis tertinggi dengan rumus : 

 V1N1=V2N2  
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Keterangan: 

V1 = Volume larutan stok (ml) 

N1 = Konsentrasi larutan stok (ppm) 

V2 = Volume larutan yang diinginkan (ml) 

N2 = Konsentrasi larutam yang diinginkan (ppm) 

 Disimpan konsentrasi ekstrak dalam lemari pendingin. 

 
3.5.2 Pelaksanaan Penelitian 

A. Uji MIC 

Prosedur pelaksanaan uji MIC adalah sebagai berikut : 

 Disiapkan 10 tabung reaksi yang masing – masing sudah berisi media NB 

(Nutrient Broth)  steril sebanyak 5 ml. 

 10 tabung reaksi tersebut diberi bakteri yang sudah dikultur pada NB 

(Nutrient Broth)  masing – masing 1 ml. Kemudian ekstrak daun belimbing 

wuluh (A. bilimbi L.) diberikan pada 8 tabung reaksi dengan dosis yang 

berbeda setiap tabungnya. Adapun dosisnya terdiri dari 2 ppm, 3 ppm, 4 

ppm, 5 ppm, 6 ppm, 7ppm, 8 ppm, dan 9 ppm. Pada 2 tabung reaksi 

dijadikan kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif diberi antibiotik 

tetracycline 30 ppm dan kontrol negatif tanpa ekstrak. 

 Lalu dilakukan inkubasi dengan suhu 30 C selama 24 jam. 

 Setelah masa inkubasi, dilakukan pengukuran absorbansi tiap perlakuan 

menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 µm. 

 Nilai absorbansi antar perlakuan dicocokkan dengan nilai absorbansi 

kontrol positif. Nilai absorbansi yang mendekati kontrol positif artinya 

memberikan pengaruh sehingga dapat digunakan untuk penentuan dosis 

pada uji cakram. 

B. Uji Cakram 

Prosedur pelaksanaan uji cakram adalah sebagai berikut : 
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 Disiapkan cawan petri yang sudah terdapat media PSA sebanyak 25 ml. 

 Disiapkan berbagi konsentrasi ekstrak kasar daun belimbing wuluh yang 

akan diujikan untuk mengetahui daya hambatnya. 

 Disiapkan bakteri yang telah diinokulasi pada media NB. 

 Penanaman bakteri pada media PSA dilakukan dengan mencelupkan 

cotton swap pada bakteri. 

 Bakteri digoreskan pada media PSA dengan metode sebar. Penanaman 

bakteri ini dilakukan pada Laminary Air Flow dengan kondisi yang tetap 

steril agar tidak terkontaminasi. 

 Merendam kertas cakram pada masing – masing konsentrasi yang 

ditentukan selama 15 menit. 

 Kertas cakram ditiriskan dan diletakkan pada lempeng agar yang 

sebelumnya sudah ditanami bakteri.  

 Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu ruang yaitu 30C. 

 Diukur diameter zona bening yang ada disekitar kertas cakram dengan 

menggunakan jangka sorong untuk menentukan konsentrasi optimum 

yang dapat menghambat bakteri. 

 
3.6 Parameter Uji 

 Parameter yang diamati pada penelitian ini yaitu melakukan pengamatan 

terhadap zona daya hambat bakteri yang dilakukan dengan cara mengukur 

diameter zona bening di sekeliling kertas cakram dari masing – masing perlakuan 

yaitu konsentrasi maksimum yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri.  

 
3.7 Analisa Data 

Data hasil zona hambatan dianalisis secara deskriptif dengan 

membandingkan diameter zona hambat atau perlakuan. Semua analisa akan 
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diulang sebanyak tiga kali dari masing – masing perlakuan dan diuji secara 

statistik dengan menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) sesuai rancangan  

yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) pada tingkat kepercayaan 

95% (α=0,05) dan 99% (α=0,01). Analisis digunakan untuk mengetahui pengaruh 

perlakuan (variable bebas) terhadap parameter yang diukur. Apabila nilai uji F 

memiliki hasil berbeda nyata atau berbeda sangat nyata maka akan dilanjutkan 

dengan Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui perbedaan antar 

perlakuan. 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Uji MIC (Minimum Inhibitting Concentration) 

 Uji MIC (Minimum Inhibitting Concentration) dilakukan dengan berbagai 

macam dosis menggunakan ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) 

dengan menggunakan pelarut akuades dan DMSO yang bertujuan untuk 

mengetahui dosis terkecil dalam menghambat bakteri P. fluorescens. Pada 

penelitian pendahuluan dilakukan dengan skala log yang menggunakan dosis 

yang berbeda – beda yaitu 0,01 ppm, 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, dan 

1000 ppm, dari penelitian tersebut didapatkan hasil yang berbeda setiap 

dosisnya. Hasil yang diperoleh dari penelitian pendahuluan yaitu sebesar 10 ppm 

yang dapat menghambat bakteri P. fluorescens. Maka dari dosis tersebut 

dilakukan uji MIC dengan dosis yang rangenya lebih kecil karena dimungkinkan 

dengan dosis yang rangenya lebih kecil tersebut masih dapat menghambat 

bakteri P. fluorescens sehingga didapat dosis yaitu 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, 

6 ppm, 7 ppm, 8 ppm, dan 9 ppm. 

 Hasil uji MIC menunjukkan adanya perbedaan setiap perlakuannya 

setelah dilakukan pengamatan dengan menggunakan spektrofotometer yang 

dilihat dari nilai absorbansinya. Pada uji MIC tidak hanya dilakukan dengan 

menggunakan indikator absorbansi namun juga dapat dilihat dari perubahan 

warna. Menurut Putri, et al. (2008),  Penentuan MIC dapat dilihat berdasarkan 

pengamatan kekeruhan atau kejernihan sampel pada seluruh tabung reaksi dan 

membandingkannya dengan kontrol. Kejernihan sampel yang mendekati kontrol 

positif mengindikasikan bahwa ekstrak mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri. Dari hasil spektrofotometer didapatkan bahwa konsentrasi 5 ppm 

menghasilkan nilai absorbansi dibawah kontrol negatif dan mendekati kontrol 
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positif dan juga saat pengontrolan warna. Hasil uji MIC dapat dilihat pada 

Gambar 4. 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Hasil Uji MIC (Minimum Inhibiting Concentration) 

Keterangan :  
Hasil Uji MIC dari dosis terendah dari tabung nomor 1 sampai dosis 

tertinggi pada tabung nomor 8, kemudian pada tabung nomor 9 sebagai 

kontrol positif, tabung nomor 10 sebagai kontrol negatif dan tabung nomor 

11 sebagai blanko. 

 Hasil pengamatan indikator warna diatas menunjukkan bahwa dosis 5 

ppm dapat menghambat bakteri P. fluorescens yang ditunjukkan dengan warna 

agak bening. Hasil  Uji MIC juga dapat dilihat dengan pengukuran nilai 

absorbansi menggunakan spektrofotometer dan didapatkan hasil yang berbeda 

pada setiap perlakuan yang ditunjukkan pada Tabel 5. 

Tabel 5. Hasil Pengamatan Uji MIC menggunakan Spektrofotometer 

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi Warna 

1. 2 0,214 Keruh 

2. 3 0,210 Keruh 

3. 4 0,205 Agak Bening 

4. 5 0,191 Bening 

5. 6 0,189 Bening 

6. 7 0,183 Bening 

7. 8 0,178 Bening 

8. 9 0,175 Bening 

9. K(+) 0,193 Bening 

10. K(-) 0,258 Keruh 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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Keterangan : 

Tabung nomor 5 : konsentrasi 5 ppm yang dapat menghambat pertumbuhan  

bakteri P. fluorescens  

Kontrol + : perlakuan menggunakan antiobiotik tetracycline 30 ppm. 

Kontrol -  : perlakuan tanpa menggunakan ekstrak. 

 Hasil diatas menunjukkan bahwa dosis 5 ppm dapat menghambat bakteri 

P. fluorescens, dikarenakan dosis tersebut memiliki nilai absorbansi yang 

mendekati kontrol positif. 

 Hasil Uji MIC didapatkan dari pengukuran nilai absorbansi menggunakan 

spektrofotometer. Dosis MIC yang digunakan adalah 5 ppm karena nilai yang 

dihasilkan mendekati kontrol positif dan warna media dalam tabung menjadi 

bening. Hal ini dikarenakan ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) 

memiiliki senyawa antibakteri yang mampu menghambat bakteri P. fluorescens. 

Berdasarkan hasil Uji Fitokimia bahan aktif pada Lampiran 4 disebutkan bahwa 

ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) mengandung flavonoid, tanin, 

alkaloid dan saponin. Hal ini sesuai dengan Liantari (2014), Daun belimbing 

wuluh dijadikan obat tradisional karena di dalamnya terdapat zat-zat aktif yang 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri atau disebut zat antiseptik. Zat-zat aktif 

yang terkandung dalam daun belimbing wuluh adalah tanin, sulfur, asam format 

dan flavonoid. Zat-zat aktif ini berdasarkan beberapa hasil penelitian mempunyai 

kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Menurut Afifi, et al. 

(2018), flavonoid dalam ekstrak belimbing wuluh dapat merusak membran 

sitoplasma yang menyebabkan bocornya metabolit penting yang menginaktifkan 

sistem enzim bakteri. Menurut Yonanda et al. (2016), mekanisme kerja saponin 

sebagai antibakteri adalah menurunkan tegangan permukaan sehingga 

mengaibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkab 

senyawa intraseluler akan keluar, sedangkan mekanisme kerja tanin sebagai 
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antibakteri adalah menghambat enzim reversetranskriptase dan DNA 

topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk. Menurut Maliana, et al. 

(2013), Ketersediaan alkaloid dapat mengganggu terbentuknya komponen 

penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga dapat mengakibatkan sel 

bakteri menjadi lisis.  

 

4.2 Uji Cakram 

 Ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) digunakan sebagai zat 

antibakteri untuk menghambat bakteri P. fluorescens. Untuk mengetahui 

kemampuan daya hambat ekstrak kasar daun belimbing wuluh maka diperlukan 

uji cakram. Menurut Kusmiyati dan Agustini (2007), Metode cakram kertas yaitu 

meletakkan cakram kertas yang telah direndam larutan uji di atas media padat 

yang telah diinokulasi dengan bakteri. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri 

diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan disekeliling cakram.  

Uji cakram dilakukan dengan menggunakan perlakuan dosis 5 ppm, 25 

ppm, 45 ppm, 65 ppm, 85 ppm, kontrol positif dan kontrol negatif. Dosis tersebut 

diperoleh dari uji MIC sebesar 5 ppm yang mana sudah mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri P. fluorescens. 

Berdasarkan hasil pengamatan selama penelitian mengenai uji daya 

hambat ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap bakteri P. 

fluorescens didapatkan hasil berupa zona bening yang terbentuk. Hasil diameter 

zona bening yang terbentuk selama penelitian dipengaruhi oleh jumlah dosis 

ekstrak yang digunakan, semakin tinggi ekstrak yang digunakan maka semakin 

besar zona bening yang terbentuk dan sebaliknya jika semakin rendah dosis 

ekstrak yang digunakan maka semakin kecil zona bening yang terbentuk. Hal ini 

sesuai dengan Lestari, et al. (2016), semakin tinggi konsentrasi ekstrak 

antibakteri maka diameter zona hambat yang terbentuk semakin besar. 
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Perbedaan besarnya zona hambat yang terbentuk pada masing-masing 

kosentrasi disebabkan karena adanya perbedaan besar kecilnya konsentrasi 

atau kandungan zat aktif antibakteri yang terkandungan didalamnya serta 

kecepatan difusi bahan antibakteri kedalam medium agar.  Klasifikasi respon 

hambatan menurut Pan, et al. (2009) dapat dilihat pada Tabel 6. 

Tabel 6. Klasifikasi Respon Hambatan  

Diameter zona bening Respon hambat pertumbuhan 

0 - 3 mm Lemah 

2 – 6 mm Sedang 

>6 mm Kuat 

Berdasarkan pada Tabel 6, maka dapat ditentukan respon hambat 

ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap bakteri P. 

fluorescens pada tiap perlakuan. Pada perlakuan A dengan dosis 5 ppm dengan 

hasil rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk sebesar 3,29 mm termasuk 

dalam kategori sedang dikarenakan hasilnya diantara 2 - 6 mm. Pada perlakuan 

B dengan dosis 25 ppm dengan hasil rata-rata diameter zona yang terbentuk 

sebesar 4,09 mm, hasil tersebut termasuk dalam kategori sedang dikarenakan 

hasilnya diantara 2 - 6 mm. Pada perlakuan C dengan dosis 45 ppm dengan 

hasil rata-rata diameter zona bening yang terbentuk sebesar 4,39 mm, hasil 

tersebut termasuk dalam kategori sedang dikarenakan hasilnya diantara 2 - 6 

mm. Pada perlakuan D dengan dosis 65 ppm dengan hasil rata-rata zona bening 

yang terbentuk sebesar 4,83 mm, hasil tersebut termasuk dalam kategori sedang 

dikarenakan hasilnya diantara 2 - 6 mm. Pada perlakuan E dengan dosis 85 ppm 

dengan hasil rata-rata zona bening yang terbentuk sebesar 5,79 mm, hasil 

tersebut termasuk dalam kategori sedang dikarenakan hasilnya diantara 2 - 6 

mm Adapun gambar hasil uji daya hambat bakteri P. fluorescens setelah 
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pemberian ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.)  disajikan pada 

Gambar 5.  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Hasil Uji Cakram 

Hasil uji cakram dari ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) 

dengan lima perlakuan dosis dan tiga kali ulangan yang digunakan, didapatkan 

diameter zona bening setelah dilakukan pengamatan selama 24 jam seperti yang 

disajikan pada Tabel 7. 

Tabel 7. Hasil Rata-Rata Zona Bening Bakteri P. fluorescens 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata±SD 
1 2 3 

A 3,75 3,33 2,80 9,88 3,29 ± 0,47 

B 4,10 4,01 4,16 12,27 4,09 ± 0,07 

C 4,39 4,35 4,43 13,17 4,39 ± 0,04 

D 4,91 5,03 4,55 14,49 4,83 ± 0,25 

E 4,94 6,53 5,91 17,38 5,79 ± 0,80 

Total 67,19 
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Kemudian untuk mengetahui pengaruh perlakuan ekstrak kasar daun 

belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap zona bening, maka dilakukan analisa 

sumber keragam. Berikut adalah tabel analisa sumber keragaman yang disajikan 

pada Tabel 8. 

Tabel 8. Analisa Sumber Keragaman 

Sumber 
Keragaman 

Db JK KT F Hit. F5% F1% 

Perlakuan 4 10,25 2,56 13,47** 3,48 5,99 

Acak 10 1,88 0,19 
   

Total 14 12,12         

Keterangan : 

**) : berbeda sangat nyata 

 Hasil analisis sumber keragaman diatas menunjukkan bahwa nilai F 

Hitung sebesar 13,63 lebih besar dibandingkan dengan nilai F tabel 5% dan nilai 

F tabel 1%. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kasar daun 

belimbing wuluh (A. bilimbi L.) berpengaruh sangat nyata terhadap daya hambat 

bakteri P. fluorescens. Untuk mengetahui perbedaan dari masing-masing 

perlakuan, maka dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT). Adapun hasil 

uji BNT disajikan pada Tabel 9. 

Tabel 9. Hasil Uji Beda Nyata Terkecil Zona Hambat Bakteri P. 
fluorescens 

 

Rerata Perlakuan 
A B C D E 

Notasi 

3.29 4.09 4.39 4.83 5.79 

A = 3,29 - - - - - a 

B = 4,09 0,80* - - - - b 

C = 4,39 1,10* 0,30ns - - - bc 

D = 4,83 1,54** 0,74 ns 0,44 ns - - cd 

E = 5,79 2,50** 1,70** 1,40** 0,96* - e 
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Keterangan : ns) = tidak berbeda nyata 

  : *)   = berbeda nyata 

  : **)  = berbeda sangat nyata 

 Pada Tabel 8 dapat diketahui bahwa pemberian ekstrak kasar daun 

belimbing wuluh (A. bilimbi L.) hasil uji BNT mempengaruhi terhadap bakteri P. 

fluorescens. Pada tabel diatas menunjukkan bahwa perlakuan A berbeda nyata 

dengan perlakuan B dan C, tetapi berbeda sangat nyata dengan perlakuan D 

dan E. Perlakuan B tidak berbeda nyata dengan perlakuan C dan D, tetapi 

berbeda sangat nyata dengan perlakuan E. Perlakuan C tidak berbeda nyata 

dengan perlakuan D, tetapi berbeda sangat nyata dengan perlakuan E. 

Perlakuan D berbeda nyata dengan perlakuan E. Kemudian berdasarkan hasil 

penelitian didapatkan grafik regresi diamater zona bening yang dihasilkan 

dengan perlakuan berbeda yang disajikan pada Gambar 6. 

 

Gambar 6.  Hubungan antara dosis dan diameter zona bening 

Berdasarkan Gambar 6 dapat dilihat hubungan antara penambahan dosis 

perlakuan ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) terhadap diameter 

zona hambat menunjukkan pola linear dengan persamaan y =  3,18733 + 

0,0287x dan koefisien R2 = 0,8401. Hubungan antara pemberian ekstrak kasar 

y = 3.1873+0.0287x 
R² = 0.8401 
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daun belimbing wuluh (A. bilimbi L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. 

fluorescens menunjukkan respon yang meningkat seiring dengan bertambahnya 

dosis ekstrak dari dosis 5 ppm, 25 ppm, 45 ppm dan 65 ppm. Hasil perhitungan 

dari uji statistik dapat dilihat pada Lampiran 6. 

Berdasarkan hasil uji fitokimia, ekstrak kasar daun belimbing wuluh (A. 

bilimbi L.) mengandung bahan aktif flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin. 

Menurut Saputra dan Anggraini et al. (2016), Flavonoid bekerja dengan cara 

denaturasi protein. Proses ini juga menyebabkan gangguan dalam pembentukan 

sel sehingga merubah komposisi komponen protein. Fungsi membran sel yang 

terganggu dapat menyebabkan peningkatan permeabilitas sel, diikuti dengan 

terjadinya kerusakan sel bakteri. Kerusakan tersebut menyebabkan kematian sel 

bakteri. Senyawa tanin merupakan senyawa turunan fenol yang secara umum 

mekanisme antimikrobanya dari senyawa fenol. Tanin merupakan growth 

inhibitor, sehingga banyak mikroorganisme yang dapat dihambat 

pertumbuhannya oleh tanin. Tanin mempunyai target pada polipeptida dinding 

sel. Senyawa ini merupakan zat kimia yang terdapat dalam tanaman yang 

memiliki kemampuan menghambat sintesis dinding sel bakteri dan sintesis 

protein sel kuman gram positif maupun gram negatif. Menurut Maliana, et al. 

(2013), Ketersediaan alkaloid dapat mengganggu terbentuknya komponen 

penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga dapat mengakibatkan sel 

bakteri menjadi lisis. Menurut Wila, et al. (2018), Aktivitas saponin dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri yaitu dengan mengganggu kerja enzim dan 

merusak membrane sitoplasma yang  berakibat pada terhambatnya transport  

nutrisi yang pada akhirnya menyebabkan kematian bakteri. 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian mengenai Pengaruh Pemberian Ekstrak 

Kasar Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) terhadap Daya Hambat Bakteri P. 

fluorescens dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak kasar daun belimbing 

wuluh (A. bilimbi L.) berpengaruh terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens.  

 
5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian tentang Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar 

Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.) terhadap Daya Hambat Bakteri P. 

fluorescens diperlukan penelitian lanjutan untuk diaplikasikan pada ikan secara in 

vivo dengan dosis yang optimal. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Alat Penelitian 

 
Autoclave 

 
Beaker glas 

 
Bola hisap 

 
Botol film 

 
Bunsen  

 
Cawan Petri 
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Corong Kaca 

 
Cotton Swab 

 
Erlenmeyer 

 
Gelas Ukur 

 
Gunting 

 
Inkubator 

Lampiran 1. (Lanjutan) 
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Jangka Sorong 

 
 

Laminary Air Flow 

 
Jarum Ose 

 
Lemari Pendingin 

 
Mikro pipet 

 
Mortal Alu 

Lampiran 1. (Lanjutan)  
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Pinset 

 

 
Rak Tabung 

 
Pipet Volume 

 

 
Sprayer 

 
Timbangan Digital 

 
Pipet volume 

Lampiran 1. (Lanjutan)  
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Evaporator 

 

 

 
Tabung Reaksi 
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Alkohol 70% 

 

 
Latex 

 
Masker 

 
Media 

 
Spirtus 

 
Kertas Label 

Lampiran 2. Bahan Penelitian  
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Kertas Cakram 

 
Alumunium Foil 

 
Tisu 

 

 
Akuades 

 
Korek Gas 

 

 
DMSO 

Lampiran 2. (Lanjutan)  
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Benang Kasur 

 
Kertas Saring 

 
Kapas 

 
Plastik Wrap 
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Lampiran 3. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. fluorescens 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

Lampiran 4. Hasil Uji Fitokimia Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi L.)  
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Lampiran 4. (Lanjutan) 
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Lampiran 5. Hasil Perhitungan Ekstrak Kasar Daun Belimbing Wuluh (A. 
bilimbi L.) 

- Perhitungan Persentase Berat Kering 

Persentase Berat Kering  = 
                      

                     
 x 100% 

 

     = 
 

 
 x 100%  

     
     = 20% 
 

- Perhitungan Persentase Rendemen 

Persentase Rendemen = 
                 

                      
 x 100% 

 

     = 
     

   
 x 100%  

     
     = 8,6% 
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Lampiran 6. Pembuatan Larutan Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (A. bilimbi 
L.) 

 
- Perhitungan Larutan Stok Ekstrak 

 
Larutan Ekstrak 100 ppm  = 100 mg/l 
 

    = 
               

                           
 

 

    = 
                 

                          
 

- Pengeceran larutan 

Pengenceran larutan dilakukan dari larutan dosis 100 ppm ke larutan 5 

ppm, 25 ppm, 45 ppm, 65 ppm, dan 85 ppm. 

a. 5 ppm  

V1.N1 = V2.N2 

V1.100 = 10. 5 

V1 = 0,5 ml larutan stok 100 ppm + 9,5 ml larutan pengencer  

b. 25 ppm  

V1.N1 = V2.N2 

V1.100 = 10. 25 

V1 = 2,5 ml larutan stok 100 ppm + 7,5 ml larutan pengencer 

c. 45 ppm  

V1.N1 = V2.N2 

V1.100 = 10. 45 

V1 = 4,5 ml larutan stok 100 ppm + 5,5 ml larutan pengencer 

d. 65 ppm  

V1.N1 = V2.N2 

V1.100 = 10. 65 

V1 = 6,5 ml larutan stok 100 ppm + 3,5 ml larutan pengencer 
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Lampiran 6. (Lanjutan) 

e. 85 ppm 

V1.N1 = V2.N2 

V1.100 = 10. 10 

V1 = 8,5 ml larutan stok 100 ppm+ 1,5 ml larutan pengencer 
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Lampiran 7. Perhitungan Data Hasil Penelitian 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata SD 
1 2 3 

A 3,75 3,33 2,80 9,88 3,29 ±0,47 

B 4,10 4,01 4,16 12,27 4,09 ±0,07 

C 4,39 4,35 4,43 13,17 4,39 ±0,04 

D 4,91 5,03 4,55 14,49 4,83 ±0,25 

E 4,94 6,53 5,91 17,38 5,79 ±0,80 

Total 67,19 
 

 

 

 Perhitungan Sidik Ragam 

- Faktor Koreksi (FK) =  
  

 
 

=  
      

  
 

= 300,97 

- JK Total  = (A12 + A22 + … + E32) - FK 

= (3,752 + 3,332 + … + 5,912) – 300,97 

= 313,09 – 300,97 

= 12,12 

- JK Perlakuan = 
       

 
 – FK 

= 
                  

 
 – FK 

= 
                                        

 
 – 300,97 

= 10,25 

- JK Acak = JK Total – JK Perlakuan  

 = 12,12 – 10,25 

 = 1,88 

- Derajat Bebas (db) Total = (n x r) – 1 

= (5 x 3) – 1 = 14 
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Lampiran 7. (Lanjutan) 

- Derajat Bebas (db) Perlakuan = n – 1 

= 5 - 1  

= 4 

- Derajat Bebas (db) Acak = n x (r – 1) 

= 5 x (3 – 1) = 10 

- Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JK Perlakuan/db Perlakuan 

= 10,25 / 4 

= 2,56 

- Kuadrat Tengah (KT) Acak = JK Acak/db Acak 

 = 1,88 / 10 

 = 0,19 

- F.Hitung = KT Perlakuan / KT Acak 

= 2,56 / 0,19 

= 13,47 

 Analisa Sidik Ragam 

Sumber 
Keragaman 

Db JK KT F Hit. F5% F1% 

Perlakuan 4 10,25 2,56 13,47** 3,48 5,99 

Acak 10 1,88 0,19 
   

Total 14 12,12         

 

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata 

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5% 

dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT. 

 Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 

- SED =√
           

 
 

= √
        

 
 = 0,35 
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Lampiran 7. (Lanjutan) 

- BNT 5% = T tabel 5% (db acak) x SED 

= 2,228 x 0,35 

= 0,79 

- BNT 1% = T tabel 1% (db acak) x SED 

= 3,355 x 0,35 

= 1,12 

 Tabel BNT 

Rerata Perlakuan 
A B C D E 

Notasi 
3.29 4.09 4.39 4.83 5.79 

A = 3,29 - - - - - a 

B = 4,09 0,80* - - - - b 

C = 4,39 1,10* 0,30ns - - - bc 

D = 4,83 1,54** 0,74 ns 0,44 ns - - cd 

E = 5,79 2,50** 1,70** 1,40** 0,96* - e 

 

Keterangan: ns = tidak berbeda nyata 

(*) = berbeda nyata 

(**) = berbeda sangat nyata 

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui 

bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E diikuti oleh perlakuan D kemudian diikuti 

oleh perlakuan C, B dan A.  

 Tabel Polynomial Orthogonal 

Perlakuan 
Total Data 

(Ti) 

Perbandingan (Ci) 

linier  kuadratik kubik kuartik 

A 9,88 -2 2 -1 1 

B 12,27 -1 -1 2 -4 

C 13,17 0 -2 0 6 

D 14,49 1 -1 -2 -4 

E 17,38 2 2 1 1 
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Q = Σci.Ti 17,22 1,42 3,06 -0,76 

Kr = (Σci²). R 30 42 30 210 

JK Regresi = Q²/Kr 9,8843 0,0480 0,3121 0,0028 

 

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik 

= 9,8843 + 0,0480 + 0,3121 + 0,0028 

= 10,25 

 Analisis Sidik Ragam Regresi 

Sumber 
Keragaman 

Db JK KT F Hit. 
 

F5% F1% 

Perlakuan 4 10.25 
  

 3.48 5.99 

Linier 1 9.8843 9.8843 52.5761**  
  

Kuadratik 1 0.0480 0.0480 0.25532 ns 
  

Kubik 1 0.3121 0.3121 1.66011 ns 
  

Kuartik 1 0.0028 0.0028 0.01489  
  

Acak 10 1.88 0.1880 
 

 
  

Total 14 12.12 
  

 
  

 

Keterangan: ns = tidak berbeda nyata 

(**) = sangat berbeda nyata 
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Lampiran 7. (Lanjutan) 

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R2 masing-

masing regresi tersebut: 

R2 Linier = 
         

                   
  

= 
      

             
 

= 0,840194 

R2 Kuadratik = 
            

                      
 

= 
      

             
  

= 0,024896 

R2 Kubik = 
        

                
 

= 
      

             
  

= 0,142375 

R2 Kuartik = 
          

                  
 

= 
      

             
  

= 0,001487 

Hasil perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai R2 linier lebih besar 

dari nilai R2 kuadratik dan kubik. Berdasarkan hasil tersebut maka kurva yang 

digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan regresi linier. Dosis 

yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x sedangkan nilai rerata 

skoring dijadikan sebagai sumbu y, sehingga akan didapatkan garis linier pada 

grafik. 
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Lampiran 7. (Lanjutan) 

Tabel Sumbu x dan y 

Perlakuan x y Xy x² 

A1 5 3,75 18,75 25 

A2 5 3,33 16,65 25 

A3 5 2,8 14 25 

B1 25 4,1 102,5 625 

B2 25 4,01 100,25 625 

B3 25 4,16 104 625 

C1 45 4,39 197,55 2025 

C2 45 4,35 195,75 2025 

C3 45 4,43 199,35 2025 

D1 65 4,91 319,15 4225 

D2 65 5,03 326,95 4225 

D3 65 4,55 295,75 4225 

E1 85 4,94 419,9 7225 

E2 85 6,53 555,05 7225 

E3 85 5,91 502,35 7225 

Total 675 67,19 3367,95 42375 

 

B1 = 
                 

           
 = 0,0287 

B0 = 
    (   )          

           
  3,18733 

Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapat persamaan linier 

sebagai berikut: y = 3,18733 + 0,0287x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


