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ABSTRAK

Telah dilakukan uji aktivitas minyak atsiri jeruk purut (Citrus hystrix DC) dari daun, ranting
dan kulit buah terhadap pertumbuhan bakteri gram negatif E. coli dan gram positip B. cereus.
Minyak atsiri jeruk purut diperoleh dengan cara distilasi uap-air dari daun, ranting dan kulit buah
jeruk purut selama 5 jam. Analisis komposisi minyak jeruk purut dengan GC-MS. Uji aktivitas
antibakteri menggunakan metode sumuran dengan konsentrasi larutan 100, 300, 500 pL/mL
dalam pelarut etanol, sedangkan konsentrasi hambat minimum (KHM) ditentukan menggunakan
metode microdilution. Hasil penelitian menunjukkan bahwa makin besar konsentrasi larutan
minyak jeruk purut makin tinggi daya hambatnya dengan minyak jeruk purut dari kulit buah lebih
kuat dibandingkan minyak jeruk purut dari daun dan ranting. Nilai KHM terhadap bakteri E. coli
sebesar 25,0; 50,0 dan 12,5 uL/mL dan terhadap bakteri B.cereus sebesar 6,25; 12,5 dan 3,12
uI/mL berturut-turut untuk minyak jeruk purut dari daun, ranting dan kulit buah. Sitronelal sebagai
komponen utama minyak jeruk purut dari daun dan ranting dengan kadar 85,07 % dan 46,40%,
sedangkan komponen utama minyak jeruk purut dari kulit buah meliputi sabinen (9,21%), B-pinen
(21,44%), limonen (12,59%), sitronelal (20,91%) dan terpinen-4-ol (11,93%).

Kata Kunci: minyak jeruk purut, E. coli, B.cereus.

ABSTRACT

Activity tests of essential lime oil (Citrus hystrix DC) from its leaves, twigs, and rinds on the
growth of gram-negative bacteria E. coli and gram-positive B. cereus have been conducted.
Essential lime oil was obtained by steam distillation of leaves, twigs and rind for 5 h. GC-MS was
used to analyze the composition of essential lime oil. Well diffusion method was used for
antibacterial activities testing with concentrations of solution were 100, 300, 500 pL/mL in ethanol
and microdilution method was used to determine the minimal inhibitory concentrations (MICs).
The results showed that higher concentration of essential lime oil led higher minimal inhibitory in
which minimal inhibitory of essential oil from rind was higher than that of leaves and twigs. MICs
values of E.coli are 25, 50 and 12.5 yL/mL and of B.cereus are 6.25, 12.5 and 3.12 pL/mL of
leaves, twigs and rind, respectively. Citronellal compound was found as main component of
essential lime oil from leaves and twigs with value of 85.7 % and 46.4 %, respectively. In addition,
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sabinene (9.2%), B-pinene (21.4%), limonene (12.5%), citronellal (20.9%) and terpinene-4-ol
(11.9%) were found as compounds of essential lime oil from rind.

Keywords: essential lime alil, E. coli, B.cereus

PENDAHULUAN

Minyak atsiri merupakan metabolit
sekunder hasil proses metabolisme yang
kompleks, terutama melalui jalur mevalonat
yang menghasilkan molekul bersifat volatil
monoterpen hidrokarbon dan monoterpen
ter-oksigenasi serta sesquiterpen atau jalur
sikimat yang menghasilkan senyawa fenol
[1]. Produksi minyak atsiri terjadi di bagian
glandular trikoma, struktur sekresi lainnya
dan jaringan sekresi khusus yang mendifusi-
kan ke permukaan organ tanaman [2].
Hampir semua organ tanaman memiliki
aroma, seperti bunga, tunas, batang, daun,
buah, biji, dan akar mengandung minyak
atsiri [1,3].

Senyawa metabolit sekunder bagi
tanaman berfungsi untuk  melindungi
tanaman dari mikroorganisme patogen,
mengusir serangga yang merupakan vektor
wabah dan memberikan rasa tidak enak pada
tanaman sehingga mengurangi nafsu makan
beberapa herbifora [4].

Selama ini minyak atsiri telah
digunakan sejak zaman kuno, dalam banyak
sistem pengobatan tradisional yang berbeda
di seluruh dunia, karena aktivitas biologisnya
[2]. Bahkan Minyak atsiri jeruk purut telah
digunakan sebagai agen pemberi rasa dan
aroma, serta pembuatan wewangian dan
obat [5].

Beberapa penelitian praklinis telah
melaporkan aktivitas minyak atsiri antara lain

sebagai antimikroba, antioksidan, anti-

inflamasi dan antikanker [2,4] dalam
sejumlah sel dan hewan model, termasuk
mengelusidasi mekanisme aksi dan target
farmakologisnya, meskipun studi pada
manusia masih minim yang membatasi
potensi minyak atsiri sebagai sumber
fitoterapetik yang efektif dan aman [2].

Minyak jeruk purut merupakan salah
satu jenis minyak atsiri yang asli Indonesia
dan mulai dikembangkan yang produksinya
mencapai 2-3 ton per tahun [6] dengan harga
jual sebesar 65,00-75,00 USD per kilogram.

Bioaktivitas minyak jeruk  purut
dilaporkan cukup luas, antara lain efektif
terhadap 20 tipe Salmonella dan 5 jenis
enterobacteria [7], termasuk aktif sebagai
antibakteri, antijamur, antioksidan, antiviral,
antiparasit dan memiliki aktivitas sitotoksik
terhadap sel leukemia [8]. Menurut
Chueahongthong, et al [8], ekstrak kasar
daun jeruk purut dengan pelarut organik,
meliputi n-heksana, etanol, etilasetat, butanol
dan metanol seluruhnya mampu memberikan
aktivitas sitotoksis pada sel-sel leukemia
dengan aktivitas sitotoksis, 1C50 > 100
ug/mL.

Wungsintaweekul, et al [9], melapor-
kan bahwa minyak jeruk purut dari kulit dan
daun memiliki pola komposisi kimia yang
sama dengan sitronelal sebagai komponen
utama (+ 23%), sedangkan komponen
lainnya meliputi linalool (4,22%), B-pinene
(1,82%) dan limonene (1,13%). Tetapi

menurut Othman, et al.[10], sabinen sebagai
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komponen utama dalam kulit buah jeruk
purut (36,4%-48,5%), sedangkan minyak
jeruk purut dari daun didominasi sitronelal
(61,7%-72,5).

Berdasarkan uraian di atas, menarik
untuk dikaji sejauh mana minyak jeruk purut
(daun, ranting dan kulit buah) dapat
menghambat pertumbuhan bakteri. Jenis
bakteri gram negatif, seperti E. coli [11] dan
gram positip, seperti B. cereus [12],
keduanya bersifat patogen yang menyebab-
kan keracunan pangan dan seringkali
menimbulkan wabah penyakit karena pe-

nyebarannya sangat cepat.

METODE PENELITIAN

1. Penyulingan Minyak Jeruk Purut.
Digunakan sampel daun, ranting dan
kulit buah jeruk purut dari Kesamben, Blitar,
Jatim. Semua sampel dalam keadaan segar
dan dilakukan penyulingan air-uap sebanyak
1,4-3,2 kg, selama 5-6 jam. Minyak yang
diperoleh dikeringkan dengan MgSOa.

2. Analisis Komposisi
Purut dengan GC-MS

Minyak Jeruk

Setiap sampel dinalisis dengan GC-
MS menggunakan tipe Shimadzu (QP
2010S) dengan sistem bombardir elektron
tegangan : 70 eV, suhu injektor 300 °C, suhu
detektor 320 °C, tekanan 12 Pa. Kolom
kapiler DB-1 (L 30 m, ID 0,25 mm), suhu 50—
260 °C (5 °C/menit). Gas pembawa He,
kecepatan alir 3 mL/menit. Kromatogram
yang dihasilkan di-scanning untuk
memperoleh data spektra massa. Database
pada library digunakan sebagai pembanding
otomatis untuk membantu analisis struktur

kimia.

3. Uji Aktivitas Antibakteri Minyak Jeruk
Purut

a. Pembuatan Media Agar (NA)

Dibuat larutan media nutrien agar (NA)
dalam air panas (20 g/L), kemudian di
autoklaf pada suhu 121°C, 1 atm selama 15
menit. Pada kondisi hangat selanjutnya
media dituangkan ke petri dish sebanyak 15
ml, dan didiamkan sampai media menjadi

memadat pada suhu ruang.

b. Peremajaan dan Inokulasi Bakteri

Bakteri uji diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Brawijaya. Inokulasi
bakteri dilakukan dengan mengambil 1 ose
kultur bakteri dengan jarum ose dari stok
kultur, kemudian dipindahkan ke media agar
miring NA steril dengan cara di goreskan zig-
zag pada permukaan. Kemudian di inkubasi

pada suhu 37°C selama 1 hari (24 jam).
c. Pembuatan Suspensi Bakteri

Menyiapkan media cair steril nutrien
broad (NB) dalam tabung reaksi dan
mengambil 1 ose kultur dari agar miring,
kemudian dicelupkan kepada media cair. Di
vortex untuk melarutkan suspensi bakteri
secara sempurna. Suspensi bakteri dibuat
jumlah koloni 107 CFU/mL.

d. Pengujian Antibakteri dengan Metode
Sumuran

Media agar dituangkan pada cawan
petri secara aseptis, dan ditunggu hingga
me-madat. Penginokulasian suspensi bakteri
sebanyak 0,1 mL pada permukaan media
agar dengan menggunakan mikropipet dan di
spread menggunakan kaca spreader.
Kemudian media agar dibuat sumuran
dengan menggunakan cok bore dan diisi

dengan larutan minyak jeruk purut (dalam
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pelarut etanol) sebanyak 50 uL dari masing-
masing larutan (100; 300; 500 upL/mL).
Selanjutnya media diinkubasi pada suhu
37°C selama 2 hari. Pengamatan dan
pengukuran zona bening dilakukan selang 24
jam (hari ke dua).

e. Penentuan Konsentrasi Hambat

Minimum, KHM dengan Metode Kontak
(Microdilution)

Disiapkan larutan minyak jeruk purut
(dalam pelarut etanol) konsentrasi 3,12
pL/mL, 1,56 pL/mL, 6,25 pL/mL, 12,5 pL/mL,
25 pL/mL, 50 pL/mL, yang dibuat dengan
mengencer-kan larutan 100puL/mL dengan 1
mL media NB. Masing-masing di inokulasi
secara aseptis dengan 1 mL suspensi
bakteri (107 CFU/mL). Kemudian campuran
media uji di vortek sampai homogen dan di
inkubasi dengan inkubator shaker
(kecepatan 120 rpm), pada suhu ruang
selama 18-24 jam. Setelah di inkubasi,
sampel uji di angkat dan diambil 10 yL dan
ditanam pada 10 mL media NA cair.
Selanjutnya media NA cair yang me-
ngandung sampel uji digoyang sampai
membentuk angka delapan yang diikuti
dengan mendiamkan media pada suhu
ruang hingga memadat. Setelah memadat,
media di inkubasi selama 18-24 jam dan
dilakukan perhitungan jumlah bakteri dari
setiap konsentrasi. Dapat dikatakan sebagai
bakterisidal apabila ekstrak minyak atsiri
jeruk purut dapat membunuh bakteri 90%
dan apabila sebaliknya maka minyak atsiri

jeruk purut dikatakan bersifat bakteristatis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Minyak jeruk purut hasil penyulingan
air-uap, beraroma khas, warna kuning jernih
dan berat jenis 0,86 g/mL Rendemen
masing-masing minyak jeruk purut hasil
sulingan sampel segar selama 5-6 jam cukup
tinggi 0,66-0,68% (Tabel 1), sedangkan
komponen utama hasil analisis dengan GC-
MS (kadar > 2%). disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 1. Rendemen hasil penyulingan
minyak jeruk purut
Jenis Massa sampel (kg) Rendemen
Volume minyak atsiri (mL) (%)
sampel 1 > 3
15 1,4 1,4
Daun (12) (11) (11) 0,68
. 1,3 1,4 14
Ranting (10) (10,5) (11) 0,67
Kulit 2,5 25 2,7 0.66
buah (21) (20,5)  (23,5) '

Tabel 2. Komposisi kimia minyak jeruk purut

Kadar (%)

Jenis Minyak  Minyak Minyak
senyawa jeruk jeruk jeruk kulit
daun ranting buah

Sabinen 2,79 5,91 9,21
-pinen - - 21,44
Limonen - - 12,59
y-Terpinen - - 2,29
Linalil
epoksida ) ) 4,23
Linalool 3,46 13,11
Sitronelal 85,07 46,40 20,91
Sitronelol - 11,03
Sitronelil
asetat 2,77 6,76
Terpinen-4-ol - - 11,93

a-Terpeniol - - 5,16
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Komposisi kimia minyak jeruk purut
daun dan ranting memiliki pola sama, yang
didominasi oleh komponen monoterpen
teroksigenasi, yaitu sitronelal sebagai
komponen paling dominan dengan kadar
85,07% dan 46,40% serta

komponen lain, seperti linalool dan sitronelil

mencapai

asetat. Minyak jeruk purut dari kulit buah
komposisi kimia lebih bervariasi dengan
komponen monoterpen hidrokarbon yang
relatif sama dengan komponen monoterpen
teroksigenasi. Komponen monoterpen hidro-
karbon meliputi sabinen, B-pinen, limonen, vy-
terpinen, sedangkan komponen monoterpen
teroksigenasi antara lain linalil epoksida,
sitronelal, terpinen-4-ol dan terpeniol.
Aktivitas minyak jeruk purut terhadap
bakteri E.coli dan B.cereus disajikan dalam
Gambar 1 dan 2. Tampak bahwa daya
hambat minyak jeruk purut dari kulit buah
terhadap pertumbuhan bakteri E.coli dan
B.cereus lebih kuat dibanding daya hambat
minyak jeruk purut dari daun maupun dari
ranting. Disamping itu dijumpai pula bahwa
makin tinggi konsentrasi minyak jeruk purut

dari kulit buah, makin tinggi daya hambatnya.
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Gambar 1. Zone hambat minyak jeruk purut
terhadap bakteri E.coli.
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Gambar 2. Zone hambat minyak jeruk purut
terhadap bakteri B.cereus.

Hasil yang sama ditunjukkan dari uji
secara microdilution, yaitu nilai konsentrasi
hambat minimum (KHM) minyak jeruk purut
dari kulit buah memiliki nilai paling kecil
dibanding nilai KHM minyak jeruk dari daun
dan ranting, baik terhadap bakteri E. coli dan
B.cereus, berturut-turut 12,5 ul/mL dan 3,12
uL/mL (Gambar 3).

60 -
KHM 50 -
(wUmL) 40 -
30 -
20 - M E.coli
10 -
0 -

M B.cereus

Gambar 3. Nilai KHM minyak jeruk purut
terhadap bakteri E.coli dan

B.cereus
Fakta di atas dapat dikaitkan dengan
komposisi minyak jeruk purut dari kulit buah
yang memiliki kandungan komponen
monoterpen hidrokarbon yang lebih tinggi,
yaitu sabinen, B-pinen, limonen dan y-
terpinen berturut-turut dengan kadar 9,21%,
21,44%, 12,59% dan 2,29%. Komponen
monoterpen hidrokarbon ini diduga lebih
mudah berdifusi menembus membran sel

untuk mencapai molekul target.
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Fakta ini juga didukung oleh beberapa
peneliti  sebelumnya, yang menyatakan
bahwa limonen merupakan senyawa yang
memiliki aktivitas antibakteri kuat [13],
termasuk terhadap bakteri Staphylococcus.
aureus, E.coli dan Pseudomonas. aerugi-
nosa [14]. Disamping itu kemampuan minyak
jeruk purut untuk menghambat pertumbuhan
bakteri gram positip B.cereus yang kuat
dibanding terhadap E.coli diduga berkaitan
dengan kondisi sel bakteri gram positip
berlapis tunggal yang relatif lebih sederhana,
sehingga memudahkan senyawa antibakteri
untuk masuk ke dalam sel dan menemukan

sasaran untuk bekerja.

KESIMPULAN

Minyak jeruk purut dari kulit buah
memiliki daya hambat yang lebih kuat
terhadap bakteri E.coli dan B.cereus
dibanding minyak jeruk purut dari daun dan
ranting. Makin tinggi konsentrasi larutan
minyak jeruk purut ini, makin tinggi daya
hambatnya.

Komposisi minyak jeruk purut dari daun
dan ranting didominasi oleh komponen
monoterpen hidrokarbon teroksigenasi dengan
kadar sitronelal sebesar 85,07% dan 46,40%,
sedangkan minyak jeruk purut dari kulit buah
memiliki komponen monoterpen hidrokarbon,
yaitu sabinen, B-pinen, limonen dan y-
terpinen berturut-turut dengan kadar 9,21%,
21,44%, 12,59% dan 2,29% vyang relatif
seimbang dengan komponen mono-terpen

hidrokarbon teroksigenasi.
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