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Rahmatika Ayu Habsari. Program Pascasarjana Universitas Brawijaya.-Mei 2016.
Skrining Fraksi dan Minyak Atsiri-Jeruk Purut (Citrus hystrix D.C) Sebagai
Antibakteri; -Ketua .Pembimbing: Dr... Warsito, 1MS,. . Anggota: ;Prof.Dr.dr.
Noorhamdani, AS,Sp.MK

Kematian akibat penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri merupakan
masalah yang serius dalam dunia kesehatan. Beberapa.tahun.terakhir, industri
farmakologi telah-menghasilkan sejumlah.antibiotik baru,, tetapi resistensi bakteri
terhadap, obat terus: meningkat. Situasi: tersebut. memberikan ‘dorongan .untuk
mencari.zat ‘antimikroba baru 'dari berbagai-sumber contohnya tanaman herbal.
Salah ‘'satu’ tanaman- herbal “yang dimanfaatkan 'sebagai ‘antimikroba baru ‘dan
sumber penghasil minyak atsiri yaitu tanaman jeruk purut. Penelitian mengenai
komponen utama minyak atsiri dari daun, kulit.buah dan ranting jeruk-purut telah
banyak | dilakukan. -Beberapa diantaranya ,memiliki berbagai aktivitas: seperti
larvasida ‘dari nyamuk ‘Aedes aegypti, antioksidan, dan ‘antibakteri: ‘Bervariasinya
aktivitas biologis dapat dikaitkan dengan-komposisi monoterpenoid hidrokarbon
(MH) dan monoterpenoid teroksigenasi (MO) yang menyusun minyak atsiri jeruk
purut.. Komposisi penyusun minyak ;yang memiliki komposisi:MO 3. kali lebih
tinggi- pada-minyak-jeruk,daun-menunjukkan aktivitas-antimikroba, ‘begitu, juga
dengan minyak ‘kulit buah buah-dengan-komposisi penyusun-MH lebih tinggi dari
MO~ 'menunjukkan “aktivitas ‘antibakteri-‘dan-‘antioksidan- yang “lebih" tinggi.
Bervariasinya. komposisi MO -dan MH dalam_ minyak atsiri akan mempengaruhi
aktivitasnya sebagai, antibakteri. Suatu minyak atsiri_yang memiliki_aktivitas
antibakteri rendah dapat diolah -menjadi. minyak. yang imemiliki komposisi kimia
yang 'bervariasi-dengan:mengolahnya-menggunakan detilasi: fraksinast. 'Sehingga
ranting dipilih- untuk ditingkatkan aktivitas antibakterinya ‘dengan-mengolahnya
menggunakan destilasi fraksinasi.

Minyak jeruk purut.dari daun.(MJP-D), ranting (MJP-R) dan kulit buah
(MJP-KB). diperoleh: dengan. destilasi-air-uap selama 4. jam, sedangkan-minyak

fraksi diperoleh; ‘menggunakan destilasi: fraksinasi dengan: menggunakan: rasio

viii
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reflux: 20/10. dengan rtekanan /5 mbar.: Hasil ' keseluruhan-minyak jeruk purut
selanjutnya diuji-aktivitas' antibakterinya -menggunakan ‘metode ‘difusi-dan’dilusi
pada bakteri E.coli.

Hasil persentase komponen utama penyusun minyak atsiri jeruk purut dari
daun . (MJR-D). diperoleh - sitronelal - (85,07%),. linalool . (3,46%), dan sabinen
(2,79%), sedangkan pada sampel minyak astiri jeruk purut dari kulit buah (MJP-
KB) diperoleh: B—pinen (21,44%), sitronelal-(20,91%), 'dan- limonene>(12,59%).
Persentase komponen “utama ‘penyusun ‘minyak atsiri jeruk purut dari ranting
(MJP-R) yaitu sitronelal (46,4%), linalool (13,11%), dan sitronelol. (11,03%).
Hasil aktivitas.antibakteri dari ketiga:minyak diperoleh zona hambat dengan rata-
rat sangat- kuat-pada 500 uL/ml masing-masing /MJP-D, MJP-R; dan MJP-KB:
Tidak ‘adanya' pertumbuhan ‘bakteri dari ketiga jenis.minyak diperoleh’ MJP-KB
pada konsentrasi 6,25 pL/ml.

Komponen utama penyusun minyak fraksi diperoleh senyawa sitronelal
(32,48%), diikuti_sabinen (19,83%), dan linalool (8,17%). pada fraksi-A. Minyak
fraksi B diperoleh komponen sitronelal-(50,65%), diikuti linalool: (12,94%), dan
sabinen'/(9,00%).: Minyak' fraksi Cyaitu_sitronelal (74,94%), diikuti-linalool
(20,13%), dan isopulegol (3,08%). Minyak fraksi D diperoleh sitronelal (84,86%),
diikuti senyawa linalool (6,13%), dan isopulegol (4,35%). Minyak fraksi E
diperoleh_sitronelal(36,83%), .diikuti- isopulegol .(2,09%) . dan linaloel (0,65%).
Besarnya aktivitas antibakteri.dari kelima fraksi, diperoleh fraksi-C. dengan zona
hambat ' rata-rata- sangat. kuat - pada: ‘konsentrasi’ 500 pl/ml. - Tidak- adanya
pertumbuhan bakteri 'dari kelima jenis-minyak-diperoleh fraksi-C dan“D"pada
kosentrasi 50 pL/ml. Hasil analisis statistic yang diperoleh tidak terdapat korelasi
yang signifikan antara komponen MH-dan MO, dengan aktivitas antibakteri tetapi
ditentukan. oleh-masing-masing-komponen-penyusun minyak- yang- berkontribusi

terhadap aktivitas tersebut.
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Deaths from diseases caused by bacterial infections are a serious problem

A
r-‘-

in the world of health. In recent years, the pharmacology.industry has produced a
number. of .new. antibiotics, but the; bacterial. resistance. to drugs. continues.to
increase. The situation provides-an impetus to find -new antimicrobial agents from

a'variety of sources such'as herbs. One of the herbs/is used as a new-antimicrobial

| REPOSITORY.UB.AC.D |

and-a source “of essential “oils' namely- citrus 'kaffir. 'Research -on- the ‘main

components of essential oils of leaves, fruit skin and twigs of kaffir lime has been

done. Some of them-have various activities such as, larvasida from Aedes aegypti
mosquito;-antioxidant; -and antibacterial. Variations in hiological-activity: can be
attributed * to ' the ‘composition: of “monoterpenoid.  hydrocarbons “(MH) ' and
oxygenated monoterpenoids-(MO) that - make ‘up the essential oil of ‘kaffir lime.
The oil composition _composition having'MO composition 3 times higher in leaf

lemon. oil showed antimicrobial activity, as.well as fruit skin oil. with-higher. MH
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constituent -composition: than. MO showed. higher antibacterial: and rantioxidant

&
o

activity.. The variation in'\MO and MH:composition in'volatile oil ‘will affect-its
activity as an antibacterial. An essential oil having low antibacterial activity can
be processed into an oil having varying chemical composition by processing it
using fractionation detilation. So that twigs are selected for enhanced antibacterial
activity by. processing;it.by fractional distillation.

Leaf-lime-oil /(MJP-D), twigs: (MIP-R) and fruit. peels ' (MJP-KB) were

| REPOSITORY.UB.ACID |

obtained by steam distillation for 4 hours; while fractional oil was obtained by
fractionation distillation by using reflux ratio 20/10 with pressure 5 mbar. The
overall yield of kaffir lime.oil then tested its antibacterial activity using diffusion

method and-dilution-on-E.coli bacteria;
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The result-of percentage of the main components of essential oil of citrus
leaves' ‘from- leaves(MJP-D) was obtained by citronellal’ (85,07%), linalool
(3,46%), sabinen (2,79%), fruit skin (MJP-KB) obtained B-pinen (21.44%),
citronellal (20.91%), and. limonene (12.59%). The, percentage of.the main
components.of the composition-of citrus-essential oil from-twigs. (MJP-R) were
citronellal (46.4%), linalool-(13.11%), and; citronellol - (11:03%). The: results- of
antibacterial -activity of ‘the-'three oils obtained ' inhibit' zone: with very strong
average at 500 pL/ml respectively MJP-D, MJP-R, and MJP-KB. The absence of
bacterial growth of the three types of oil obtained by MJP-KB at.concentrations of
6.25uL. / ml.

Thersmain. component of fractional. oil-compound -was: obtained -by
sitronelal“compound ' (32,48%), followed: by ‘sabinen'/(19,83%), and “linalool
(8,17%) in fraction A. Qil fraction B obtained by sitronelal component (50,65%),
followed linalool (12.94%), and sabinene (9.00%). Qil fraction C is_citronellal
(74.94%), followed; by linalool (20.13%), and. isopulegol: (3.08%). Oil-fraction D
obtained citronellal(84.86%), -followed by linalool | compounds -(6.13%), and
isopulegol’ (4.35%). Oil fraction E obtained citronellal (36.83%); followed ‘by
isopulegol (2.09%) and" linalool (0.65%).  The ‘magnitude of the antibacterial
activity of the five fractions obtained fraction C with a very strong inhibition zone
at a concentration of 500 ul./ml. The absence of bacterial . growth of the five types
of oil-obtained- fractions .of C,and D’ at-50-pL/ml concentration. -The:result-of
statistical-analysis obtained there is no significant correlation: between MH: and
MO-component with antibacterial activity but determined by each component of

oil constituents that contribute to the activity.

Xi
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kematian akibat penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri merupakan
masalah ryang serius :dalam:dunia kesehatan. Beberapa tahun terakhir, industri
farmakologi telah menghasilkan sejumlah antibiotik baru, tetapi resistensi bakteri
terhadap obat 'terus meningkat (Nascimento et al:; 2000).' Solusi yang jelas belum
ditemukan karena resistensi antibiotik yang kompleks dan efek samping. dari obat
yang perlu dipertimbangkan. Situasi ini- memberikan dorongan-untuk mencari zat
antimikroba-baru: dari-:berbagai sumber, contohnya tanaman: herbal. rSenyawa
antimikroba yang berasal dari tanaman ‘mampu menghambat pertumbuhan dan
proliferasi: mikroorganisme pathogen“(Souza et'al, 2000).-Tanaman herbal dan
rempah-rempah sebagai dasar obat tradisional di banyak Negara telah berlangsung
sejak' lama (Gendy-et-al:, 2015). Akhir-akhir-ini; banyak-penelitian' mengenai
skrining -antimikroba -dari ekstrak dan minyak atsiri dari tanaman-sebagai -agen
antimikroba baru sebagai pilihan yang lebih ekonomis dan efektif (Niculae et al,
2009; Vargas et al.,~2004). Oleh karena itu,-minyak atsiri dapat -menjadi pilihan
alternatif untuk penanggulangan penyakit yang disebabkan oleh infeksi-bakteri.

Minyak “atsiri' dapat diperolehdari—seluruh-bagian' tanaman''termasuk
bunga, daun, batang,:ranting, buah, benih, akar; kayu; atau kulit:kayu, (Bakkali et
al., 2008; Franz & Novak.; 2010). Tanaman -jeruk purut (Citrus Hystrix)
merupakan salah: satu:tanaman herbal,yang dimanfaatkan sebagai ~sumber

penghasil _minyak atsiri. Secara umum_ minyak atsiri, jeruk purut tersusun atas
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senyawa imonoterpen; seskuiterpen, dan turunan teroksigenasi' seperti ;alkohol,
aldehida, ester, eter, keton, fenol dan oksida (Cowan, 1999; Kotan et al., 2007).
Komponen' utama penyusun-minyak atsiri-jeruk ‘purut yaitu' monoterpen seperti
sitronelal, sabinen, linalool, B-pinen, limonene,:dan lain-lain. Penelitian mengenai
komponen utama minyak atsiri dari daun, kulit buah dan ranting jeruk purut telah
banyak dilakukan. Khasanah:(2015) ‘melaporkan bahwa minyak atsiri: dari daun
jeruk purut dengan perlakuan pemeraman tersusun, atas sitronelal 64,51%, -
sitronelol~"10,71%, ‘linalool -5,54%, dan trans-caryophylene 5,31%. "Sementara
menurut Sutthanont(2010).dinyatakan.bahwa komponen utama minyak: kulit buah
jeruk purut adalah B-pinen 22,54%, d-limonen 22,03% dan terpinene-4-01°17,37%.
Warsito (2013)-melaporkan bahwa komponen minyak! ranting-jeruk: purut seperti
sitronelal 46,40%, linalool 13,11%, sitronelol 11,03%, dan sabinen 5,91%.

Telah: ' banyak ‘dilaporkan pula: bahwa minyak jeruk ' purut 'memiliki
berbagai_aktivitas seperti larvasida dari_nyamuk Aedes aegypti.(Sutthanont et
al.,2010), antioksidan '(Warsito et al., 2013), dan-antibakteri (Srisukh et-al.; 2012).
Bervariasinya aktivitas -biologis-dari minyak jeruk-purut.ini berkaitan erat,dengan
komponen monoterpenoid ‘hidrokarbon (MH) dan monoterpenoid teroksigenasi
(MQ) yang'menyusun'minyak atsiri jeruk purut.

Komposisi penyusun minyak jeruk purut dan aktivitasnya antibakterinya
dilaporkan ‘oleh beberapa peneliti seperti ‘Wungsintaweekul' (2010) ‘melaporkan
bahwa minyak: jeruk-purut dari daun dengan komposisi penyusun MO:3 kali lebih
tinggi menunjukkan aktivitas antimikroba. Sementara Lan-phi (2015) melaporkan
bahwa minyak: jeruk purut dari kulit buah dengan komposisi-utama penyusun: MH

lebih tinggi dari MO menunjukkan -aktivitas .antibakteri dan antioksidan yang
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lebih ' tinggi:: Bervariasinya komposisi ‘MO dan;/MH_'dalam ' minyak  atsiri. akan
mempengaruhi _aktivitasnya ‘sebagai. antibakteri: Suatu minyak atsiri yang
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komposisi. kimia..yang. bervariasi dengan- mengolahnya menggunakan..detilasi
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Penerapan: tehnik: destilasi fraksinasi ini-:merupakan -tehnik -pemisahan

A
‘:?!

komponen berdasarkan perbedaan titik didih untuk senyawa-senyawa yang
berdekatan ' dari’ komponen-komponen -penyusunya. -Dengan ‘demikian ‘menarik
untuk. dikaji.-pengolahan . minyak jeruk. purut dari, ranting  dengan. destilasi

fraksinasi-untuk - mengubah yang semula memiliki'komposisi- MO jauh lebih tinggi
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bervariasi.

1.2, Rumusan: Masalah
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1. Apakah minyak atsiri jeruk purut yang berasal dari daun, ranting, kulit buah
memiliki-aktivitasantibakteri terhadap:bakteri E.coli:

2. Apakah fraksi-fraksi-minyak atsiri jeruk purut memiliki aktivitas-antibakteri
terhadap bakteri E.coli.

3. -Bagaimana korelasi, komposisi-MH. dan MO dari-minyak atsiri:jeruk, purut

| REPOSITORY.UB.ACID |
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1.3 Batasan-Masalah

1. Sampel minyak atsiri jeruk purut yang digunakan dalam penelitian ini
diperoleh -dari hasil destilasi air-uap.

2. Fraksi::minyak. atsiri. jeruk purut.-yang -digunakan.dalam sampel .ini
diperoleh ‘dari hasil destilasi fraksinasi menggunakan tipe PiloDist 104-
VT U-yang.dilakukan:di/LIPI.

3. Jenis bakteri yang digunakan untuk uji aktivitas. antibakteri yaitu E:coli
yang-diperoleh dari'Lab.-mikrobiologi fakultas FMIPA.

4. Aktifitas. uji-antibakteri dalam, penelitian .iniyaitu. difusi_sumuran untuk

mengetahui zona hambat dan pertumbuhan bakteri

1.4 Tujuan Penelitian
1. 'Mengetahui ‘aktivitas ‘antibakteri: minyak ‘atsiri ‘jeruk purut-yang berasal
dari daun, ranting, dan kulit buah terhadap bakteri E.coli.
2. 'Mengetahui “aktivitas antibakteri - fraksi-fraksi- minyak- atsiri jeruk ‘purut
terhadap bakteri-E.coli.
3. Mengetahui korelasi komposisi MH dan MO dari komponen minyak atsiri

jeruk-purut dan fraksi-fraksinya terhadap aktivitas antibakteri E.coli:

1.5 Manfaat Penelitian
1. .Memberikan peluang pengembangan bagian minyak-jeruk purut yang lain
sebagai bahan pengendali pertumbuhan bakteri:

2.1 Meningkatkanmilai tambah minyak jeruk purut dalam bidang obat-obatan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Komponen, Minyak Atsiri-dan Minyak Jeruk Perut

Minyak “atsiri adalah campuran senyawa kompleks dari senyawa volatile
dengan aroma yang kuat diperoleh dari-beberapa organ tanaman, termasuk tunas;
bunga, daun, batang,. ranting, biji, buah akar, kayu atau kulit kayu. Minyak atsiri
pada tanaman biasanya disimpan pada sel pembuangan, rongga, sel epidermis atau
sel kelenjar trikoma-(Franz and Novak, 2010; Bakkali et al.,2008). Diperkirakan
sekitar '3000 “‘minyak - ‘atsiri’ “telah " diketahui,” ‘dan 300 -diantaranya telah
diperdagangkan.; -Komponen; minyak: atsiri- tersusun' -atas: .campuran - senyawa
kompleks, terutama monoterpen, seskuiterpen, dan. turunan . teroksigenasinya
(alkohol, ‘aldehida, ‘ester, eter, keton, fenal-dan 'oksida). Umumnya, komposisi
minyak atsiri merupakan . keseimbangan berbagai senyawa, -meskipun _dalam
banyak ‘spesies-satu’'konstituen' mungkin-semua prevailover 'lainnya' (Cowan,
1999)-

Masing-masing komponen utama minyak atsiri dapat berasal dari tiga jalur
hiosintesis: yaitu; -jalur mevalonate mengarah: pada seskuiterpen, sedangkan jalur
utama metil-erithritol_mengarah pada mono- dan diterpenes, . dan jalur asam
shikimat ‘mengarah"pada’ phenylpropenes.- Namun, terdapat -sejumlah’ senyawa
tunggal. yang tak-terhitung dan sangat bervariasi dalam-komposisi minyak .atsiri.
Banyak dari senyawa volatil 'yang memiliki fungsi ekologis yang beragam.
Mereka' dapat ~bertindak ' sebagai péenyampaian pesan' internal,- sebagai ' zat

pertahanan atau sebagai musuh alami terhadap herbivora, dan, sebagai penarik
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serangga penyerbuk (Harrewijn et al.,2001):-Minyak atsiri juga sering digunakan
untuk aroma atau rasa, selain itu minyak atsiri. memainkan peran penting sebagai
agen penyedap-dalam ‘industri ‘makanan .dan sebagai-wewangian untuk-industri
parfum (Bruneton, 1999).

Salah’satu’ tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber penghasil
minyak- atsiri yaitu-jeruk purut: (Citrus Hystrix): Citrus: hystrix-DC, - umumnya
dikenal sebagai jeruk purut merupakan tanaman herbal didaerah tropis dari Family
Rutaceae ‘banyak-dan banyak ditemukan di Asia Tenggara (Doreen-et-al.; 2011).
Tanaman _jeruk. purut -merupakan tanaman.semak berduri dengan daun. yang
beraroma khas dan ' buah “jeruk purut- yang- berwarna “hijau gelap  dengan

permukaan bergelombang tidak teratur.

(Safaatul:& Prima,-2010)

Gambar 2.1 Tanaman Jeruk purut

Jeruk purut” kaya akan minyak atsiri pada beberapa bagian-seperti daun,
ranting, kulit.buah dan jus buah-(Akiyoshi et-al;;;1990). Minyak atsiri- jeruk purut
dapat diperoleh dengan metode destilasi. Metode destilasi merupakan metode
pemisahan komponen'suatu campuran-dari dua jenis cairan atau lebih berdasarkan

tekanan uap. dari. masing-masing zat-tersebut.. Tekanan :uap.jenuh. yang. rendah
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pada ‘metode destilasi-uap dapat menghasitkan rkerusakan: minyak lebih kecil,
karena senyawa tersebut diuapkan sebelum mencapai titik didihnya,. selain itu
rendemen-minyak lebih besar “dengan- kecepatan' penguapan- 'yang ‘lebih lama
(Guenthers, 1990).

Hasil “destilasi ‘minyak “jeruk " purut’ umumnya "terdiri*“dari ‘senyawa
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monoterpen -hidrokarbon (MH) -maupun monoterpen_teroksigenasi-(MO) seperti

A
17

sitronelal, sabinen,. linalool, B-pinen, limonene, dan lain-lain.. Senyawa
monoterpenoid sendiri terbentuk dari du  molekul isoprene. Monoterpenoid: terdiri

dari monoterpenoid:hidrokarbon. (MH) maupun -monoterpen teroksigenasi. (MO),

monoterpenoid “hidrokarbonmerupkan-monoterpenoid ' yang terdiri -dari’ unsur

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

hidrogen dan karbon, sedangkan-teroksigenasi terdiri dari unsur karbon, hidrogen;
dan, oksigennya. _ Struktur- senyawa ~monoterpenoid hidrokarbon dan

teroksigenasinya dapat dilihat pada Gambar 2.2
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(Hyldgaard et al, 2012; Burt et al, 2004; Cowan et al, 1999)

Gambar 2.2 Struktur senyawa monoterpenoid hidrokarbon dan teroksigenasinya
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Berbagai penelitian ‘mengenai. metode destilasi: dan komponen-minyak
atsiri jeruk purut dilaporkan oleh Khasanah (2015) komponen minyak- atsiri jeruk
purut yang didestilasi “dari ‘daun memiliki- komponen utama-penyusunya ‘yaitu
Citronellal . (64,15%), . 5-Citronelol :(10,71%),.. Linalool. , (5,54%), dan. Trans-
Caryophyllene (5,31%) yang didapat dari hasil destilasi daun jeruk purut dengan
perlakuan- pendahuluan: pemeraman. -Sedangkan Sutthanont 1 (2010) melaporkan
bahwa minyak atsiri. jeruk purut dari. kulit buah dengan destilasi uap memiliki
komponen' utama-yaitu p-pinene (22.54%) dan d-limonene ((22.03%) diikuti ‘oleh
terpinene-4-ol.(17.37%). Sementara Warsito. (2013) jmelaporkan minyak. ranting
jeruk purut yang diperoleh dengan destilasi-uap-air bertekanan rendah’ memiliki
komponen: utama-penyusun vaitu: sitronelal (46,40%), linalool (13,119%), sitronelol
(11,03%), dan sabinen (5,91%).

Komponen-komponen ‘minyak-atsiri jeruk purut' yang ‘bervariasi-tersebut
dapat_dimurnikan dengan. metode destilasi. fraksinasi -sehingga. menghasilkan
fraksi yang lebih murni. Distilasi bertingkat-atau-distilasi fraksinasi berguna untuk
memisahkan komponen-utama berdasarkan-perbedaan titik didih yang berdekatan.
Minyak " atsiri umumnya  tidak " disuling pada tekanan atmosfir tetapi dalam
keadaan -vakum;: karena' pada tekanan:atmosfir_dan: suhu:-tinggi ' dapat
menyebabkan dekomposisi; dan resinifikasi, sehingga destilat mempunyai bau dan

sifat fisika kimia yang berbeda dengan minyak murni (Guenthers, 1990).

2.2 Potensi Minyak Jeruk Purut sebagai Antibakteri
Minyak -atsiri’ yang berasal daric-rempah dan herbal memiliki kemampuan

sebagai antimikroba alami yang paling menjanjikan, karena tidak menyebabkan
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resistensi ternadap mikroba karena perbedaan mekanisme tindakannya (Dobre et
al., 2011). Minyak atsiri yang memiliki potensi sebagai antimikroba yaitu minyak
jeruk purut.

Minyak jeruk: purut telah. terbukti memiliki. aktivitas antimikroba terhadap
beberapa jenis mikroba seperti jamur, ragi, dan bakteri gram positif maupun gram
negatif, Penelitian mengenai:minyak-jeruk;mampu sebagai: antibakteri- terhadap
berbagai jenis bakteri dengan daya hambat yang berbeda telah, dilaporkan oleh
(Srisukh et ‘al., 2012) bahwaminyak daun jeruk purut.dan minyak kulit buah jeruk
purut yang memiliki-komponen utama penyusunya seperti. sitronelal, a-terpineol,
terpinene-4-ol ““efektif mampu" melawan- bakteri-bakteri- yang~ menginfeksi
pernafasan dengan nilai. KHM, 0,06-68 mg/mL ‘dan 0,03-17,40-mg/mL. Penelitian
Chanthaphon (2008), menunjukkan bahwa komponen utama dari minyak kulit
buah jeruk purut yang'diekstrak dari etil asetat yaitu' limonene (31,64%), sitronelal
(25,96%), dan B-pinen (6,83%) mampu menghambat Sac. cerevisiae var, sake dan
B. ‘cereus ‘dengan nilai’ KHM " sebesar -0,28 “'mg/mL ' dan ‘0,56 mg/mL, " serta
menghambat L.-monocytaogenes;-A. fumigatus TISTR 3180 dan $..aureus.dengan
nilai KHM yang sama 1,13 mg/mL. Bahkan ekstrak minyak kulit buah juga dapat
membunuh: S.aureus, B: ‘cereus dengan‘nilai ' KBM: (Konsentrasi Bunuh 'Minimal)
yang sama baiknya-1,13 mg/mL, serta L. monocytogenes, A. fumigatus TISTR
3180 dengannilai-KBM yang sama 2,25 mg/mL.

Antibakteri didefinisikan sebagai.. bahan: jyang. - digunakan- . untuk
menghambat perkembangan bakteri dan mempunyai toksisitas selektif, dimana
bahan' tersebut hanya 'melemahkan- patogen  tetapi rtidak berpengaruh: pada

inangnya (Jawetz et al., 2010: 355). Secara umum,, variasi aktivitas-antibakteri
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mungkin imencerminkan perbedaan dalam:strukiur permukaan: sel-antara. gram-
negatif dan gram positif; gram-positif menjadi lebih rentan terhadap tindakan
asam' fenolik 'daripadabakteri “gram-negatif (Cueva-et al., 2010). Mekanisme
antibakteri yang. terjadi. tergantung pada karakteristik imasing-masing-komponen
minyak atsiri. ‘Salah satu” karakter yang dimiliki -oleh’ komponen minyak " yaitu
hidrofobisitasnya-yang-memungkinkan mereka untuk mempartisi-lipid rmembran
sel bakteri dan mitokondria, mengganggu struktur dan .rendering minyak yang
lebih ‘permeabel (Knobloch et al., 1986; Sikkema 'dkk., 1994). Kebocoran-ion dan
isi sel lainnya yang dapat terjadi.(Oosterhaven et al., 1995; Gustafson dkk., 1998;
Helander ‘et al.; 1998;“Cox ‘et al., 2000; Lambert et al., 2001; Skandamis dkk.,
2001; Carson et-al., 2002; Ultee; dkk:; 2002)., Meskipun,sejumlah-kebocoran dari
bakteri sel dapat ditoleransi tanpa kehilangan kelangsungan hidupnya, isi sel yang
banyak " hilang “atau" keluarnya ‘molekul > dan'ion’ penting: ‘akan: ‘menyebabkan
kematian (Denyer dan Hugo, 1991a).-Mekanisme antibakteri dapat digambarkan

pada Gambar 2:3

Coagulation  proton motive
i e ——_ force

0\ H
Leakage of [ —~ X\
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W and io1s / /
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Gambar 2.3 Mekanisme antibakteri (Burt et al, 2004)
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Mekanisme dari tindakan:sel bakteri dari- senyawa bioaktif tanaman seperti
degradasi dinding sel (Nychas & Tassou, 1999), kerusakan membran-sitoplasma
dan- membran-‘protein- (Lambert et “al., *2001), kebocoran -isi- sel,~ koagulasi
sitoplasma, dan-menipisnya.motif proton. secara paksa (Burt, 2004; Gyawali &
Ibrahim, 2014).

Beberapa - cara-'serangan suatu ) zat antibakteri -~ yang ‘menyebabkan
kerusakan pada salah satu struktur atau komposisi suatu sel mikroba diantaranya:
1) ‘Rusaknya dinding sel
Dinding sel yang merupakan. penutup, pelindung bagian sel.dan, berpartisipasi di
dalam proses—proses fisioligis tertentu dapat dirusak dengan-cara’ menghambat
pembentukannya,-penghambatan: pada sintesis dinding 'sel-(sintesis: peptidoglikan)
dengan menghalangi. langkah enzimatik dalam sintesis peptidoglikan. Kerusakan
pada dinding sel ‘akan berakibat terjadinya perubahan-perubahan-yang mengarah
pada kematian sel (Jawetz dan Adelberg, 1995).

2) ‘Rusaknya membransemipermiabel-(membran sitoplasmik)

Membran-. - semipermiabel - merupakan - -membran |.yang - berfungsi- untuk
mempertahankan integritas kandungan selular, membran ini juga secara selektif
mengatur-keluar: masuknya zat antara sel dan:lingkungan! luar,-serta tempat'untuk
bereaksinya suatu -enzim. Jika integritas fungsi . dari membran sitoplasma
terganggu, ' maka- makromolekul dan ‘ion-akan' loles ‘dari’ sel,~ dan terjadilah
kerusakan-atau kematian.sel (Jawetz dan.Adelberg, 1995).

3) Berubahnya permeabilitas sel

Membran-plasma: merupakan struktur: yang semipermeabel yang-mengendalikan

pengangkutan substansi metabolik kedalam dan keluar sel. Kerusakan membran

11
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ini akan 'mencegah berlangsungnya sejumlah biosintesis yang perlu /di . dalam
membran. Selain itu, kerusakan membran sel memungkinkan ion organik yang
penting, ' koenzim-dan asam-amino merembes keluar-sel dan mengakibatkan ‘sel
akan mati.

4) Rusaknya sintesis asam nukleat dan protein

Kelangsungan 'hidup' sel sangat-tergantung pada: terpeliharanya molekul-molekul
protein dan asam nukleat. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi
pada ‘pembentukan ‘atau ‘fungsi-zat-zat tersebut dapat mengakibatkan-kerusakan
total, pada.sel :(Pelczar dan Chan, 1986). Bahan antimikroba yang dapat merusak
(mendenaturasi) protein'dan asam nukleat tidak dapat diperbaiki lagi:

5) |Menghambat kerja enzim

Di dalam sel terdapat enzim dan protein yang membantu kelangsungan proses-
proses metabolisme sel. Aktifitas kerja enzim dapat dihambat oleh-zat-zat kimia
melalui berbagai rcara. .Zat kimia dapat. menginaktifkan,. mempengaruhi
pembentukan ‘atau bahkan 'mendenaturasi ‘(merusak)-enzim ‘(Pelczar-dan Chan,
1986)-

Pengukuran aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode in vitro
untuk 'menentukan potensi'suatu zat antibakteri dalam 'larutan; konsentrasi'suatu
zat. antibakteri terhadap dinding sel-dan jaringan, dan kepekaan suatu bakteri
terhadap “konsentrasi' yang - dikenakan. -Penentuan ‘kepekaan  bakteri  terhadap
antibakteri dapat-dilakukan dengan metode difusi. dan dilusi- (Choi. et: al.; .2006;
Jenie, 2003). Metode difusi adalah suatu "uji - aktivitas antibakteri dengan
menggunakan ' suatu’ cakram: kertas -saring,-atau cawan  yang ' berlubang yang

mengelilingi obat dalam jumlah tertentu ditempatkan pada pembenihan padat

12
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yang 'telah ditanami-dengan-biakan bakteri yang diperiksa setelah. pengeraman:
Daerah zona hambatan jernih' yang mengelilingi obat dianggap sebagai ukuran
kekuatan “hambatan-terhadap' bakteri yang-diuji. Kriteria'zona ‘hambat ‘menurut
David & Stout(1971) ditunjukkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Kriteria besarnya zona hambat

Diameter zona hambat' (mm)-|' Kriteria
<5mm Lemah
6:-10.mm Kuat

>20 mm Sangat kuat

Metode “uji aktivitas antibakteri: lainya ‘yaitu_metode ‘dilusi. Metode -ini
merupakan _suatu. uji aktivitas antibakteri dimana; sejumlah..zat antimikroba
dimasukkan-ke-dalam ‘medium ‘bakteriologi padat atau cair, biasanya digunakan
pengenceran-dua Kkali lipat. Metode dilusi-bermanfaat untuk-mengetahui-seberapa
banyak jumlah zat antimikroba yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan
atau’ membunuh: bakteri yang diuji. Semakin Kkecil konsentrasi yang digunakan
untuk membunuh bakteri menandakan semakin efektif zat antibakteri tersebut.

Salah- satu-bakteri ‘negatif yang sering' memyebabkan suatu penyakit yaitu
bakteri: Escherichiarcoli. (E.coli). Escherichia: coli, merupakan-jenis. bakteri yang
menguntungkan pada usus ‘manusia_sebagai flora normal, namun sering juga

ditemukan pada jaringan tubuh lain sebagai penyebab infeksi:

13
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2.4 Bkteri E.coli*(Scince Daily, 008) 2

Gambar

Bakteri ‘ini berbentuk -batang pendek (kokobasil), termasuk jenis Gram
negatif, berukuran 0,4-0,7 pum-x 1,4 um; diketahui beberapa’ strain rmemiliki
kapsul (Karsinah et al., 2010). E. coli diketahui merupakan. penyebab utama
infeksi 'usus-yang menyebabkan diare terutama pada anak-anak-yang ‘banyak
dikenal dengan. sebutan travelers diarrhea. -Selain; diare, penyakit-lain yang
disebabkan oleh “E.-coli ‘diantaranya “adalah infeksi-saluran -kemih-mulai ' dari
sistitis, hingga pielonefritis yang diketahui E.-coli.merupakan penyebab lebih dari
85% kasus. Ada juga infeksi-luka yang disebabkan oleh E. coli, terutama pada
luka abdomen (Karsinah et al.,;2010). Habitat E:coli secara alamiah hidup pada
saluran gastrointestinal hewan berdarah panas dan.manusia. Bakteri ini dapat
menjadi- patogen- bila~mencapai jaringan-di luar saluranair ‘kemih,~'saluran
empedu, paru-paru atau.otak yang menyebabkan peradangan.pada tempat tersebut

(Sjo”lund et al., 2009).
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BAB I

KERANGKA KONSEP

3.1. Kerangka Konsep Penelitian
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Minyak Atsiri Jeruk Purut

)
2

Minyak Jeruk Purut Minyak Jeruk Purut Minyak Jeruk Purut
Daun Ranting Kulit Buah

Minyak Jeruk Purut
Fraksinasi
|

Monoterpenoid Hidrokarbon
dan Teroksigenasi :
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Sitronelal, linalool, B-pinen,
limonene, sabinen.

Rasio monoterpenoid Hidrokarbon
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(MH) dan monoterpenoid

2
£

Teroksigenasi (MO)

Uji Aktivitas Antibakteri E.coli

Difusi Sumuran Metode Dilusi

| REPOSITORY.UB.ACID |

Gambar 3.1 Kerangka konsep penelitian
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3.2.Penjelasan Kerangka Konsep Penelitian

Minyak atsiri- jeruk purut diperoleh’dari jalur metabolit-sekunder tanaman
jeruk purut. -Jalur -metabolit , sekunder . menghasilkan -berbagai .macam. jenis
komponen ‘bergantung-pada ‘masing-masing- bagian,-seperti daun; ranting, dan
kulit buah. Komponen-penyusun minyak-jeruk mayoritas merupakan-komponen
monoterpenoid.  Komponen -monoterpenoid sendiri terdiri dari monoterpen
hidrokarbon-dan teroksigenasi. Komponen tersebut pada masing-masing minyak
memiliki komposisi-yang berbeda bergantung pada jalur. metabolit sekunder dan
metode - pemisahanya.~ Komponen dengan—komposisi''yang- bervariasi 'dapat
menentukan aktivitas biologisnya.

Aktifitas biologis minyak jeruk purut telah diketahui seperti larvasida,
antioksidan ~dan - antibakteri. /-/Aktivitas-aktivitas'  tersebut: rdapat: dikarenakan
komponen penyusun minyak yang merupakan monoterpenoid hidrokarbon (MH)
dan- ‘terosigenasinya ' <(MO)' ' yang ' “bervariasi. Beberapa ' ‘peneliti - seperti
Wungsintaweekul (2010) melaporkan bahwa minyak jeruk purut dari daun dengan
komposisi penyusun MO ‘3’ kali lebih tinggi menunjukkan aktivitas antimikroba.
Sementara Lan-phi (2015) melaporkan bahwa minyak jeruk-purut-dari kulit buah
dengan. komposisi utama .penyusun. MH lebih tinggi dari MO menunjukkan
aktivitas antibakteri dan antioksidan yang lebih tinggi. Hal tersebut-menunjukkan
bahwa - aktifitas. biologis. minyak yang  salah satunya :yaitu. antibakteri .dapat
dikarenakan oleh-komposisi-‘monoterpen hidrokarbon-dan teroksigenasinya yang
bervariasi- Sementara aktifitas antibakteri yang rendah pada minyak dapat: diolah

menjadi minyak dengan komposisi_Kimia yang bervariasi. Komposisi yang

16



REPOSITORY.UB.ACID |

|

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

)
2

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

<
<
=
<
e
e

UNIVERSITAS

2
£

| REPOSITORY.UB.ACID |

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

—~
g

bervariasi: pada: minyak ' dapat-:diperolehdengan. detilasi fraksinasi.  Destilasi
fraksinasi _merupakan pendekatan -pemisahan ‘komponen senyawa _dengan
perbedaan’ titik-didih 'berdekatan Aktivitas antibakteri’ pada’ minyak ‘dapat diuji

menggunakan metode difusi dan dilusi-pada berbagai macam. kosentrasi:

3:3.Hipotesis
1. Minyak -atsiri jeruk: pururt dari-daun, ranting; -dan-kulit-buah -memiliki

aktivitas antibakteri terhadap bakteri E.coli.

2. /Fraksi’ minyak “atsiri' jeruk pururtdari> daun, ranting, dan kulit buah
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri . E.coli.

3. '"Korelasi antara ‘komposisi MH dan ‘MO dari minyak- atsiri-jeruk purut dan

fraksi minyak atsiri jeruk purutiterhadap besarnya zona hambat

17
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1.Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan™di Laboratorium ‘Kimia Organik ‘untuk preparasi
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minyak: atsiri-jeruk-purut;  Lab. Pusat Kimia LIPI 'di Serpong untuk destilasi

A
W

fraksinasi . dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika. dan Hmu
Pengetahuan “Alam, "Universitas Brawijaya untuk 'uji-aktifitas ‘antibakteri.

Renelitian:ini dilakukan pada Bulan Agustus 2015 - Mei 2016.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

4,2.Variabel Penelitian
4.2.1. Variabel Terikat
-/ Diameter zona hambat
- Jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada media NAP_(Nutrient Agar

Plate)
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4,22~ Variabel Bebas

2
£

- Jenis minyak (MJP-D, MJP-R, MJP-KB fraksi minyak A, B, C, D, dan
E)

- Komposisi._monoterpenoid, hidrokarbon . (MH) dan _monoterpenoid

| REPOSITORY.UB.ACID |

teroksigenasi (MO)

-~ Konsentrasi-minyak (100 pL/ml,-300-puL/ml;.dan.500;pL/ml)

18
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4.3 .Bahan dan:Alat Penelitian

43.1.

4.3.2.

Bahan

Bahan 'sampel yang digunakan''dalam- penelitianini yaitu daun,
ranting; - buah . jeruk . purut yang. diperoleh, dari . kebun; Lab:: Lapangan
PUREA" Kesamben, “Blitar, dan 'sampel ‘minyak ‘atsiri jeruk purut dari
ranting’ ~yang r -diperoleh: dari ~hasil. 'produksi; petani’-lokal - :;Ngunut;
Tulungagung, Indonesia. Bahan kimia yang digunakan.dalam. penelitian
ini”yaitu natrium'sulfat anhidrat, media‘agar NA (Nutrient-Agar), media
NB (Nutrient Broth), aquades,.alkohol.. Isolat bakteri uji dalam: penelitian
ini- yaitu bakteri E.coli ‘yang diperoleh dari Lab. Mikrobiologi Fakultas
Matematika dan llmuRengetahuan Alam; Universitas Brawijaya.
Alat

Alat “destilasi \/yang “digunakan ' dalam " penelitian —ini' " yaitu
seperangkat alat destilasi uap-dan destilasi fraksinasi (spesifikasi PiloDist
104-VTU dengan panjang kolom 2'm-dan jumlahstage 120), dan beberapa
alat kaca seperti corong-pisah, erlenmeyer, . dan-beaker glass. Alat .untuk
analisis “minyak jeruk " purut ‘seperti neraca analitik, piknometer,
refraktometer. ' tipe' Abbe, dan: GC-MS" (Gas ' Chromatography-Mass
Spectrophotometer) tipe Shimadzu QP 2010S.

Alat untuk aktifitas antibakteriyang digunakan dalam-penelitian-ini
yaitu-ose, tabung. reaksi, vortex,inkubator; kaca spreader, neraca -analitik,
erlenmeyer, cawan petri, pengaduk, kapas, pinset, coke bore, mikro pipet,

mikroskop, autoklaf, hemasitometer.

4.4, Tahapan Penelitian
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Adapun tahapan penelitian meliputi:

1.

2.

Preparasi Sampel Penelitian.

1.1.Destilasi-Air-Uap Minyak Jeruk Purut.

1.2.DestilasiiFraksinasi Minyak Jeruk Purut.

Analisis Fisika-Kimia Minyak Jeruk Purut.

2:1.Penentuan Berat Jenis.

2.2.Penentuan Indeks bias.

2.3.Analisis dengan GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectrophotometer).

Uji Aktifitas Antibakteri

3:1.Sterilisasi:alat;

3.2.Pembuatan media Nutrien Agar (NA) dan Nutrien Broth (NB).

3.3.Peremajaan biakan murni bakteri:

3.4 .Pembuatan suspensi bakteri.

3.5.Uji aktifitas-antibakteri dengan‘metode difusi agar sumuran.

3:6.Pengujian Antibakteri Konsentrasi-Bunuh Minimal (KBM)

4. Analisis Data

45. Prosedur Penelitian

45.1.

Preparasi-Sampel Penelitian

4.5.1.1.Destilasi Air-Uap Minyak Jeruk Purut

Ditimbang 2 Kg daun jeruk purut’dimasukkan dalam Ketel ‘uap
untuk: * ~didestilasi air-uap selama 4 jam, dengan cara: yang sama untuk

sampel kulit-buah. Distilat yang mengandung, minyak dan air dimasukkan
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dalam corong 'pisah. -Lapisan minyak: dipisahkan kemudian: ditambahkan
natrium sulfat anhidrat untuk menyerap partikel air yang masih.bercampur.
Selanjutnya ‘minyak disimpan ‘dalam-wadah yang-kedap ‘udara disimpan
dalam suhu 4°.C. Hasil destilasi minyak-dianalisis menggunakan GC-MS.

Proses destilasi ini dapat dilihat pada Lampiran2.1.
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4.5.1.2.Destilasi Fraksinasi Minyak Jeruk Purut
Diambil-'sebanyak 2 'Lminyak atsiri- jeruk ' purut-dari-ranting,
dimasukkandalam . labu alas. bulat - kemudian. . didestilasi. . dibawah

penurunan’ tekanan hingga 5 mbar. Selama destilasi berfangsung' diatur

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

rasio- reflux-20/10. -Penampungan - setiap fraksi didasarkan-atas: hasil
perhitungan volume- teoritis dari kromatogram GC-MS minyak jeruk purut
dari ranting.” "Hasil ‘fraksinasi ‘dianalisis 'menggunakan ' GC-MS. 'Proses
destilasi  ini-—.dapat. dilihat pada Lampiran 2.2.. Hasil . fraksinasi_yang

digunakan-dalam penelitian ini yaitu-minyak fraksi A, B, C, D, danE.
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4.5.2. Analisis Kimia Minyak Jeruk Purut
4:5.21.Analisis GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrophotometer)
Sampel minyak atsiri jeruk purut atau fraksi diambil dengan siring
sebanyak 1 pL-yang-diinjeksikan ke -GC-MS-(tipe ‘Shimadzu QP '2010S)

dilengkapi-dengan kolom kapiler. (panjang-30m, diameter dalam.0,25mm)

| REPOSITORY.UB.ACID |

dengan Kkondisi operasi sebagai berikut: sistem elektron yang ditembakan
dengan’ ~energi - ionisasi-; sebesar  70eV  (temperatur -injektor 1 300° :C;

temperatur detektor 320°C; tekanan 12 Pa). Temperatur kolom awalnya
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pada-suhu: 50°-C; dan’mengalamic kenaikan' temperatur sampai-260°:C
dengan.peningkatan temperatur, 5° C/menit."Gas pembawa yang digunakan
adalah' Helium ‘dengan; laju sebesar-3°mli/menit. Komponen-diidentifikasi
dengan: membandingkan waktu. retensi: dan, struktur. senyawa ditentukan

dengan -membandingkan‘spektra massa dalam NBS75K library dari sistem
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GC+MS (Adam; 2001):
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4.5.3. ''Uji Aktifitas Antibakteri
45.3.1.Sterilisasi Alat

Sterilisasi® alat ' dilakukan'sebelum’ semua “peralatan “digunakan,

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

dengan: .cara-semua-alat dibungkus-dengan menggunakan Kkertas atau
alumunium foil lalu -disterilkan” dalam autoklaf pada 121°C dengan

tekanan 15 psi‘selama’20-30 menit.

4.5:3.2.Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)-dan Nutrien Broth (NB)
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Pembuatan - media NA' (Nutrient -Agar), dilakukan- dengan cara
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serbuk media NA ditimbang sebanyak 4 gram dan dilarutkan dalam 200
ml- ‘aquades dalam ' erlenmeyer- dan- ditutup._aluminium- foil. ' Suspensi
dipanaskan hingga . mendidih-lalu disterilkan dalam autoklaf-dan diatur
pada suhu-121°C dengan tekanan-15-psi selama 20-30 menit.-Kemudian

media;yang:-telah steril. dimasukkan :dalam tabung-tabung :reaksi:dan

| REPOSITORY.UB.ACID |

ditutup kapas yang diletakkan dalam posisi-miring hingga agar membeku.

Proses pembuatan'media NA dapat dilihat pada Lampiran'3:1.
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Pembuatan, media NB-dilakukan dengan cara-serbuk media NB
ditimbang sebanyak 0,9 gram dan dilarutkan dalam 100 ml aquades dalam
Erlenmeyer dan- ditutup-aluminium-foil. Suspensi-di' autoklaf-pada suhu
121°C .dengan .tekanan,.15 psi.selama 20-30; menit. .Proses;pembuatan

media NB dapat dilihat' pada Lampiran 3.2.
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4.5.3.3.Peremajaan Biakan Murni Bakteri
Biakan murni-dari bakteri diremajakan pada media agar miring NA
yang.telah. membeku, dengan:cara 1 jarum ose biakan bakteri-dari kultur

murni digoreskan pada media agar -miring NA secara aseptis.-Kemudian

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

media agar miring di;inkubasi selama 18-24 jampada suhu 37°C: dalam

inkubator. Proses peremajaan bakteri ini dapat dilihat pada Lampiran 3:3.

4.5.3.4:.Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan' suspensi bakteri-dilakukan-dengan menyiapkan ‘media
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cair NB_steril dalam tabung reaksi. Kulturdari agar-miring-diambil. 1 ose
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kemudian diinokulasi pada media NB. Media selanjutnya di vortex untuk
dihomogenkan ‘dan  diinkubasi ‘'selama 24 /jampada -suhu- 37°Cdalam
inkubator. Langkah selanjutnya, sebanyak 1. ml. kultur bakteri_ dari NB
dimasukkan ke 9 ml media NB: Suspensi-tersebut merupakan pengenceran

107", .Pengenceran, dilakukan 'sampai-diperkirakan_jumlah. bakteri adalah

| REPOSITORY.UB.ACID |

10°" CFU/mI ' yang “dihitung secara ‘langsung ‘dengan menggunakan
hemositometer (Oktavia;2013).-Proses :pembuatan: suspensi : bakteri: :ini

dapat dilihat pada Lampiran 3.4.
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4:5.3.5:Metode Difusi Agar:Sumuran
Uji -aktivitas = antibakteri dari ~ minyak _atsiri -ditentukan
menggunakan ' metode difusi sumuran (Sarikurkcu, 2015) dengan sedikit
modifikasi. Cawan. petri-yang telah berisi agar;NA, ditambahkan suspensi

bakteri yang akan diujikan dengan konsentrasi suspensi ‘sel"yang telah
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ditentukan: yaitu' sebesar 10%-CFU/mlI sebanyak ' 100 pL: ‘menggunakan
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mikropipet, dan diratakan menggunakan kaca spreader.. Pada.media agar
NA' dibuat lubang' 'sumuran ‘dengan menggunakan ' coke “bore-‘dengan
diameter.6 mm. Larutan sampel minyak dibuat. dengan: konsentrasi- 500

pL/ml; 300 -pL/ml; ~100 pL/ml; alkohol  sebagai kontrol" positif, ‘dan

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

agquades:sebagai: kontrol-negatif,. masing-masing-dari konsentrasi-tersebut
dimasukkan 50 pL ‘kedalam masing-masing sumuran. Proses_pembuatan
larutan ‘dengan ' konsentrasi yang telah iditentukan 'dapat- dilihat' pada
Lampiran_4.1. Cawan petri yang. telah berisi minyak yang diujika pada

masing-masing ‘sumuran-diinkubasi-selama 24-jam‘pada suhu 37°C."Zona
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hambat pada-uji. antibakteri ini diamati dengan-mengukur besarnya zona
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bening dengan menggunakan jangka sorong. Proses uji bakteri ini dapat

dilihat' pada Lampiran:3.5.

4.5.3.6.Metode-Dilusi

Uji- aktivitas, . antibakteri - -juga - dapat - ditentukan . -.dengan

| REPOSITORY.UB.ACID |

menggunakan metode dilusi. Metode ini-biasa dikenal dengan penentuan
Konsentrasi -Bunuh; -Minimal- (KBM). - Metode ' pengujian: KBM ' yang

digunakan sesuai dengan Zhang (2016) dengan sedikit ‘modifikasi.
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454.

Langkah pertama 1 ml'NB masing-masing dimasukkan-ke-dalam 9 tabung
uji, lalu ditambahkan 1 ml sampel minyak kedalam tabung pertama dan
dibuat' pengenceran berseri dari- konsentrasi 50 'pL/ml-1;56 pL/ml serta
kontrol -berupa. .minyak, Original- Inokulum;.(Ol), .dan ..etanol. . 96%.
Perhitungan pengenceran minyak - dapat - dilihat” ‘pada “Lampiran 4.2
Selanjutnya suspensi:-bakteri uji-sebanyak 1 ml ditambahkan ke :masing-
masing.tabung dan diinkubasi pada 120 rpm dalam shaker inkubator untuk
semalam. Selanjutnya’'0,1 ml dari setiap pengeceran ‘seri di-pourplate pada
media. NAP;(Nutrient Agar (Plate). Setelah: itu, media uji di. inkubasi
selama 24-jam dan dilakukan pengamatan ada tidaknya koloni."Proses‘uji

bakteriini-dapat dilihat pada Lampiran 3:6:

Analisis Data

Korelasi antara. kompaosisi monoterpenoid: hidrokarbon (MH) -atau
teroksigenasi-(MO) dengan zona hambat-dianalisis' menggunakan-korelasi
pearson- pada- SPSS-,16. Hasil-yang diperoleh,  diperiksa-dengan. taraf

signifikan 5% (0=0,05).
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BAB V

HASIL DAN,PEMBAHASAN

5.1. Aktivitas - Antibakteri -Minyak Atsiri-Jeruk Purut.Yang Berasal dari

Daun, Ranting, dan Kulit Buah terhadap Bakteri E.coli.
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5:1.1: Hasil:Analisis Komposisi Minyak Atsiri Jeruk Purut
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Pada penelitian ini untuk memperoleh minyak jeruk purut dari daun (MJP-
D), ranting’ (MJP=-R), dan kulit buah (MJP-KB) dapat dilakukan dengan ‘destilasi
uap.; Metode ini digunakan.untuk memperoleh- minyak dengan tekanan. rendah

hingga tekanan-tinggi.~Hal ‘ini ‘dapat mempengaruhi-besarnya sel dan' pori-pori
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bahan-untuk-mengeluarkan minyak, sehingga diperoleh minyak: yang tidak mudah
terdekomposisi. Hasil minyak jeruk purut dari’ masing-masing bahan yang
diperoleh;'selanjutnya ' \dianalisis menggunakan' Gas ''Chromatography-Mass
Spectrophotometer (GC-MS) untuk -mengetahui.komposisi. penyusun.masing-

masing minyak-jeruk purut:'Komposisi ‘penyusun masing-masing-minyak' pada
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GC-MS mengalami-fragmentasi ion-molekul: yang ' khas dan :selanjutnya akan
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ditangkap detector yang berupa kromatogram TIC (Total lonic Chromatogram).
Kromatogram tersebut didasarkan atas urotan titik didih senyawa yang sebanding
dengan massa molekul senyawa. Massa molekul senyawa tersebut ditentukan pola
fragmentasinya-'melalui "Library Mass 'Spectra’ tersebut, -sehinggga diperoleh

komponen. senyawaryang, menyusun minyak tersebut: Hasil kromatogram-analisis

| REPOSITORY.UB.ACID |

GC-MS komponen penyusun minyak masing-masing dapat dilihat pada Lampiran
15, sedangkan ‘hasil: komponen minyak atsiri’ jeruk’ purut-yang -telah dianalisis

disajikan pada Tabel 5.1.
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< Tabel 5.1 Komponen minyak jeruk purut dari daun, ranting dan kulit buah
P No Nama Senyawa MJP-D (%) MJIP-KB"(%0) MJP-R (%)
< 1 Peladren - 0,1 -
2 = 2 o-Pinen - 1,56 -
= ; 3 Sabinen 2,79 9,21 5,91
2 4 B-Pinen 0,33 21,44 1,24
w <L 5 B -Micren 1,04 1,98 1,27
= 6 Cimene ) 0,34 0,8
% fas) 7 o, ~Terpinene - 1,23 -
8 Limonen 0,13 12,59 0,9
N 9 f3-Ocimen 0,44 - 1,56
> 10 y-Terpinen - 2,29 0,51
11 Linalol oksida 0,7 3,29 -
12 Linalol oksida 0,33 1,57 0,69
13 Terpenilona - 0,62 -
. 14 Linalool 3,46 4,23 13,11
1S 15 Sitronelal 85,07 20,91 464
|S 16 Isopulegol . - 1,57
% ; 17 Terpenen-4-ol - 11,93 1,52
| 18 a-Terpeniol - 5,16 -
|8 19 2-nitrooctan=1-ol 0,93
| 20 Sitronelil asetat 2,77 0,46 6,76
= 21 Geranil-asetat 0,61 0,43 0,77
22 Bisiklo-Germakren 0,3 - -
< 23 Kopaene - 0,18 -
>_ 24 Karyopilen 1,77 0,24 1,48
< 25 Kadinen 0,22 0,23 -
26 Nerodinol - - 1,11
2 - 27 fB-sitronelol - - 11,03
E ; 28 B-sitronelol 0,59
o 29 5,9-Dimethyl-1-Decanol - - 1,86
wi < % Identifikasi 99,96 99,35 100
= e Keterangan: MJP-D:minyak-jeruk dari-daun, MJP-R:minyak jerukidari ranting; MJP-KB:minyak
S0 jeruk dari kulit buah

-g::,:._

Dari Tabel 5:1 diperolen kompasisi penyusun minyak. atsiri jeruk. purut
dari” daun  (MJP-D), ranting (MJP-R) dan ‘kulit buah (MJP-KB) mengandung

berbagai-macam: campuran kompoisisi senyawa: Hasil ‘analisis-berat molekul dari

kromatogram .GC-MS menunjukkan 29 komponen terdapat pada ketiga minyak

dengan' persentase -“komponen- utama- penyusun’ minyak ' jeruk- purut’ yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

bervariasi.. Persentase komponen utama. penyusun. minyak, atsiri; jeruk:purut: dari
daun ' (MJP-D)diperoleh sitronelal (85,07%), linalool (3,46%), dan ~sabinen

(2,79%), sedangkan pada sampel minyak astiri jeruk’ purut dari kulit buah (MJP-
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KB) diperoleh B=pinen (21,44%), sitronelal-(20,91%), dan: limonene (12,59%):
Persentase komponen utama penyusun minyak atsiri_jeruk purut dari_ranting
(MJP-R) “yaitu -sitronelal '/(46,4%), linalool (13,11%), dan-sitronelol-(11,03%).
Struktur . komponen:utama .penyusun .minyak - jeruk ; purut -dapat. dilihat. pada
Gambar 2.2.

Hasil- yang tidak jauh berbeda dilakukan-oleh /Khasanah (2015) dengan
mendestilasi uap daun jeruk ‘purut yang diperoleh dari Pasar, Legi,. Surakarta
menghasilkan - MJP-D-"'dengan- komposisi--penyusun ''utama’ ' yaitu- 'sitronelal
(64,51%),. B-sitronelol... (10,71%), linalool .. (5,54%); . .dan .trans-caryophylene
(5,31%). Perbedaanhasil komponen penyusun minyak atsiri-jeruk purut dari daun
(MJP-D) dapat dikarenakan-perbedaan: letak- geografis tanaman: dan liklim: suatu
daerah tanaman tersebut yang dapat mempengaruhi kadar komponen penyusun
minyak atsiri ' (Nickavar, 12004). Komponen ' utama. penyusun -MJP-KB'" 'yang
dilakukan_ oleh Noor. (1999) yaitu B-pinen. (23,45%), -sabinen (20,13%), dan
sitronelal (12,56%) dengan cara-mengekstrak-kulit buah jeruk purut-selama '3 jam,
perbedaan. komposisi -komponen penyusun, minyak jeruk . purut -dari-kulit, buah
(MJP-KB) pada penilitian ini dapat dikarenakan  perbedaan metode yang
digunakan untuk memperoleh minyak: Selain:itu, faktor-faktor-yang berhubungan
dengan. tanaman itu-sendiri_seperti bagian dari tanaman, kondisi pemeliharaan,
tingkat' kematangan dari'tanaman, dan-penyimpanan-suatu-tanaman (Vieira dan

Simon 2000, Tawatsin et al. 2001).
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5:1.2: Hasil; Aktivitas: Antibakteri Minyak Jeruk Purut Daun,-Ranting dan

Kulit Buah terhadap bakteri-E.coli

Penentuan-aktivitas antibakteri pada penelitian-ini dilakukan menggunakan
metode difusi dan dilusi..Metode difusi.digunakan untuk.mengetahui kerentanan
antibakteri yang digunakan sebagai prosedur awal (Donato et al, 2015). Pada
penelitian-ini. metode difusi dipilih menggunakan metode sumuran: karena:metode
ini umumnya digunakan untuk screening aktivitas antibakteri (Burt et al, 2004).
Metode difusi sumuran-menghasilkan zona bening disekitar-lubang sumuran pada
media yang.telah dibiakan bakteri uji-dalam penelitian ini yaitu E.coli:-Hasil zona
hambat 'yang diperoleh ‘dikategorikan ‘menggunakan- kategori David-and ' stout
(1971) yang-mana <-5-mm memiliki kategori lemah, 6-10 mm: memiliki kategori
kuat dan > 20 mm dengan kategori sangat kuat. Pada penelitian ini konsentrasi
yang 'diujikan ' yaitu—konsentrasi: 100,300, dan 500" puL/ml." Hasil-zona ‘hambat
masing-masing minyak dan_konsentrasi_dapat dilihat pada Lampiran 5. Hasil
rerata zona hambat dari-masing-masing minyak dan kensentrasi dapat dilihat pada

Tabel-5.2:

Tabel 5.2, Reratahasil zona‘hambat minyak atsiri jeruk purut

Sampel Hasil Zona Hambat (mm)
100 . 300 . 500 .
Konsentrasi pL/ml Kategort ul/ml Kptshoy uL/mi KR!
MJIP-D 18,7 Kuat 21,0 Sangat-Kuat 24,1 Sangat Kuat
MJP-R 14,4 Kuat 16,1 Kuat 19,9 Kuat
MJP-KB 21,6 Sangat Kuat 30,7 Sangat Kuat 324 Sangat Kuat

Keterangan: MJP-D:-Minyak jeruk: purut daun; MJIR-R:~Minyakjeruk- purut-ranting, -MJP-KB;:
Minyak jeruk purut kulit buah.

DariTabel 5.2 ketiga jenis minyak padadiperoleh-zona hambat, hal ;ini
menandakan Kketiga  jenis ‘minyak jeruk purut memiliki aktivitas —antibakteri

terhadap “bakteri- E.colii/! Aktivitas -antibakteri’ ketiga 'minyak - jeruk: purut:
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menghasilkan zona hambat yang bervariasi. Bervariasinya besarnya. zona hambat
pada penelitian ini dapat dikarenakan pengaruh konsentrasi dan jenis minyak yang
digunakan dalam pengujian. ‘Terdapatnya pengaruh konsentrasi-terhadap besarnya

rata-rata zona hambat dapat dilihat pada Gambar 5.1.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
10 '/./I MJIP-KB
30 —8-MJP-R
20 - — o — —o—MJP-D
10 -

0 T T 1
100 300 500

Zona Hambat (mm)

Kosentrasi (uL/ml)

Gambar 5:1 Pengaruh konsentrasi terhadap zona hambat

Gambar 5.1 >menunjukkan bahwa -konsentrasi.-mempengaruhi -besarnya
zona hambat, hal tersebut ditunjukkan pada ketiga jenis sampel pada konsentrasi
100 pL/ml besarnya rata-rata:zona hambat:mengalami kenaikan pada konsentrasi
500 pL/ml. Pengaruh besarnya konsentrasi terhadap besarnya rata-rata zona
hambat dapat dikarenakan'pengaruh peningkatan jumlah komponen aktif dalam
minyak. yang diujikan.sehingga mempengaruhi. aktifitas .zona thambat . tersebut
(\Varahalarao dan Kaladhar, 2012; Sekar et al., 2012). Pengaruh besarnya rata-rata
zona hambat juga dikarenakan; perbedaan -jenis: minyak -uji: yang -digunakan;
perbedaan tersebut dapat ditunjukkan pada Gambar 5.1 maupun Tabel 5.2 yang
menunjukkan 'bahwa’ sampel'minyak’ jeruk purut 'kulit buah (MJIP-KB) memiliki

rata-rata zona hambat dengan kategori sangat -kuat diikuti konsentrasi-yang terus
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meningkat. Hal ini dikarenakan aktivitas dari-minyak jeruk purut kulit buah (MJP-
KB),dapat dihubungkan dengan kehadiran dari konstituen dari komponen utama
minyak dari-segala minyak yang diujikan-(Nikolic et al, 2014). Komponen utama
penyusun.sampel. minyak : MJP-KB rpada penelitian ini . yaitu p-pinen.21,44%

dimana mekanisme f—pinen mampu menghancurkan-integritas selular' sehingga
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menghambat proses respirasi dan transportasi-ion:(Zhu et al,;2012).
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Aktivitas antibakteri juga dapat diketahui melalui metode dilusi. Pada
metode ini zat antimikroba dimasukkan ke ‘dalam 'media cair yang telah 'diisi ‘oleh

bakteri E.coli-dan dilakukan pengenceran. berseri, penentuan aktivitas-antibakteri

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

yang ' baik ' dapat” dilihat’ dari “konsentrasi “terendah dari-minyak atsiri "yang

menandakan tidak adanya pertumbuhan bakteri atau jumlah koloninya kurang dari
0,1% dari jumlah koloni dari-Ol (Original Inokulum). Pada penelitian ini hasil
pertumbuhan: bakteri 'untuk ‘pengujian ‘minyak ‘jeruk purut: dari -daun: (MJP-D),
ranting: (MJP-R), dan kulit buah (MJP-KB). dapat dilihat. pada Lampiran 6,

sedangkan hasil rata-rata pertumbuhan bakteri dari-MJP-D, MJP-R; dan MIP-KB
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disajikan pada Tabel" 5.3.
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Tabel 5.3 Hasil rata-rata pertumbuhan bakteri dari MJP-D, MJP-R, dan MJP-KB

Sampel Pertumbuhan bakteri (CFU/ml)
g] 50 25 125 6,25 3,12 1,56 (CF%'/mI)
}' 3 Konsentrasi pl/mli puL/ml pLE/ml pL/ml pUE/ml HL/ml
|2 MJP:D 0 0 2,040° 2510° 3.0.10° 43.10°
|2 MIP-R 4,6.10°, .. 4,9.10 4,4.10° 6.10° 1,6.10° 2,4.10° 6.10°
| & MIP-KB 0 0 0 0 1,8.10° 37.10°
1©]

Keterangan: MJP-D: Minyak jeruk-purut daun, ‘MJP-R: Minyak jeruk purut ranting, MJP-KB:
Minyak jeruk purut kulit buah.

Dari Tabel 5.3 diperoleh bahwa minyak jeruk purut kulit buah (MJP-KB)

menunjukkan aktivitas-antibakteri yang:lebih baik dari:MJIP-D 'dan MJP-R. Hal
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tersebut ditunjukkan-bahwa MJP-KB diperoleh'pada konsentrasi 6,25 pl-/ml tidak
terdapat pertumbuhan bakteri, begitu juga pada,MJP-D pada konsentrasi 25 pL/ml
tidak terdapat pertumbuhan bakteri, sedangkan MJP-R pada konsentrasi 50 pL/ml
masih. terdapat. pertumbuhan, .. koloni.. bakteri. - Kecenderungan .. pertambahan

konsentrasi “dengan ' pertumbuhan "bakteri dari’ ketiga “jenis minyak = juga
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ditunjukkan pada Gambar 5.2.
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Gambar 5.2-Jumlah koloni bakteri.dari ketiga;jenis minyak jeruk purut
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Gambar:; -5.2: - menunjukkan -bahwa; ‘dengan - semakin . meningkatnya
konsentrasi semakin_sedikit bakteri yang tumbuh; hal ini dikarenakan semakin

bertambahnya volume yang digunakan, semakin besar pula‘komponen-aktif yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

terkandung dalam minyak (Parekh et-al, 2007). Hasil pertumbuhan bakteri juga

dipengaruhi oleh perbedaan ‘sampel minyak yang digunakan, yang-mana minyak

jeruk kulit. buah-(MJP-KB) menunjukkan-tidak: adanya pertumbuhan bakteri pada
konsentrasi yang paling kecil-yaitu 6,25 pL/ml. Hal tersebut dapat dikarenakan
pengaruh-komponen: utama jpenyusun. minyak 'yang dapat ‘memberikan aktivitas

antibakteri (Hoferl et al, 2009). Komponen utama penyusun minyak diperoleh
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dari ‘analisis; | yaitu ~B=pinen, yang mana komponen a-pinen, $-pinen  telah
dilaporkan memiliki-efek antibakteri yang kuat (Dorman dan Deans, 2000; Sassi

et al., 2008).

5.2 Aktivitas Antibakteri “Fraksi-Fraksi “Minyak - Jeruk “Purut Terhadap

BRAWIJAYA
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Bakteri E.coli
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5.2.1. Hasil Analisis Komposisi Fraksi-Fraksi Minyak Jeruk Purut
Berdasarkan:hasil ' penelitian yang “telah, dilakukan® diperoleh 'bahwa
aktivitas antibakteri-pada MJP-KB diperoleh memiliki.aktivitas: yang-lebih, baik

dari- MJP-D’ maupun“~MJP-R “pada  metode - difusi- dandilusinya:" Aktivitas

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

antibakteri 'yang rendah: dapat  dikarenakan, komposisipenyusun:MJP-R. seperti
sitronelal maupun B—pinen yang rendah. Komposisi penyusun utama MJP-R yang
rendah dapat ‘ditingkatkan ' dengan - destilasi ©fraksinasi. Destilasi  fraksinasi
dilakukan untuk meningkatkan komponen aktif yang. terdapat pada minyak

berdasarkan titik didih antar komponen ‘yang berdekatan. Hasil-destilast fraksinasi
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diperoleh-yaitu -lima:minyak-fraksi yang-berdasarkan Jinterval-suhunya; fraksi-A
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(63,00 — 70,01°C), fraksi B'(71,30 — 70,80° C), fraksi C (74,50 — 74,20° C), fraksi
D (74,20 =74,00° C) dan'fraksi‘E (72;90/=91,10° C). Komposisi penyusun fraksi
minyak juga dianalisis GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrophotometer)
dengan * ‘data “yang' ~diperoleh berupa‘ -kromatogram - TIC~ (Total ‘"lonic

Chromatogram). Hasil analisis GC-MS yang.berupa kromatogram masing-masing

| REPOSITORY.UB.ACID |

fraksi minyak dapat dilthat pada Lampiran 15, sedangkan hasil analisis komponen

penyusun-fraksi-minyak dari-hasil analisis GC-MS dilihat pada Tabel 5.4
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PadaTabel 5.4 diperoleh: bahwa:kamposisi penyusun fraksi. minyak: dari
masing-masing fraksi bervariasi. Pada fraksi minyak A diperoleh komponen yang
memiliki “kadar- tertinggi ' diperoleh ‘pada “senyawa sitronelal- (32,48%), ‘diikuti
sabinen, (19,83%), dan linalool (8,17%). Fraksi. minyak: B. diperoleh-komponen

yang paling tinggi vyaitu sitronelal” (50,65%), diikuti linalool*(12,94%), ‘dan
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sabinen (9,00%),-begitu' juga ‘fraksi minyak-C yaitu sitronelal (74,94%); diikuti

A
W

linalool (20,13%), dan isopulegol (3,08%). Fraksi-‘minyak D diperoleh sitronelal
(84,86%), diikuti-linalool (6;13%), dan‘isopulegol (4,35%), hasil yang sama juga
diperoleh.pada. fraksi -minyak E vaitu sitronelal . (36,83%), - diikutiisopulegol

(2,09%) dan‘linalool(0,65%).
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Tabel 5.4. Komposisi fraksi minyak jeruk purut

No Nama Senyawa Persentase-komponen (%)
< Fraksi A< = Fraksi B; " /Fraksi C: Fraksi D /Fraksi E
>' 1. Sabinen 19,83 - - - -
< 2. f-Pinen 6,99 2,38 - - -
& - 3.1 1) pMicren 7,69 4,14 - - -
= ; 4. Cis-Ocimen 1,48 1,24 - - -
2 5. y-Terpinen 3,00 2,73 - - -
L < 6. Limonen 4,38 3,1 - - -
% oc 7.. .. B-Ocimen 7,00 6,92 . . .
8. a-Tujen 0,63
> 9. a~Pinen 2,27 - - - -
T 10, ; _ .2-Caren - 1,26 - - -
- 11. a-Terpenilona 11 1,23
12. Linalool 8,17 12,94 20,13 6,13 0,65
13. Sitronelal 32,48 50,65 74,94 84,86 36,83
14. Isopulegol 1,26 1,85 3,08 4,35 2,09
A 15. 4-Terpeneol 0,64 0,79 1,85 2,3 7,16
| 2 16. . a-Terpinene 2,18 - - - -
{ = 17. Cis'linalool oxide 0,89 1,06 - - -
|2 18. |1 BPhelandrene - 9,00 - 3 :
i’ 5 19, 2,6-Dimethyl .Hept-5- - 0,69 - - -
| & En-1-Al
| & 20. 5;9-Dimethyl-1-decanol - € ¥ 1,97 b
L} 21, B-Sitronelol - - - - 1,28
22. Capraldehyde - - - - 143
23. Isopulegol - < # 3 1,23
< 24, a-terpineol - - - - 4,59
>. 25. Clt_ral - - - - 1.7
< 26. B-citronelol - - - - 12,27
) — 27. Linalil asetat - - - - 1,23
fE -ty 28. 4,8-Dimethylnona-1,7- - - - - 0,99
N 3 Diene
& <
et
= 34
S0
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= 29. 6-Octen-1=0l, 3,7- - = = = 1,10
Dimethyl-, Formate
< (CAS) Citronellyl
Formate
2 30. 4-Hexen-2-One,, 3,3- - - - - 0,24
) — Diethyl-4;5-Dimethyl
=L 31. | Bicycloglemene - - - - 1,27
B ; 32. Citronellyl Acetate - - - - 5,22
o 33. a-Cubebene - - - - 0,97
§ < 34, a-Copaene - - - - 1,80
= oc 35. B-Elemene - - - - 1,38
S0 36. B-Caryophyllene - - - - 4,86
37. Citronella - - - - 0,57
e 38. Diethyl Carbitol - - - - 0,27
39. Thiogeraniol - - - - 1,28
40; 1,5,9-Decatriene, - - - - 1,17
2,3,5,8-Tetramethyl-
41. Crotonsaeure - = - - 8,43
% Identifikasi 99,99 99,98 100 100,01 100,01

Keterangan: interval suhu: fraksi-A (63,00 — 70,01° C), fraksi B (71,30 - 70,80° C), fraksi C (74,50
~74,20°C), fraksi D (74,20 = 74,00°C)'dan fraksi E-(72,90'- 91,10°C).
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Komposisi minyak: fraksi diperoleh.  sangat. bervariasi, bervariasinya

komposisi: masing-masing 'fraksi minyak dapat dikarenakan komposisi ‘masing-
masing . fraksi . memiliki . titik didih yang. berbeda-beda.Hasil keseluruhan fraksi
minyak yang selalu-muncul-yaitu sitronelal, linalool-dan"isopulegol.- Komposisi

ketiga, kamponen: tersebut naik dengan-bertambahnya fraksi jpenampung, hal
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tersebut dapat dikarenakan komponen sitronelal memiliki titik didih yang paling
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tinggi diikuti oleh linalool dan-isopulegol; sehingga ketiga komponen diperoleh
pada semua fraksi. Pada Tabel 5.4 juga diperoleh bahwa komposisi yang semakin

sedikit ' pada ‘fraksi- A-E; ' hal “tersebut -dapat -dikarenakan' semakin- ‘tingginya

| REPOSITORY.UB.ACID |

penampung-fraksi- yang-digunakan semakin-tinggi-pulatitik didih kamponen yang

terkadung, sehingga semakin sedikit komponen yang diperoleh.
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5:2.2. Penentuan Aktivitas AntibaktericFraksi-Fraksi /Minyak-Jeruk Purut
Terhadap Bakteri E.coli
Pengujian- aktivitas antibakteri-terhadap ' bakteri' ‘E.coli' dengan-'metode
difusi sumuran juga dilakukan pada kelima fraksi.minyak. Pada metode.ini.juga

dilihat aktifitas ‘antibakteri dari kelima fraksi minyak pada konsentrasi yang sama

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

pada minyak: jeruk purut yaitu/pada konsentrasi 100 plk/ml;: 300 pL/ml; dan 500

A
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pL/ml. Besarnya zona hambat juga dikategorikan'menggunakan kategori David
and.Stout (1971).-Besarnya zona hambat dari kelima fraksi-minyak dapat dilihat

pada Lampiran.7, sedangkan. rata-rata zona. hambat dari kelima, fraksi-minyak
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dapat dilihat pada Tabel 5.5.
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Tabel 5.5 Rerata hasil zona hambat dari fraksi minyak jeruk purut

< Sampel Zona’'Hambat (mm)
b Konsentrasi 100-pL/mi Kategori 300 pL/mi Kategori 500 pL/ml Kategori
< Fraksi A 14,4 Kuat 152 Kuat 20,0 Kuat

2 — Fraksi B 13,9 Kuat 16,0 Kuat 16,0 Kuat

= ; Fraksi C 14,4 Kuat 18,2 Kuat 21,2 Sangat Kuat

raksi \ uat , uat , uat

2 Fraksi D 14,0 Ki 16,5 K 16,2 K

m < Fraksi E 9,1 Lemah 12,1 Kuat 17,5 Kuat

S 00

>0

Tabel 5.5 diperoleh~bahwa “kelima fraksi minyak 'menghasilkan zona

2
£

hambat, hal ini menandakan kelima fraksi, memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri E.coli. Aktivitas antibakteri kelima fraksi menghasilkan zona hambat yang
bervariasi, 'hal tersebut’ ditunjukkan ‘dengan-semakin.bertambahnya ‘konsentrasi

menunjukkan . kecenderungan . rata-rata .zona, hambat ;yang :meningkat . pula.
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Kecenderungan  tersebut ‘dapat dikarenakan’ pengaruh-besarnya konsentrasi‘ yang
mempengaruhi besarnya rata-rata zona-hambat yang /ditunjukkan -pada.Gambar

5.3.
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Gambar 5.3 Pengaruh konsentrasi terhadap zona hambat
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Gambar 5.3 diperoleh, bahwa aktivitas, antibakteri pada fraksi.minyak C

menunjukkan aktivitas zona hambat yang paling tinggi. Hal tersebut menunjukkan
bahwa komponen-penyusun minyak fraksi,C memiliki komponen penyusun utama
yaitu sitronelal. Komponen sitronelal sendiri telah diketahui sebagai agen aktivitas
antibakteri 'yang: baik, hal tersebut dikarenakan perubahan struktural gugus <OH

pada terpen yang memainkan peran penting dalam aktivitas antimikroba, dimana

<
<
=
<
e
e

UNIVERSITAS

terpen teroksigenasi-menyebabkan kebocoran ‘membrane ‘permeabilitas (Griffin,

2
£

Wylie .dan.Markham et al, 2005).
Perlakuan metode -dilusi juga dilakukan’ untuk menentukan aktivitas

antibakteri 'yang ‘baik pada ‘konsentrasi: rendah yang ditunjukkan-dengan' tidak

| REPOSITORY.UB.ACID |

terdapat pertumbuhan bakteri E.coli. Hasil uji. metode dilusi pada kelima sampel

fraksi ‘'minyak -‘dapat -'dilihat' “pada " Lampiran’' 8, sedangkan - 'rata-rata - total
pertumbuhan. koloni:bakteri dari masing-masing-fraksi minyak dapat -disajikan

pada Tabel 5.6.
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Tabel 5.6 Hasil pertumbuhan bakteri dari fraksi minyak jeruk purut

Sampel Pertumbuhan bakteri
(CFU/ml)
50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
Konsentrasi pe/ml ul/mi pL/mi pL/mi pL/mi pL/ml~ OI(CFU/ml)
Fraksi A 21072100 02,1100 02,3:10° 7 27.10% 0 127.10°

Fraksi B 2,7.10%..2,1.10° , . 2,4.10° .. .. 2,8.10" 24.10°,...28.10°
Fraksi C 0 1,3.10°° 2,2.10° 1.10° 43.10% 38.10° 6.10°
Fraksi.D 0 420%-3,3.10% ¢ 2,7:10° 3,8/10% ¢ 12,6.10°
Fraksi E 1,0.10% ..3,5.10* , 2,4.10% 23.10° 41.10°. . .39.10°

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS
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Tabel 5.6 menunjukkan bahwa fraksi minyak A pada konsentrasi’50 uL/ml
masih. terdapat . pertumbuhan,_bakteri tetapi dalam. jumlah_yang.semakin kecil,
begitu pula pada sampel fraksi minyak B.-Pada sampel fraksi minyak C diperoleh

konsentrasi-50 pl-/ml tidak terdapat pertumbuhan bakteri, begitu pula pada sampel

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

miyak fraksi D. Fraksi minyak E pada konsentrasi 50 pL/ml masih ditemukan

|
|
|
|
|

pertrumbuhan bakteri: ‘Kecenderungan-konsentrasi’ dengan:pertumbuhan: bakteri

1,56 3,12 6,25 12,5 25 50

2 dapat dilihat pada Gambar 5.4.
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Gambar 5:4 Jumlah koloni bakteri-fraksi-minyak jeruk purut
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Gambar: 5:4 diperoleh bahwa dengan-semakin bertambahnya konsentrasi;
koloni yang tumbuh juga semakin sedikit. Hal tersebut dikarenakan semakin
bertambahnya volume yang digunakan, semakin-besar pula-komponen-aktif yang
terkandung, dalam minyak; sehingga bakteri.yang terbunuh juga.semakin. besar
(Parekh et al, 2007). Penyebab’ lain tidak terdapat pertumbuhan bakteri dapat
dikarenakan-komponen ' utama penyusun, minyak ' yang 'berbeda-beda: -Minyak
fraksi C dan D pada konsentrasi 50 uL/ml diperoleh, tidak terdapat pertumbuhan
bakteri. Hala tersebut'dapat dikarenakn-komopone utama penyusun-minyak yang
merupakan _komponen sitronelal, linalool, dan.isopulegol, Komponen-penysusun
tersebut telah diketahui ‘memiliki aktivitas antibakteri terutama“sitronelal yang

berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri (Chantanpon; 2008)-

5.3.Korelasi: Rasio Monoterpenoid Hidrokarbon dan' Teroksigenasi-dengan
Aktivitas Antibakteri

Hasil'minyak atsiri jeruk purut dari-daun (MJP-D), ranting (MJP-R), dan
kulit buah (MJP-KB) maupun fraksi minyak A; B; C, D-dan E diperoleh-memiliki
aktivitas antibakteri. Aktivitas tersebut tidak terlepas dari komponen penyusun
fraksi dan: minyak atsiri jeruk purut.-Komposisi utama penyusun ‘minyak’ jeruk
purut telah - diketahui senyawa monoterpenoid . teroksigenasi (MO) dan
hidrokarbon'(MH). ' Komposisi tersebut- -dapat dikaitkan - dengan ' ‘aktivitas
antibakteri terutama pada bakteri.E.coli.

Komposisi penyusun minyak atsiri jeruk purut berdasarkan pembahasan
diatas diperoleh bahwa diantara ketiga'minyak jeruk purut yaitu:MJIP-D; MJP-KB

dan MJP-R menghasilkan aktivitas yang berbeda. Aktivitas yang paling bagus
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diperoleh:pada -MJP-KB dengan rata-rata zona _hambat sangat kuat pada ketiga
kosentrasi. Hal tersebut dapat dikarenakan komponen utama penyusun minyak
seperti’ ‘B-pinen’ ~dan ~limonene yang - merupakan- senyawa -monoterpenoid
hidrokarbon.. (MH)~dan . sitronelal yang. -merupakan; . senyawa -monoterpenoid

teroksigenasinya (MO). Komposisi monoterpenoid hidrokarbon (MH) ‘maupun

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

teroksigenasi.(MO) pada MJP-D-dan MJP=R diperoleh sitronelal dan:linalool yang

A
‘:?!

merupakan senyawa MO diikuti oleh sabinen yang merupakan. MH. Komponen

MH. 'dan'MO:- pada - ketiga minyak - dengan’'aktivitas “antibakterinya 'yang

[a]

|3 Mok

1S ditunjukkan pada Tabel 5.7.

[ 2]

5

| 5

; é' Tabel 5.7 Komponen MH dan' MO pada Minyak Jeruk Purut dengan Aktivitas Antibakteri

; & Persentase MH. & MO Rasio Zona

e Sampel (%) MH:M hambat

MH MO 0] 100 pLfml 300 pL/ml 500 pL/ml

MJP-D. 7,02 92,94 1.::13 18,7 21,0 24,1
MJP-R 13,67 86,34 1:6 14,4 16,1 19,9
MJIP-KB 52,01 48,61 11 21,6 30,7 32,4

Keterangan:. MJP-D:-Minyak jeruk. purut daun, MJP-R: Minyak.jeruk. purut.ranting, -MJP-KB;:
Minyak jeruk purut kulit buah, MH: -Monoterpen Hidrokarbon, MO: Monoterpen Teroksigenasi

Tabel 5.7 diperoleh bahwa komposisi. MO /13 kali lebih tinggi dari;MH
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pada MJP-D, dan pada MJP-R ‘diperoleh komposisi MO lebih tinggi 6 kali dari

2
£

MH. Kecenderungan: yang berbeda ditunjukkan pada MJR-KB-dengan-komposisi
MH .dan MO. yang hampir. seimbang.. Komposisi MH dan MO yang. bervariasi
menghasilkan aktivitas yang-berbeda pula, yang'mana aktivitas yang paling bagus

diperoleh pada MJP-KB. Kecenderungan-aktivitas, antibakteri yang dikorelasikan

| REPOSITORY.UB.ACID |

dengan komposisi MH ‘dan MO juga dapat ditunjukkan pada Gambar 5.5.
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Gambar'5.5 Kecenderungan aktivitas antibakteri-yang dikorelasikan dengan komposisi-MH dan
MO

Gambar- 5.5 ‘menunjukkan’ “bahwa ' ‘dari komposisi' monoterpenoid
teroksigenasi :((MO): -dari;: MJP-D, -MJP-R :menurun, . sedangkan -:komposisi
monoterpenoid -~ (MH)  menunjukkan kenatkan, - namun “aktivitas —antibakteri

menunjukkan penurunan.: Komposisi MH dan MO yang sebanding pada MJP-KB
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menunjukkan. kenaikan  bahkan dengan rata-rata, kategori sangat . kuat. . Hal
tersebut dapat dikarenakén komponen ‘MO dan' MH-memberikan “kontribusinya
terhadap. aktivitasnya, - komponen MO. yang; berkontribusi.-terhadap - aktivitas
antibakterinya yaitu sitronelal (Chanthaphon et al, 2008) linalool (Hussain et al,

2008), "dan- a-terpineol . (Bakkali, ~Averbeck;  Averbeck; r & -1daomar,2008);

| REPOSITORY.UB.ACID |

sedangkan pada MH yaitu B-pinen, a-pinen (Zhu et al, 2012) dan limonene

(Bakkali‘et'al., 2008;) juga berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri tersebut:
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Aktifitas: antibakteri-yang sangatrendah' pada MJP-R -dapat: dinaikan

g_ aktifitasnya pada minyak fraksi. Komposisi MH dan, MO pada kelima minyak
N S, fraksi terhadap aktifitas antibakterinya dapat ditunjukkan'pada Tabel'5.8.
=
(%)
S <
= o Tabel 5.8'Komposisi'MH dan‘MO pada kelima minyakfraksi-terhadap aktifitas-antibakteri
% (na) Sampel Persentase:MH & MO (%) Rasio Zona Hambat
MH MO MH:MO 100;uL/ml 300 pL/ml 500 pL/ml
& Fraksi A 56,55 43,54 11 14,4 15,2 20,0
. FraksiiB 32,00 67,99 152 13,9 16,0 16,0
Fraksi C - 100 1:10 14,4 18,2 21,2
Fraksi D - 100,01 1:10 14,0 16,5 16,2
Fraksi:E 11,27 88,56 157 9,1 12,1 17,5

Keterangan: MJP-D: Minyak jeruk purut daun, MJP-R: Minyak jeruk purut ranting, MJP-KB:
Minyak jeruk purut kulit buah, MH: Monoterpen Hidrokarbon, MO: Monoterpen Teroksigenasi

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Tabel 5.8 menunjukkan bahwa komposisi kelima minyak: fraksi mayoritas

tersusun atas MO dengan komposisi_penyusun yg lebih tinggi. Komposisi MO
yang paling tingggi yaitu 10 kali-dari MH ditunjukkan oleh fraksi minyak:C dan:D
menunjukkan - aktifitas _yang hampir. mirip. Aktifitas antibakteri pada_fraksi C
mengalami rata-rata dengan kategori sangat kuat dari-pada ‘pada fraksi-minyak D

dengan rata-rata, yang-kuat. Hasil aktifitas yang berbeda ditunjukkan:pada.fraksi
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minyak E-dengan komposisi MO yang lebih rendah yaitu 7 kali lebih tinggi dari

2
£

MH diperoleh aktifitas-dengan rata-rata kategori, kuat, hasil yang-sama diperoleh
pada fraksi minyak B dan fraksi minyak A. Kecenderungan aktivitas antibakteri
dan-korelasinya' dengan 'komposisi MH dan 'MO' yang 'dapat ditunjukkan 'oleh

Gambar 5.6.

| REPOSITORY.UB.ACID |
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Gambar 5.6 'Kecenderungan aktivitas-antibakteri dan-korelasinya dengan ‘komposisi-MH'dan MO

Gambar 5.6, menunjukkan bahwa . .dengan semakin bertambahnya
komposisi- MO pada fraksi ‘C 'dan D menunjukkan ‘aktifitas yang berbeda. Hal
tersebut  dapat -dikarenakan. .komposisi. penyusun minyak. C dan. D. memiliKi

komposisi yang berbeda, ‘seperti sitronelal" pada fraksi ‘C “diperoleh “74,94%
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sedangkan. pada; fraksi-D diperoleh sitronelal :84,86%. Pada fraksi C: diperoleh
aktifitas yang lebih tinggi meskipun komposisi penyusun sitronelal lebih rendah
dari fraksi:minyak D:Hal/ini'dapat dikarenakan komponen lainya seperti linalool
dan iisopulegol yang memberikan kontribusinya terhadap aktivitas ;antibakiteri,
seperti isopulegol danterpienene 4-ol (Burt et-al, 2004). Penelitian“yang ‘sama

sebelumnya dilaporkan oleh Barel (1991) komponen penyusun seperti o-terpineol

| REPOSITORY.UB.ACID |

dan  terpinene-4-ol _dengan komposisi yang kecil pada minyak “eucalyptus

memberikan-aktivitas antibakteri yang-cukup:bagus terhadap bakteri-pernafasaan.
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Aktifitas: antibakteri ‘pada keseluruhan' minyak: terhadap -komposisi MH

;f_ dan MO pada fraksi.dan minyak jeruk purut dapat ditunjukkan Gambar 5.7.
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Gambar 5.7 'Kecenderungan komposisi monoterpen hidrokarbon dan teroksigenasi terhadap
aktivitas antibakteri

Gambar 5.7 _menunjukkan bahwa antara fraksi dan minyak jeruk purut
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dengan '/ --kemposisi ‘MH ' dan: MO- yang- sebanding: menunjukkan - aktivitas
antibakteri yang berbeda, hala tersebut ditunjukkan oleh MJP-KB. dan fraksi
minyak A. Aktifitas yang ‘berbeda dapat dimungkinkan karena-MJP-KB' memiliki
senyawa MH (B-pinen (21,44%) dan limonene (12,59%)): dan-MO (terpinene-4-ol
(11,93%) dan a-terpineol (5,16%)) yang berkotribusi lebih terhadap ‘aktivitas

antibakteri.  Fakta:ini menunjukkan bahwa:komponen MH dan MO memberikan

| REPOSITORY.UB.ACID |

efek yang sinergis terhadap aktivitas antibakteri E.coli (Marino. et al,2001; Giles
et al, 2010).-Efek yang sinergis yang lainya juga ‘ditunjukkan pada fraksi minyak
C, yang mana-komposisi minyak pada fraksi.C mayoritas merupakan-komponen

MO- ‘seperti sitronela, ‘linalool, isopulegol “dan terpenene-4-ol: “Komponen
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sitronelalpada fraksi- C dan D diperolehbahwa fraksi D-memiliki komponen
sitronelal yang lebih tinggi dari pada fraksi C, namun aktivitas antibakteri fraksi C
lebih tinggi dari-pada fraksi D. Hal tersebut dapat dikarenakan-komponen‘dengan
komposisi.yang lebih rendah . memberikan perannya terhadap.aktivitas-antibakteri
yang memberikan “efek ‘yang “sinergis.” Delaquis (2002) 'menyatakan bahwa
interaksi antar kemponen minyak atsiri yang cukup_kompleks 'dengan aktivitas
antibakteri hanya sedikit yang dapat mengetahui untuk memberikan efek aditif,
sinergis ataupun antagonis.

Mekanisme saktivitas antibakteri pada minyak .atsiri.secara umum, sulit
untuk "dijelaskan,” namun’ beberapa 'kemungkinan' mekanisme ‘telah-diusulkan,
seperti sifat hidrofobik-minyak yang -mampu: mempartisi ke dalam-bagian lemak
dari sel membrane dan menyebabkan kebocoran isi sel (Burt et al, 2004; Edris et
al, 2007): Sifat ' minyak yanglainya seperti lipofilik, gugus fungsi, dan volatilitas
minyak yang-berhubungan. dengan proses. fofolipid: bilayer, transport_electron,
translokasi protein, ‘gradient ions, fosforilasi dan reaksi enzim-lainya, yang mana
meningkatkan permeabilitas-bakteri (Dorman dan:Dean, 2000; Burt et al,,2004;
Lambert et al, 2001). Oleh karena itu, aktivitas antibakteri tidak hanya ditentukan
oleh’ komposisi-senyawa MH dan MO tetapi' juga beberapa-faktor fain: seperti

volatilitas, hidrofobik, dan lipofilik dari minyak itu sendiri.

5.4.Analisis.Data
Hasil analisis Korelasi-antara komposisi MH dengan aktivitas antibakteri
pada rmasing-masing kosentrasi dapat ditunjukkan’ pada Lampiran: 12; Korelasi

antara MH dengan aktivitas antibakteri pada kosentrasi 100, 300, dan 500 pL/mL
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masing-masing -sebesar: 0,389; 0,428; dan 0,400. Ketiga nilai r-diperoleh nilai
yang positif, yang menandakan jika nilai MH besar maka. aktivitas yang diperoleh
juga semakin' besar.- Namun' nilai probabilitas ‘pada-ketiga aktivitas-antibakteri
diperoleh.> 0,05 yang.menandakan tidak. terdapat korelasi.yang signifikan pada
komposisi-MH dengan aktivitas antibakterinya.

Korelasi lainya yaitu: | komposisi- MO ‘dengan jaktivitas 'antibakteri juga
ditunjukkan pada Lampiran'5. Korelasi antara MO pada masing-masing. kosentrasi
diperoleh®nilai r -0,396;-0,398; -0,449. Ketiga nilai r diperoleh hasil ‘negative
yang .menandakan jika nilai. MO besar maka aktivitas antibakterinya semakin
kecil. Nilai probabilitas 'yang diperoleh ‘dari ketiga aktivitas -antibakteri > 0,05
yang menandakan tidakterdapat korelasi, yang signifikan antara kompaosisi: MO

dengan aktivitas antibakteri.
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BAB VI

KESIMPULAN -DAN'SARAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan-hasil penelitian maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

BRAWIJAYA
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4. Minyak jeruk purut daun (MJP-D), ranting (MJP-R) dan kulit buah (MJP-

A
‘:?!

KB) ‘'memiliki’ aktivitas ‘antibakteri’ E.coli." Zona 'hambat ‘dengan ‘kategori
sangat kuat diperoleh pada MJP-KB konsentrasi; 500 pL/mL dan.hasil MIC
pada konsentrasi 6,25 pL/mL tidak adapertumbuhan bakteri .

5. ~Fraksi; minyak -atsiri jeruk purut memiliki. aktivitas-. antibakteri-terhadap

bakteri E.coli. Zona hambat dengan kategori Sangat kuat diperoleh pada

;
|
|
|
|
[
|
!
|
|

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

fraksi:C konsentrasi 500 pL/mL danchasil MIC pada konsentrasi 50 uL/mL

<L

2 tidak ada pertumbuhan bakteri.
g E 6. Tidak terdapat korelasi yang signifikan-antara komposisi- MH dan MO pada
%)
gx < minyak ; atsiri jeruk purut dan, fraksi-fraksi  minyak--atsiri jeruk . purut
= « =
% (a 8] terhadap aktivitas antibakteri E.coli.” Aktivitas antibakteri ditentukan oleh

R masing-masing komponen; penyusun:yang berkontribuasi terhadap aktivitas
tersebut.
6.2. Saran

1. "Perlu dilakukan penelitian lebih ‘lanjut mengenai ‘mekanisme antibakteri

| REPOSITORY.UB.ACID |

padapada komponenminyak atsiri jeruk purut.
2. Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri.lainya.agar dapat
digunakan- sebagai perbandingan komponen aktif yang berperan-sebagai

antibakteri lainya.
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