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Abstract: Indonesia is one of the countries with the fourth largest natural wealth in the world. The
magnitude of the natural potential provides a great opportunity for scientists to develop it as a useful
product for society. One of the medicinal plants that can be used is lime (C. aurantifolia). The
purpose of this study was to determine the inhibition of lime peel extract (Citrus aurantifolia) against
Bacillus cereus, Escherichia coli and mold bacteria using the coloni counter method. This research
includes the extraction process of the maceration method then the extract obtained is tested for
bacterial analysis using a colony counter. Based on the results of the research conducted, it can be
concluded that lime peel extract (C. aurantifolia) has the ability to inhibit the growth of B. cereus
and E.coli bacteria, respectively 0 APM/g and <3.0 APM/g.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu negara dengan kekayaan alam keempat terbesar di
dunia. Hutan Indonesia menjadi habitat bagi 30.000 dari total 40.000 tumbuhan obat yang
dikenal dunia. Lebih dari 1.000 jenis setelah digunakan sebagai tumbuhan obat yang
bermanfaat bagi kesehatan dan berpotensi memberikan manfaat ekonomi, sosial budaya
dan lingkungan (National Geographic Indonesia, 2013). Besarnya potensi alam tersebut
memberikan peluang besar bagi para Peneliti untuk mengembangkannya sebagai produk
yang berguna bagi masyarakat. Salah satu tumbuhan obat yang dapat dimanfaatkan berasal
dari Genus Citrus.

Genus Citrus berasal dari famili Rutaceae yang memiliki 150 genus dan 1500 spesies
yang tersebar di daerah tropis dan subtropis. Senyawa mayor yang terkandung dalam Genus
Citrus adalah minyak esensial (essential oil) (Al-Aamri et al, 2018) seperti d-Limonen, y-
terpinen, linalol, asetat linalil, a-terpinol, geranil asetat, terpinolen dan S-pinen (Dosoky &
Setzer, 2018). Minyak esensial dilaporkan memiliki aktivitas sebagai antikanker
(Ballistreti et al, 2019), antimikroba, antioksidan (Ladaniya, 2008), anti-inflamasi,
hipolipidemik, antitipoid dan hepatoprotektif (Al-Snafi & Thuwaini, 2017). Selain minyak
esensial Genus Citrus juga mengandung senyawa polifenol (Fattore et al, 2016), flavanon
glikosida dan polimetoksiflavon (Lu et al, 2015., Rafiq et al, 2018., Chen et al, 2017.,
Delgado et al, 2019). Salah satu spesies yang terdapat dalam Genus Citrus adalah spesies
Citrus aurantifolia.

Citrus aurantifolia atau jeruk nipis sangat populer dimasyarakat dan banyak
dijadikan sebagai obat tradisional untuk mengobati katarak, deman, pilek, sakit
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tenggorokan, nyeri dada, sakit kepala dan sakit perut (Apraj et al, 2011). Untuk
meningkatkan nilai ekonomis jeruk nipis maka perlu dilakukan inovasi salah satunya
sebagai antibakteri.

Pada penelitian ini sampel jeruk nipis (C. aurantifolia) melalui proses maserasi
menggunakan pelarut etanol dan sonikator. Ekstrak kental yang diperoleh dilakukan
analisis bakteri dengan menggunakan metode colony counter. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui daya hambat ekstrak kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia)
terhadap bakteri Bacillus cereus dan Escherichia colidengan metode coloni counter.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan adalah sampel jeruk nipis (Citrus aurantifolia),
bakteri Bacillus cereus, bakteri Escherichia coli, media nutrient agar, media nutrient
broth, n-heksana, natrium klorida (NaCl) fisiologis dan etanol (C2HsOH).

Alat-alat yang digunakan adalah inkubator type 300-OOAB evaporator type RV 10
digital V, neraca analitik, alat-alat gelas, colony counter XK97, autoclave, laminary flow
LC-1500, oven UN110, shaker waterbath, dan lemari pendingin.

Prosedur
Ekstraksi Sampel Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)

Sampel jeruk nipis C. aurantifolia sebanyak 500 g dimasukkan ke dalam wadah
kemudian rendam menggunakan pelarut etanol selama 3 x 24 jam. Hasil perendaman
kemudian disonikator selama 30 menit dengan frekuensi 20 Hz. Sampel diuapkan
menggunakan evaporator vakum putar pada suhu 40°C (Toy, 2015) hingga memperoleh
ekstrak kental sebanyak 100 gr.

Uji Fitokimia (Terpen)
Sebanyak 0,1 gram atau 3 tetes filtrat di teteskan ke plat tetes kemudian di tambhkan
pereaksi Libermen- Bourchard (LB). Amati perubahannya.

Pembuatan Media Padat dan Cair

Pada pembuatan media terlebih dahulu dilakukan sterilisasi kering pada alat-alat
yang digunakan selama + 1 jam pada suhu 170°C sedangkan sterilisasi basah pada
autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C (Toy, 2015).

Pada media padat NA, dibuat dengan timbang 2,5 gr kemudian tambahkan 100 mL
H,0 hangat dalam wadah Erlenmeyer. Tahap selanjutnya disterilkan dalam autoclave.
Sedangkan media cair NB, dilakukan dengan 0,8 gr NB kemudian tambahkan 100 mL H-0O
hangat dalam wadah Erlenmeyer. Tahap selanjutnya dilakukan sterilisasi dalam autoclave
(Hafizah, 2015).

Peremajaan dan Pembuatan Bakteri (Bacillus. Cereus dan E. Coli)

Penelitian ini menggunakan dua bakteri uji yaitu gram positif (B. cereus) dan gram
negatif (E. coli). Biakan murni masing-masing bakteri diambil sebanyak 1 ose untuk
selanjutnya dilakukan peremajaan. Bakteri 1 ose tersebut dipindahkan ke dalam cawan
petri kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

Tahap selanjutnya, bakteri hasil peremajaan dibuat larutan stoknya dengan ambil 1
ose pada media pada kemudian dipindahkan ke media cair. Media cair yang telah
disuspensikan bakteri dilakukan inkubaksi selama 24 jam. Adanya kekeruhan pada media
cair menunjukkan pertumbuhan bakteri.
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Analisis Koloni menggunakan Coloni Counter

Hasil biakan bakteri diambil 1 ose kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri dan
dilakukan inkubasi selama 24 jam. Keluarkan cawan petri dari inkubator. Jumlah koloninya
kemudian dihitung menggunakan Colony counter. Mengaktifkan Colony counter
kemudian letakkan cawan petri dalam posisi terbalik di atas kaca hitung. Secara otomatis,
alat akan menghitung jumlah koloni bakteri dalam cawan petri.

Analisis Senyawa menggunakan Kromatografi Gas Spektroskopi Massa

Sampel ektrak etanol C. aurantifolia dilarutkan dengan etil asetat sebanyak 1 mL.
Setelah homogen, sebanyak 1 pL sampel diinjeksikan ke dalam KGSM. Tunggu beberapa
saat hingga terbaca puncak grafik pada monitor.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis Kandungan Senyawa Kulit Jeruk Nipis (C. aurantifolia)

Sampel kulit jeruk nipis (C. aurantifolia) diekstraksi menggunakan pelarut etanol
selama 3 x 24 jam pada suhu ruang dan diperoleh ekstrak kental sebanyak 100 g. Pelarut
etanol yang digunakan dapat melarutkan hampir semua senyawa metabolit sekunder yang
terdapat dalam sampel.

Ekstrak kental tersebut kemudian di uji Fitokimia dengan menggunakan pereaksi
Libermen- Bourchard (LB). diperoleh perubahan warna kuning kehijauan menjadi ungu.
Warna ungu menunjukkan bahwa pada ekstrak etanol kulit jeruk nipis C. aurantifolia
terdapat senyawa terpen.

Berdasarkan hasil analisis senyawa menggunakan Kromatografi Gas Spektroskopi
Massa (Gambar 1) terdapat dua puncak yang kelimpahannya cukup tinggi yaitu pada waktu
retensi 6,625 dan 7,921 berturut-turut adalah senyawa g-pinen dan D-limonen (Gambar 2).
Senyawa D-limonen merupakan senyawa mayor yang terdapat pada sampel kulit jeruk
nipis (C. aurantifolia) yang ditunjukkan nilai relative area yang cukup tinggi sebesar
56,14%.

T KUt Joruk Mps 21 Thotrak 1

.r-:j.-.:,z \-..,_______/ a-7.a21

@05y |COUTTs)

=]
5a ?ﬁ'i:?.&ila-hf_—ﬁm I 5 A

Q.0 S0 100 150 200

Gambar 1. Spektrum Senyawa Terpen (S-pinen dan D-limonen ) Ekstrak Kulit Jeruk
Nipis (C. aurantifolia)
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@) (b)
Gambar 2. Struktur Senyawa S-pinen (a) dan (b) D-limonen

Uji Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Nipis (C. aurantifolia) terhadap Bakteri Bacillus
subtilis dan Escherichia coli

Pada penelitian ini, sampel ekstrak kulit jeruk nipis dilakukan kontak uji terhadap
bakteri Bacillus cereus dan Escherichia coli menggunakan metode colony counter. Colony
counter dilengkapi dengan lup yang digunakan untuk memperbesar bakteri yang terdapat
dalam cawan petri kemudian dilakukan penandaan untuk menghitung jumlah bakteri yang
hidup. Untuk memudahkan menghitung koloni yang berjumlah ratusan pada metode ini
perhitungan dapat dilakukan dengan cara menghitung hanya seperempat pada bagian
preparat dengan hasil perhitungan jumlah perhitungan tersebut dikalikan empat (Wijaya et

al, 2015).
Tabel 1. Perhitungan bakteri menggunakan colony counter
No. Parameter Satuan Hasil
1. Bacillus cereus APM/g 0
2. Escherichia coli APM/g <30

i

(a) ()

Gambar 3. Hasil analisis bakteri B. cereus (a) dan E.coli menggunakan colony counter

Hasil perhitungan bakteri menggunakan colony counter (Tabel 1 dan Gambar 3)
menunjukkan bahwa bakteri B. cereus dan E. coli berturut-turut adalah 0 APM/g dan <3,0
APM/g. Ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit jeruk nipis (C. aurantifolia) memiliki
potensi untuk dijadikan sebagai agen antibakteri. Semakin kecil hasil pengukuran yang
diperoleh maka semakin kuat senyawa bioaktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri.

Ekstrak kulit jeruk nipis (C. aurantifolia) mengandung senyawa terpen yaitu D-
limonen dan p-pinen. Senyawa terpen aktif dalam melawan bakteri. Mekanisme kerja
senyawa terpen dalam sel bakteri dengan pemecahan membran yang dilakukan oleh sisi-
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sisi aktif yang bersifat lipofilik. Selain itu, senyawa terpen memiliki target utama yaitu
membran sitoplasma yang mengacu pada sifat alamnya yaitu hidrofilik.

E.coli merupakan salah satu bakteri yang bersifat gram negatif dan sifatnya tidak
mudah resisten terhadap senyawa antimikroba(Seko et al, 2021). Sel bakteri gram negatif
terdapat lapisan yang berfungsi sebagai selektor terhadap zat-zat asing yang masuk, lapisan
itu dikenal dengan lipopolisakarida. Kesulitan senyawa antimikroba masuk kedalam sel
bakteri gram negatif disebabkan karena struktur dinding selnya yang relatif kompleks.
Lapisan pertama berupa lipoprotein, lapisan kedua berupa lipopolisakarida dan lapisan
terakhir berupa peptidoglikan. Itulah sebabnya hasil analisis bakteri E. coli lebih tinggi
dibanding B. cereus yang artinya masih adanya pertumbuhan bakteri. Sedangkan bakter B.
cereus merupakan bakteri gram positif cenderung lebih sensitif terhadap komponen
antibakteri. Bakteri gram positif lebih sederhana sehingga memudahkan senyawa
antibakteri untuk masuk ke dalam dan menemukan sasaran untuk bekerja (Seko et al,
2021). Hal ini terbukti dari hasil analisis menggunakan colony counter masih terdapat
adanya pertumbuhan bakteri.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa ekstrak
kulit jeruk nipis (C. aurantifolia) memiliki potensi untuk menghambat pertumbuhan
bakteri B. cereus dan E.coli berturut-turut 0 APM/g dan <3,0 APM/g. Hal ini disebabkan
karena terdapat senyawa bioaktif seperti f-pinen dan D-limonen pada ekstrak kulit jeruk
nipis (C. aurantifolia).
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