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PENDAHULUAN 
Setiap orang berharap dapat menjalani aktivitas 

hidup normal dan sehat. Untuk itu diperlukan upaya 
untuk memelihara dan meningkatkan derajat kese-
hatannya (Gebbie et al., 2003).  Penyakit infeksi 
yang paling banyak diderita oleh masyarakat 
Indonesia disebabkan karena infeksi bakteri (Radji, 
2011). Staphylococcus aureus hidup normal pada 
saluran pernafasan atas, kulit, saluran kencing bagian 
luar, mulut dan hidung, jaringan kulit bagian dalam, 
dan selaput lendir (Agnoli et al., 2017). S. aureus 
merupakan merupakan bakteri flora normal yang 

dapat menjadi patogen opportunistik bila tumbuh 
dalam batas normal (Jawetz et al., 2016). Infeksi S. 
aureus menyebabkan infeksi kulit ringan hingga 
penyakit yang serius seperti pneumonia nekrotikans 
berat. Ini secara bersamaan merupakan penyebab 
utama bakteremia, endokarditis infektif, dan juga 
dapat menyebabkan osteoartikuler, infeksi kulit dan 
jaringan lunak, pleuropulmonary, dan infeksi yang 
berhubungan dengan peralatan kesehatan yang 
digunakan pasien (Steven et al., 2015). Mekanisme 
infeksi S. aureus diawali dengan melekatnya bakteri 
pada sel inang dikarenakan adanya reseptor di 
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Staphylococcus aureus]  

 
Opstaria Saptarini  dan Ismi Rahmawati * 
 

Fakultas Farmasi, Universitas Setia Budi 
Jl. Letjen Sutoyo-Mojosongo, Surakarta-57127 Telp.0271-852518 
email: ismirahmawati1611@gmail.com 

 
ABSTRACT 

Kaffir lime leaves essential oil has activity to inhibit bacterial growth. The mechanism of the inhibition is thought to be located in the  
bacterial cell wall. This study aimed to determine the antibacterial work location of kaffir lime leaf essential oil against Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. Kaffir lime leaves were distilled by steam distillation, essential oils obtained were identified by organoleptic quality, 
evaporation, solubility in alcohol, refractive index and specific gravity. The results were compared under with the literature. The results of 
essential oils were made with various concentrations of 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.73, 0.39, and 0.20%. The results of the concen-
tration series were tested for antibacterial activity with the macrodilution method followed by the determination for the location of bacterial 
growth inhibition using the Scanning Electron Microscope (SEM). The yield of kaffir lime leaf essential oil was 0.82%. The observation of 
organoleptic essential oil has a light yellow color, the distinctive odor of kaffir lime, a liquid form, and distinctive lime taste. Refractive 
index examination resulted 1.454; specific gravity 0.8317, and soluble in 70% ethanol with a ratio of 1:1. The Minimum Bactericidal  
Concentration (MBC) obtained from the antibacterial activity test was 6.25%. Kaffir lime leaves essential oil mechanism occurred in the cell 
walls and cell membranes of Staphylococcus aureus. 
 
Key words: Staphylococcus aureus, Essential Oil, Citrus hystrix. 

 
ABSTRAK 

Minyak atsiri daun jeruk purut memiliki aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri. Mekanisme kerja penghambatan diduga berlokasi 
pada dinding sel bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh minyak atsiri daun jeruk purut terhadap dinding sel Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923. Daun jeruk purut didestilasi uap air, setelah itu minyak atsiri yang diperoleh diuji mutu dengan cara organolep-
tik, penguapan, kelarutan di alkohol, indeks bias, dan bobot jenis. Hasil uji yang diperoleh dibandingkan dengan pustaka. Minyak atsiri 
dibuat dengan berbagai konsentrasi dari 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,73, 0,39, dan 0,20%. Hasil seri konsentrasi diuji aktivitas 
antibakteri dengan metode makrodilusi dilanjutkan penentuan lokasi kerja penghambatan pertumbuhan bakteri dengan Scanning Electron 
Microscope (SEM). Hasil rendemen minyak atsiri daun jeruk purut didapat hasil 0,82%. Hasil pengamatan organoleptik minyak atsiri  
memiliki warna kuning muda, bau khas jeruk purut, bentuk cairan, dan rasa khas jeruk purut. Hasil pemeriksaan indeks bias 1,454, bobot 
jenis 0,8317, dan minyak larut dalam etanol 70% dengan perbandingan 1:1. Hasil uji aktivitas antibakteri dengan Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM) 6,25%. Minyak atsiri daun jeruk purut memiliki mekanisme kerja yang terjadi pada dinding sel dan membran sel 
Staphylococcus aureus.  
  
Kata kunci: Staphylococcus aureus, Minyak Atsiri, Citrus hystrix. 
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permukan sel berupa protein matrik. Selanjutnya 
terjasi  pertumbuhan dan sel memproduksi enzim 
koagulasi yang mengkatalisasi perubahan fibrinogen 
menjadi fibrin (Irianto, 2014; Jawetz et al., 2016).  

Khasiat suatu tumbuhan untuk penyembuhan 
atau pencegahan suatu penyakit pada umumnya 
secara empris berasal dari resep nenek moyang. Ilmu 
pengetahuan yang berkembang memicu para peneliti 
membuktikan pengetahuan tradisional masyarakat 
terhadap tanaman obat. Salah satu bahan alam yang 
memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai 
antibakteri adalah tanaman jeruk purut (Citrus hys-
trix). Bagian tanaman jeruk purut yang sering 
digunakan untuk pengobatan maupun diperdagang-
kan adalah bagian buah, kulit buah, dan daun dari 
tanaman (Tita, 2017). 

Hasil penelitian Putra et al. (2017) menunjuk-
kan kemampuan buah jeruk purut dalam mengham-
bat bakteri S. aureus. Minyak atsiri kulit buah jeruk 
purut memiliki aktivitas antibakteri yang tinggi 
ditunjukkan dengan zona hambat sebesar 19 mm dan 
nilai KHM dan KBM sebesar 1,1 mg/ml (Vimol et 
al., 2012).  Kandungan senyawa tanaman jeruk purut 
hampir sama hanya prosentase dan komposisi 
beberapa senyawa minor berbeda, buah dan kulit 
buah lebih banyak mengandung sitronelal sedangkan 
daun lebih banyak mengandung linalool (Agouillal  
et al., 2017). Daun jeruk purut berdasarkan 
penelitian Hojjati dan  Barzegar (2017) memiliki 
senyawa linalool (30.62%), geraniol (15.91%), α-
terpineol (14.52%), dan linalyl acetate (13.76%).  

Scanning Electron Microscope (SEM)  diguna-
kan untuk mengetahui karakterisasi permukaan 
struktur biomaterial dan juga perubahan pada mor-
fologi bakteri (Kenzaka, 2005). Hasil  SEM dari 
senyawa linalool mampu mengubah morfologi sel 
normal Pseudomonas  aeruginosa dengan merusak 
dinding sel dan membran sel (Xue Liu et al., 2020). 
Senyawa linalool merupakan komponen utama 
minyak atsiri daun jeruk purut. Tujuan penelitian 
diharapkan memberikan informasi lokasi kerja anti-
bakteri dari minyak atsiri daun jeruk purut yang 
berpengaruh terhadap kerusakan dinding sel bakteri. 

 
BAHAN DAN CARA KERJA 

Penelitiaan ini menggunakan bahan simplisia 
daun jeruk purut yang diambil dari daerah  
Tawangmangu, Karanganyar. Daun yang digunakan 
adalah daun segar, daun yang cukup tua yang ber-
warna hijau. Bakteri uji menggunakan S. aureus 
ATCC 25923 dari hasil koleksi yang dimiliki  
laboratorium mikrobiologi Universitas Setia Budi. 
Isolasi minyak atsiri 

Daun jeruk purut segar 2.500 gram dicuci, 

dilayukan dengan diangin-anginkan lalu dipotong 
kecil-kecil dimasukkan ke dalam alat penyulingan 
minyak dan air. Uap air yang dihasilkan dialirkan 
pada pipa kebagian kondensor dan mengalami proses 
kondensasi, minyak atsiri terbawa bersama dengan 
uap air tersebut. Pemanasan dilakukan dengan api 
sampai penyulingan dihentikan setelah tidak ada 
penambahan minyak pada penampung destilat dan 
ukur volume yang dihasilkan. Minyak dalam corong 
pisah yang diperoleh kemudian ditambahkan Na2SO4 
eksikatus untuk memisahkan antara minyak dan air, 
sehingga didapat hasil sulingan daun jeruk purut 
murni. Hasil minyak atsiri disimpan dalam botol 
coklat dan ditempat yang sejuk (Departemen Kese-
hatan RI, 1985). 
 
Analisis minyak atsiri  

Pengamatan organoleptik terhadap minyak atsiri 
meliputi warna, aroma, bentuk, dan rasa dari minyak. 
Minyak atsiri hasil destilasi ditempatkan dalam  
sebuah tempat kaca yang bersih dan jernih. Minyak 
atsiri memiliki bau dan rasa yang khas sesuai dari 
tanaman asalnya. Identifikas kualitas minyak atsiri 
daun jeruk purut dengan diteteskan pada permukaan 
air, minyak atsiri akan menyebar dan pemukan air 
tidak akan keruh. Minyak atsiri diteteskan pada  
kertas saring, jika dibiarkan minyak akan menguap 
sempurna tanpa meninggalkan noda lemak.  
Penetapan indeks bias dilakukan dengan alat  
refraktometer dengan meneteskan minyak atsiri daun 
jeruk purut yang diukur pada prisma dan  
menutupnya kembali, dibaca skala dicatat indeks 
biasnya. Penetapan bobot jenis ditetapkan dengan 
ditimbang botol kosong dan dicatat hasilnya. Minyak 
atsiri daun jeruk purut ditimbang dalam botol  
timbang dan dicatat hasilnya. Penetapan kelarutan 
dalam alkohol dengan dengan cara memipet minyak 
atsiri sebanyak 1 ml ke dalam gelas ukur 10 ml,  
ditambah1 ml alkohol 70% kemudian dikocok dan 
amati kejernihannya (Departemen Kesehatan RI,  
2017; Ansel, 2006)  
 
Uji aktivitas antibakteri dengan metode  
makrodilusi 

Uji aktivitas dilakukan dengan metode dilusi 
untuk mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimum 
(KBM). Metode dilusi menggunakan 10 deretan  
tabung. Konsentrasi senyawa yang digunakan adalah 
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13, 1,56; 0,73, 0,39, dan 
0,20%. Larutan stock tersebut dibuat deret  
konsentrasi dibawahnya secara aseptis, dimana  
masing-masing konsentrasi dibuat sampai volume 
1,0 ml ditambahkan 0,5 ml suspensi bakteri pada 
masing-masing tabung. Suspensi bakteri disetarakan 
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dengan Mc Farlan 0,5. Tabung-tabung diinkubasi 
selama 24 jam pada suhu 37oC. Konsentrasi Hambat 
Minimum (KHM) ditentukan dengan mengamati 
adanya kekeruhan pada seri pengenceran dari tabung 
yang telah diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. 
KBM ditentukan dengan menggores larutan dari se-
jumlah tabung pada medium Manitol salt agar ke-
mudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam 
dan diamati ada tidaknya pertumbuhan bakteri. 
 
Analisis sampel menggunakan Scanning Electron 
Microscope (SEM) 

Hasil KHM dan bakteri uji sebagai kontrol  
dilakukan persiapan sampel SEM. Hasil KHM dan 
sel kontrol diinkubasi 24 jam dalam sebuah  
inkubator dan dikocok pada suhu 22-25oC. Hasil 
disentrifugasi, kemudian masukkan biomassa sel ke 
dalam larutan prefiksatif (2,5% glutaraldehid dalam 
phosphat bufer dan cocodylate buffer), selama  
beberapa 2 jam. Hasil disentrifugasi dan endapan 
kemudian dicuci kembali dengan larutan buffer fos-
fat dan ditambahkan tannic  acid 2  %  untuk fiksasi 
lanjutan. Hasil disentrifugasi dan endapan kemudian 
dicuci kembali dengan larutan buffer fosfat dan co-
codylate buffer, divortex, diamkan 10 menit dan 
tahap ini diulang 2 kali. Selanjutnya sel 
disentrifugasi kembali dan diambil biomassa sel, 
ditambahkan osmium tetra oksida 1 %, divortex 
diamkan 1 jam pada suhu dingin. Sel didehidrasi 
dengan menambahkan serangkaian etanol (50%, 
70%, 80%, 95%, dan etanol absolut) dan kemudian 
disuspensikan dalam t-butanol dan dikeringkan 
dengan freeze drying. Sampel kemudian diletakkan 
pada carbon tip yang sudah ditempel pada stube. Sel 
selanjutnya dilapis logam emas selama 10 detik 
dengan menggunakan ion sputter diamati dengan 
mikroskop analisis pemindaian elektron SEM JEOL 
JSM 5310 LV. 

 
HASIL 
Isolasi minyak atsiri 

Isolasi minyak atsiri daun jeruk purut 
menggunakan metode destilasi uap dan air. 
Rendemen hasil isolasi minyak atsiri daun jeruk 
purut yang diperoleh 0,82%.  

 
Analisis minyak atsiri 

Hasil pengamatan organoleptik pada minyak 
atsiri daun jeruk purut memiliki warna kuning muda, 
bau khas jeruk purut, bentuk cairan, dan rasa khas 
jeruk purut. Hasil pemeriksaan indeks bias minyak 
atsiri daun jeruk purut yaitu 1,454. Hasil 
pemeriksaan bobot jenis minyak atsiri daun jeruk 
purut menurut hasil penelitian adalah 0,8317. 

Minyak atsiri hasil destilasi dapat  larut dalam etanol 
70% dengan perbandingan 1:1. 

 
Aktivitas antibakteri S. aureus ATCC 25923  

Metode dilusi digunakan untuk mengetahui 
daya hambat sampel terhadap pertumbuhan bakteri S. 
aureus. Pada tabung dilusi dilakukan perbenihan 
minyak atsiri daun jeruk purut dicampur suspensi 
bakteri dalam medium BHI. Perbenihan yang dipakai 
harus merupakan perbenihan yang dapat 
menumbuhkan bakteri secara optimum dan tidak 
menetralkan minyak atsiri. Metode ini bertujuan 
untuk mencari KBM. Hasil uji dilusi KBM terhadap 
bakteri S. aureus minyak atsiri daun jeruk purut 
ditemukan pada konsentrasi 6,25% ditandai dengan 
konsentrasi terakhir yang tidak ditumbuhi oleh 
biakan bakteri. Hasil uji dilusi dapat dilihat pada 
Tabel 1 dan Gambar 1 . 

 
Lokasi kerja antibakteri S. aureus ATCC 25923  

Scanning Electron Microscope (SEM) 
digunakan untuk mengamati morfologi bakteri 
dilihat dari karakterisasi permukaan struktur  
biomaterial yang diberikan perlakuan minyak atsiri 
jeruk purut pada KBM (Kenzaka, 2005). Hasil 
pengamatan SEM dapat dilihat pada Gambar 2. 

Hasil pengamatan S. aureus menggunakan SEM 
tampak pada Gambar 2A, S.aureus (tanda panah) 
memiliki penampakan bulat bergerombol dengan 
permukaan yang tidak halus. Hasil pengamatan 
S.aureus dengan perlakuan minyak atsiri jeruk purut 
tampak permukaan yang halus dengan ukuran yang 
bervariasi. Pada gambar B tampak dinding sel  
memiliki intensitas warna yang lebih gelap pada  
bagian tertentu, hal ini menunjukkan ada kerusakan 
pada sampel permukaan dinding sel (tanda panah 
W). Tanda Panah X menunjukkan rusaknya sel 
dengan bentuk tidak bulat lagi ada materi sel yang 
keluar.  Tanda panah Y ada penekukan pada bagian 
tertentu pada sel bakteri. Tanda Z intensitas warna 
yang sama di seluruh permukaan sel, akan tetapi 
ukuran sel menjadi mengkerut dan mengecil  
ukurannya.  

 
PEMBAHASAN 

Hasil rendemen minyak atsiri dalam penelitian 
ini, menghasilkan rendemen yang lebih tinggi 0,82% 
dibandingkan hasil penelitian Lia et al. (2015) yaitu 
0,618%. Perbedaan hasil penelitian tersebut 
kemungkinan dikarenakan simplisia pada penelitian 
sebelumnya menggunakan daun utuh segar, pada 
penelitian ini daun jeruk purut yang dilayukan 
dengan diangin-anginkan untuk mengurangi kadar 
air pada daun, baru dipotong-potong dan dilakukan 
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destilasi uap. Analisis minyak atsiri yang digunakan 
bertujuan untuk menilai kualitas minyak atsiri yang 
didapat dari hasil destilasi. Karakteristik mutu 
minyak atsiri jeruk purut berdasarkan penelitian 
Sarto W (2005) menunjukkan bobot jenis pada  
suhu 20ºC sebesar 0,8223 -0,8699;  indeks bias pada 
suhu 20ºC sebesar 1,4667-1,5167; warna kuning 
muda jernih dan bau khas jeruk purut kuat. Hasil 
pengamatan pada penelitian ini berdasarkan pustaka 
acuan menunjukkan kualitas minyak atsiri yang baik, 
karena berada dalam rentang yang sesuai dengan 
pustaka (Sarto, 2005).  

Minyak daun jeruk purut mengandung  
senyawa-senyawa sitral, mirsen, limonene, simen, 
2,6- dimetilheptenal, sitronellal, linalool,  

betakaryofilen, geranil asetat, sikloheksana,  
oksida, dan senyawa minor lain (Akiyoshi et al., 
1990; Nurhani  et al., 2009). Minyak atsiri daun je-
ruk purut mengandung 27 komponen, dengan empat  
komponen terbanyak yaitu limonene sebesar 16,45%, 
Sabinene sebesar 11,13%, β-citronellol sebesar 
8,25%, dan citronellal sebesar 7,64% (Munawaroh, 
2010). Aktivitas antibakteri diduga karena adanya 
komponen sitronelal, sitronelol, linalool, dan gera-
niol (Francine et al., 2012). Setiap enzim yang ada di 
dalam sel merupakan sasaran potensial bagi beker-
janya suatu penghambatan mikroba. Penghambatan 
ini dapat mengakibatkan terganggunya metabolisme 
atau matinya sel (Suryaningrum, 2009). Menurut 
Burt (2004) senyawa sitronelal, sitronelol, dan 

Gambar 1. Hasil kultur uji tabung dilusi pada medium MSA. Angka 2 sampai 10 menunjukkan hasil kultur 
perlakuan dengan kosentrasi minyak atsiri sampel secara berurutan 50,  25, 12.5, 6.25, 3.13,  1.56, 
0.73,  0.39, dan 0.20 % (Dilution test culture results in Mannitol Salt Agar (MSA) medium. Label 
2 to 9 show the results of cultures treatment with concentrations of essential oil samples 
respectively 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.73, 0.39, and 0.20%   

   

Tabel 1. Hasil pertumbuhan bakteri uji pada medium MSA dari tabung seri dilusi 

Konsentrasi 
Pertumbuhan bakteri pada media MSA 

I II III 

Kontrol (-) 
100 % 
50 % 
25 % 

12.5 % 
6.25 % 
3.13 % 
1.56 % 
0.73 % 
0.39 % 
0.20 % 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Keterangan: (+) : ada pertumbuhan (-) : tidak ada pertumbuhan      ((+): growth (-): no growth)         
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linalool mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 
S. aureus. dengan mekanisme menurunkan aktivitas 
enzim bakteri serta mempengaruhi lapisan lipid bi-
layer membran sel menjadikan lebih permeabel, 
sehingga menyebabkan kebocoran isi sel vital 
bakteri. Geraniol mempunyai sifat antibakteri den-
gan mekanisme menyebabkan kehilangan kompo-
nen penyusun sel dan kerusakan fungsi material 
genetik bakteri (Corner, 2003).   

Hasil pengamatan menggunakan SEM tampak 
pada gambar 2.A, dimana S.aureus (tanda panah) 
memiliki penampakan bulat bergerombol dengan 
permukaan yang tidak halus. Dinding sel S.aureus 
tampak tidak halus karena S. aureus memiliki  
beragam molekul perekat yang dikenal sebagai 
MSCRAMM (microbial surface components  
recognizing adhesive matrix molecules) (Vazquez 
et al., 2011). Collagen Binding Protein disebut Can 
juga telah diidentifikasi dari S. aureus. Can dapat 
berikatan dengan secara tidak langsung pada den-
gan Fnb-fibronectin bridge (bagian dari 
MSCRAMM). S. aureus mampu membentuk  
makrokapsul sehingga tampak mukoid (Foster et 
al., 2014; Geoghegan et al., 2017). Hasil SEM pada 
S.aureus tanpa perlakuan menunjukkan hasil 

permukaan seperti berbulu karena semua komponen 
yang melekat pada dinding sel masih ada.  

Hal berbeda ditunjukkan S.aureus dengan  
perlakuan minyak atsiri (gambar 2.B) semua sel 
menunjukkan bentuk permukaan yang halus hal 
tersebut dimungkinkan terjadi hilangnya komponen 
protein permukaan dinding sel pengaruh dari 
minyak atsiri jeruk purut (Boudjemaa, 2019).  
Dinding sel memiliki intensitas warna yang lebih 
gelap pada bagian tertentu, hal ini menunjukkan 
ada kerusakan pada permukaan dinding sel (tanda 
panah W dan X). Minyak atsiri dengan kandungan 
sitronelal dan sitronelol mampu menghambat  
sintesis dinding sel S.aureus sehingga dinding  
gagal terbentuk mengakibatkan kebocoran sel 
(Guimarães et al., 2019). Tanda panah  Y  
menunjukkan sel mengalami perlipatan, 
menunjukkan dinding sel masih ada tetapi isi sel 
sudah tidak ada. Tanda panah Z menunjukkan  
intensitas warna yang sama di seluruh permukaan 
sel, akan tetapi ukuran sel menjadi mengkerut dan 
mengecil ukurannya. Hal ini dikarenakan dinding 
sel tetap utuh tapi isi sel keluar dikarenakan 
membran sel mengalami kerusakan (Greenwood 
dan O’Grady, 1972).   

 
 

Z 

Y 

B 

X 

W 

A 

Gambar 2. Morfologi bakteri S.aureus dengan pengamatan SEM. Bakteri S. aureus tanpa perlakuan 
minyak atsiri (A), Salah satu sel S. aureus diperbesar (A’)  dan S. aureus dengan perlakuan 
minyak atsiri jeruk purut (B) dilihat dengan menggunakan dengan SEM perbesaran 15.000 kali. 
Tanda W dinding sel ada intensitas warna yang lebih gelap, tanda X rusaknya dinding sel, 
tanda Y pelipatan sel dan tanda Z pengkerutan sel (S.aureus bacteria morphology by SEM 
observation. S. aureus bacteria without treatment (A), one of the S. aureus cells enlarged (A ') 
and S. aureus treated with kaffir lime essential oil (B) were examined using SEM with 
magnification of 15,000x. The W marked the cell with a darker color intensity on its cell wall, 
the X marked the cell with damaged cell wall, the Y marked the folded cell and the Z marked 
the shrinked cell)   
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KESIMPULAN 
Minyak atsiri daun jeruk purut terbukti 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, dengan 
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) pada konsen-
trasi 6,25%. Berasarkan hasil observasi morfologi 
menggunakan SEM,  minyak atsiri daun jeruk purut 
memiliki mekanisme kerja yang berlokasi pada 
dinding sel dan membran sel. 
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