ORIGINAL ARTICLE

Intisari Sains Medis 2023, Volume 14, Number 1: 124-130

P-ISSN: 2503-3638, E-ISSN: 2089-9084

INTISARI SAINS MEDIS

Published by Intisari Sains Medis

'Program Studi Sarjana Kedokteran, Fakultas
Kedokteran, Universitas Udayana, Bali, Indonesia;
Departemen Mikrobiologi Klinik, Fakultas
Kedokteran, Universitas Udayana, Bali, Indonesia;

*Korespondensi:

| Gede Krisna Arim Sadeva;

Program Studi Sarjana Kedokteran, Fakultas
Kedokteran, Universitas Udayana, Bali, Indonesia;
krisnaarimsadeva@gmail.com

Diterima: 15-11-2022
Disetujui: 03-01-2023
Diterbitkan: 31-01-2023

Uji daya hambat minyak atsiri
kulit buah jeruk bali (Citrus maxima)

L)

ABSTRACT

Background: Pseudomonas aeruginosa is a gram-
negative bacterium that is commonly associated with
Healthcare-Associated infections (HAI), particularly
Multidrug-resistance (MDR) P aeruginosa. ~ The
polyphenolic compounds found in the peel of pomelo
(C. maxima) are reported to have shown an effective
antimicrobial effect. Therefore, this study aimed to
investigate the inhibitory effect of C. maxima peel
essential oil on the growth of P aeruginosa bacteria.

Methods: This in vitro study evaluates the inhibitory
effect of C. maxima peel essential oil against clinical
isolate strains (SP47) and MDR P aeruginosa by
measuring the diameter of the inhibition zone (mm).
Five series of essential oil concentrations (20%, 40%,
60%, 80%, and 100%) and the control group were used
in the paper disk diffusion test with three repetitions
(triplet). All data were statistically analyzed using SPSS

ver. 20.

Results: A total of 4.85 mL of essential oil from 7.2
kg of C. maxima fruit peel was obtained. Inhibition
zones were observed in clinical isolates of P aeruginosa
by concentrations of 60%, 80%, 100%, and K+ with
means of 6.27+0.08 mm; 6.71%0.19 mm; 9.08+0.29
mm; and 40.8+0.48 mm, respectively. In MDR P.
aeruginosa, the inhibition zone by concentrations of
80%, 100%, and K+ with means of 6.45+0.13 mm;
7.15£0.13 mm; and 9.08+0.34 mm, respectively.
There was a significant difference in the mean diameter
within groups (p<0.05).

Conclusion: C. maxima fruit peel essential oil was able
to inhibit the growth of P aeruginosa bacteria, both
clinical and MDR isolates. There were differences in
inhibition between the concentration series.
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ABSTRAK

Latar belakang: Pseudomonas aeruginosa adalah
bakteri gram negatif yang terkait dengan Healthcare
Associated Infection  (HAI), khususnya Multidrug
Resistance (MDR) P aeruginosa. Adapun senyawa
polifenol yang ditemukan dalam kulit buah jeruk
bali (C. maxima) dilaporkan telah menunjukkan efek
antimikrobial yang efektif. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat minyak
atsiri kulit buah C. maxima terhadap pertumbuhan
bakteri P aeruginosa.

Metode: Penelitian ini merupakan studi in vitro yang
mengevaluasi daya hambat minyak atsiri kulit buah
C. maxima terhadap strain isolat klinis (SP47) dan
MDR P, aeruginosa melalui pengukuran diameter zona
hambat (mm). Sebanyak lima seri konsentrasi minyak
atsiri (20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%) dan kelompok
kontrol digunakan dalam uji paper disk diffusion
dengan pengulangan sebanyak tiga kali (triplet)

Seluruh data dianalisis secara statistik menggunakan
SPSS ver. 20.

Hasil: Sebanyak 4,85 mL minyak atsiri dari 7,2 kg
kulit buah C maxima diperoleh dengan metode
destilasi uap. Zona hambat teramati pada isolat klinis
P aeruginosa oleh konsetrasi 60%, 80%, 100%, dan
K+ dengan rerata sebesar 6,27+0,08 mm; 6,71+0,19
mm; 9,08+0,29 mm; dan 40,8+0,48 mm berturut-
turut. Zona hambat juga teramati pada isolat MDR P
aeruginosa oleh konsetrasi 80%, 100%, dan K+ dengan
rerata sebesar 6,45+0,13 mm; 7,15+0,13 mm; dan
9,08+0,34 mm berturut-turut. Terdapat perbedaan
rerata diameter yang signifikan antar kelompok uji
(p<0,05).

Simpulan: Minyak atsiri kulit buah C. maxima mampu
menghambat pertumbuhan bakteri P aeruginosa baik
isolat klinis maupun MDR. Adapun terdapat perbedaan
daya hambat antar seri konsentrasi.
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PENDAHULUAN

Healthcare Associated Infection (HAI) atau
Nosocomial Infection (NI) merupakan
golongan penyakit infeksi dengan jalur
penyebaran penyakit terjadi di lingkungan
rumah sakit atau instalasi kesehatan
dalam kurun waktu 48 jam setelah
menerima terapi pengobatan atau 30 hari
setelah dilakukan operasi.' Kasus HAI
memiliki prevalensi rata-rata sebesar
7,1% dengan jumlah penderita mencapai
lebih dari empat juta orang pada tahun
2016 di negara-negara Eropa.” Bahkan,
prevalensi kasus terkait HAI di Indonesia
mencapai  sebesar  3,8%.° Sebagian
besar kasus HAI menyerang kelompok
masyarakat dengan kondisi imunosupresi,
seperti golongan pasien ICU. Hal ini
menyebabkan angka mortalitas HAI yang
tinggi. P. aeruginosa adalah bakteri gram
negatif sekaligus patogen oportunistik
dengan kemampuan adaptasi yang
tinggi. Sayangnya, penyalahgunaan agen
antibakteri serupa antibiotik yang kian
memburuk menimbulkan permasalahan
baru, yakni terbentuknya galur bakteri
yang bersifat resisten terhadap senyawa-
senyawa tersebut akibat dari adanya
mutasi acak pada genom DNA bakteri,
yang disebut sebagai Multidrug-Resistant
Bacteria (MDR) P. aeruginosa. Penelitian
sebelumnya juga telah melaporkan bahwa
bakteri MDR pada dr. RS Pusat Soeradji
Tirtonegoro, Jawa Tengah didominasi oleh
strain Pseudomonas sp. (26,9%).*

P aeruginosa mampu membentuk
resistensiterhadap sebagianbesar golongan
antibiotik melalui pembentukan struktur
organik kompleks serupa biofilm dan
eksopolisakarida (EPS).’ Sifat proteksi dari
adanya biofilm menyebabkan P. aeruginosa
mampu menghindar dari respon imun
dan menciptakan lingkungan yang sesuai
untuk petumbuhan bakteri sehingga
bakteri dapat bertahan terhadap paparan
sinar UV, perubahan pH, perubahan suhu,
dan pengaruh disinfektan.® Pembentukan

biofilm melibatkan mekanisme quorum
sensing (QS), yakni kemampuan bakteri
dalam berkomunikasi dengan bakteri lain
melalui transduksi sinyal menggunakan
molekul bernama autoinducer.” Sebagian
besar golongan antibiotik yang digunakan
sebagai terapi saat ini, seperti antibiotik
golongan f-lactam, tidak menargetkan
aktivitas QS ataupun biofilm.?

Berbagai senyawa telah diketahui
memiliki kemampuan antibakteri
terhadap P aeruginosa  khususnya

metabolit sekunder bahan alam. Salah
satunya adalah golongan polifenol, yaitu
flavonoid, tanin, dan limonoid.” Ketiga
senyawa tersebut ditemukan pada jeruk
bali (Citrus maxima), disebut juga pomelo
(pomello). Dibandingkan jenis tanaman
lain seperti buah lemon (Citrus limon),
buah jeruk bali khususnya pada bagian
kulit buah memiliki kadar senyawa
polifenol sangat tinggi sebesar 4,96%
dibandingkan sebesar 0,69% pada kulit
buah lemon. Selain itu, sebesar 23% dari
kandungan polifenol pada buah jeruk bali
merupakan senyawa tanin. Terlebih lagi,
sebagai kelompok tanaman jeruk, buah
jeruk bali memiliki kandungan limonoid
paling tinggi dibandingkan dengan buah-
buahan lain. Buah jeruk bali (Citrus
maxima) telah dilaporkan memiliki efek
antibakteri terhadap Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, dan Escherichia
coli dengan rerata diameter zona hambat
sebesar 22 - 30 mm.'*"" Selain itu, minyak
atsiri buah jeruk bali yang memiliki
kandungan relatif limonene (senyawa
turunan  limonoid)  sebesar  95,7%
juga dilaporkan mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. iniae dengan
rerata diameter zona hambat sebesar
21,5 £ 0,2 mm." Tanaman ini tersebar di
seluruh Indonesia dengan provinsi Bali
menyumbang sekitar 69,39% dari total
produksi tahunan nasional.”

Dengan angka produksi yang tinggi,
limbah hasil produksi seperti kulit buah
tersebut dapat ditemukan dengan mudah.

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui daya hambat oleh
minyak atsiri kulit jeruk bali (Citrus
maxima) terhadap pertumbuhan bakteri
Paeruginosa baik strain isolat klinis dan
MDR.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental untuk mengetahui daya
hambat minyak atsiri kulit buah jeruk bali
(Citrus maxima) terhadap P aeruginosa
dengan uji paper disk diffusion atau Kirby
bauer secara in vitro dengan menggunakan
desain true experimental post test only with
control group. Penelitian ini dilaksanakan
di Laboratorium Biomedik Terpadu dan
Laboratorium  Mikrobiologi  Fakultas
Kedokteran  Universitas Udayana di
Jalan PB Sudirman, Denpasar, Bali serta
Laboratorium MIPA Udayana di Jalan
Bukit Jimbaran, Badung, Bali dengan
mengikuti seluruh protokol kesehatan
pada masa pandemi COVID-19 dan
limbah biologis akan diproses sesuai
dengan protokol kemanan, meliputi
pembuatan minyak atsiri dan aktivitas
antibakteri kulit buah jeruk bali (Citrus
maxima) selama bulan Januari hingga
Oktober 2022.

Sampel penelitian yang digunakan
adalah bakteri P. aeruginosa dengan jenis
strain multidrug-resistant (MDR) dan isolat
klinis. Sampel penelitian dibuat medium
kultur dalam ukuran petri disk atau cawan
petri sehingga membentuk koloni bakteri
yang siap digunakan untuk pemeriksaan.
Kultur bakteri disimpan dalam inkubator
dengan suhu 37°C. Adapun penelitian
ini terdapat 7 kelompok yang terdiri atas
kontrol negatif (-), kontrol (+), konsentrasi
minyak atsiri 20% (P1), 40% (P2), 60%
(P3), 80% (P4), dan 100% (P5). Seluruh
pengujian pada tiap kelompok dilakukan
pengulangan sebanyak tiga kali (triplet).
Adapun tahapan prosedur penelitian
sebagai berikut.
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Pembuatan Minyak Atsiri Kulit Buah
Jeruk Bali

Isolasi minyak atsiri dari kulit buah jeruk
bali menggunakan metode destilasi uap
berkecepatan 2 liter/jam. Nilai laju destiasi
tersebut sebanding dengan laju kalor yang
diterima oleh sistem dan setara dengan
jumlah destilat yang terkondensasi selama
satu jam, yakni 2 liter akuades. Persiapan
dilakukan menggunakan sebanyak 2 kg
kulit buah jeruk bali (Citrus maxima) segar
yang di potong hingga homogen dengan
diameter 2x2 cm untuk setiap tahapan
destilasi yang kemudian dimasukkan ke
dalam wadah berisi akuades sehingga
menghasilkan campuran minyak dengan
air (akuades). Destilat yang berisi
campuran minyak dengan akuades akan
dipisahkan dari sisa dan residu destilasi
melalui corong pisah ukuran 80 mesh.
Kemudian, NaCl dicampurkan pada
destilat untuk memisahkan minyak yang
teremulsi lalu ditambahkan CaCl, untuk
mengikat akuades sehingga didapatkan
minyak atsiri kulit buah jeruk bali (Citrus
maxima) murni.

Persiapan  Sampel Bakteri P.
aeruginosa
Media agar dibuat dengan cara

menuangkan medium Mueller Hinton
(MH) agar steril dengan suhu 50°C ke
dalam cawan petri. Selanjutnya, suspensi
bakteri uji, yakni MDR dan isolat klinis
P aeruginosa yang kekeruhannya setara
dengan larutan 0,5 Mc Farland I (1,5 x 108
CFU/mL) sebanyak 100 uL secara aseptis
diaplikasikan ke media menggunakan
kapas steril. Kemudian, diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C di dalam
inkubator."*

Uji Daya Hambat

Pengujian  daya  hambat  minyak
atsiri terhadap bakteri wuji dilakukan
berdasarkan metode Kirby Bauer diffusion
(paper disk diffusion). Sediaan minyak
atsiri diencerkan menjadi 5 jenis seri
konsentrasi, yaitu 20%, 40%, 60%, 80%,
dan 100% dengan jumlah total larutan
sebanyak 1 mL. Selanjutnya, masing-
masing konsentrasi ekstrak sebanyak 0,02
mL diteteskan ke dalam paper disk yang
telah diletakkan pada cawan petri dengan
sediaan bakteri yang telah disiapkan
sebelumnya dengan pengulangan pada

tiap konsentrasi dilakukan sebanyak
5 kali. Kontrol positif dibuat dengan
penambahan sediaan antibiotik ceftriaxone
0,05 mg dikarenakan sediaan antibiotik
tersebut yang dilaporkan masih sensitif
terhadap strain MDR. Kontrol negatif
hanya diisi dengan pelarut air berupa
akuades. Kemudian, paper disk diletakkan
pada media kultur serta inkubasi selama
24 jam pada inkubator. Area bening atau
transparan tanpa tanda pertumbuhan
bakteri merupakan tanda dari sensitivitas
bakteri terhadap zat antibakteri yang
terdapat pada bahan uji. Diameter
dari masing-masing area kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol diukur
menggunakan kaliper dalam millimeter
(mm) dengan melihat zona terluar dari
cakram kertas. Selanjutnya, data hasil
pengukuran akan dianalisis secara
statistik.'*

Analisis Data

Data yang telah dikumpulkan melalui
hasil pengamatan akan dilakukan
pengolahan data secara visual dan
kualitatif dengan menjabarkan hasil
karakteristik data dalam bentuk tabel dan
gambar. Uji normalitas yang digunakan
dalam penelitian ini adalah uji Shapiro-
wilk dengan menggunakan software SPSS.
Uji homogenitas varians menggunakan
uji Levene menggunakan software SPSS.
Selanjutnya, dilakukan uji beda rerata
dengan menggunakan uji One Way Anova
dan dilanjutkan dengan Uji Post Hoc
untuk mengetahui kelompok mana yang
memiliki perbedaan bermakna. Namun,
bila data tidak terdistribusi normal dan
tidak homogen, maka dapat dilakukan uji
non parametrik, yaitu Uji Kruskal Wallis.
Uji Mann-Whitney dapat dilakukan
sebagai uji Post Hoc apabila uji Kruskal
Wallis menunjukkan p<0,05.

HASIL

Ekstraksi dan Penyulingan Minyak
Atsiri Kulit Buah Jeruk Bali (Citrus
maxima)

Sebanyak 4,85 mL minyak atsiri kulit
buah jeruk bali (Citrus maxima)
diperoleh dengan metode destilasi uap
menggunakan material dasar berupa 7,2
kg kulit buah jeruk bali segar. Tanaman
buah jeruk bali berasal dari kabupaten
Buleleng, Bali, Indonesia.

Diameter Zona Hambat Bakteri P.
aeruginosa oleh Minyak Atsiri Kulit
Buah Jeruk Bali (Citrus maxima)
Berdasarkan uji daya hambat
menggunakan metode paper disk diffusion
(Kirby baurer), diperoleh adanya zona
hambat pada kedua isolat bakteri. Pada
isolat klinis P. aeruginosa (Gambar 1),
terdapat zona hambat pada konsentrasi
60%, 80%, 100%, dan kontrol positif (K+).
Sedangkan pada isolat MDR P. aeruginosa
(Gambar 1), terdapat zona hambat pada
konsentrasi 80%, 100%, dan kontrol
positif (K+). Adapun kontrol negatif (K-)
pada kedua kelompok tidak menunjukan
adanya zona hambat yang nampak.

Adapun diameter zona hambat tiap
seri konsentrasi minyak atsiri pada tiap
pengulangan isolat klinis P. aeruginosa
dijabarkan pada Tabel 1.

Adapun diameter zona hambat tiap
seri konsentrasi minyak atsiri pada tiap
pengulangan isolat klinis P. aeruginosa
dijabarkan pada Tabel 2.

Uji Normalitas Data

Analisis bivariat dalam penelitian ini
menggunakan analisis independent sample
T-test dan analisis komparatif One Way
ANOVA. Analisis komparatif One Way
ANOVA digunakan untuk mengetahui
perbedaan rerata diameter hambat antar
kelompok. Sebelum melakukan uji
bivariat terlebih dahulu dilakukan uji
asumsi parametrik yakni uji normalitas
dan uji homogenitas data. Namun, jika
hasil uji normalitas dan uji homogenitas
menunjukkan ~ bahwa  data  tidak
berdistribusi normal atau tidak homogen,
maka dapat digunakan uji alternatif yaitu
menggunakan uji Mann- Whitney. Adapun
hasil uji normalitas data menunjukan
bahwa distribusi diameter zona hambat
pada kelompok uji strain isolat klinis P
aeruginosa adalah normal (p>0,05). Selain
itu, distribusi diameter zona hambat pada
kelompok uji strain MDR P. aeruginosa
adalah normal (p>0,05) yang dijabarkan
pada tabel 3.

Uji Homogenitas

Hasil uji homogenitas varians data
menggunakan levenes test terhadap
diameter zona hambat pada strain MDR
menunjukkan bahwa data homogen
(p=0,115) sehingga akan digunakan uji
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Gambar 1. Kultur Isolat MDR (atas) dan Klinis (bawah) P. aeruginosa

Tabel 1.

Diameter Zona Hambat pada Isolat MDR P. aeruginosa.

L. 0,00 0,00 0,00 0,00 6,60 7,20 9,35

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 6,40 7,25 9,20

3. 0,00 0,00 0,00 0,00 6,35 7,00 8,70
Tabel 2. Diameter Zona Hambat pada Isolat Klinis (SP47) P. aeruginosa.

1. 0,00 0,00 0,00 6,35 6,85 8,95 40,55
2. 0,00 0,00 0,00 6,25 6,80 9,40 40,50
3. 0,00 0,00 0,00 6,20 6,50 8,85 41,35
Tabel 3. Uji Shapiro-Wilk terhadap Diameter Zona Hambat.
Strain SP47 (Isolat Klinis)
1. Seri konsentrasi 60% 0,637
2. Seri konsentrasi 80% 0,253
3. Seri konsentrasi 100% 0,328
4. Kontrol positif 0,100
Strain MDR
1. Seri konsentrasi 80% 0,363
2. Seri konsentrasi 100% 0,363
3. Kontrol positif 0,424

One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan
analisis Post Hoc LSD. Di sisi lain, hasil
uji homogenitas varians data diameter
zona hambat pada strain isolat Klinis

menunjukkan bahwa data tidak homogen
(p=0,034) sehingga akan digunakan uji
One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan
analisis Post Hoc Tamhane.

ORIGINAL ARTICLE

Perbedaan Rerata Daya Hambat P.
aeruginosa antar Seri Konsentrasi
Minyak Atsiri Kulit Buah Jeruk Bali
(Citrus maxima)
Berdasarkan uji One Way ANOVA untuk
membandingkan nilai rerata antara
variabel seri konsentrasi minyak atsiri
(kategorik) dengan diameter daya hambat
(numerik), didapatkan hasil bahwa
terdapat perbedaan antar kelompok yang
bermakna secara statistik dengan nilai
p<0,001 (p<0,05) baik pada isolat klinis
(Tabel 4) maupun MDR (Tabel 5).
Selanjutnya, dilakukan uji Post Hoc
terhadap variabel seri konsentrasi minyak
atsiri (kategorik) dan diameter daya
hambat (numerik). Model perhitungan
LSD  digunakan  berdasarkan  uji
homogenitas varians menggunakan uji
Levene yang menunjukan varian data
homogen pada variabel diameter daya
hambat baik pada MDR (p=0,115).
Namun, model perhitungan Tamhane
digunakan pada isolat klinis sesuai dengan
varians data yang heterogen (p=0,034).
Adapun hasil analisis data isolat klinis dan
MDR dijabarkan pada Tabel 6 dan Tabel 7
secara berurutan.

DISKUSI

Berdasarkan hasil penelitian, terdapat
zona hambat yang terbentuk pada media
kultur P aeruginosa baik isolat klinis
maupun MDR. Adapun diameter daya
hambat terbesar, yakni 9,08 + 0,29 mm
pada isolat klinis dan 7,15 + 0,13 mm
pada MDR dengan konsentrasi minyak
atsiri kulit buah jeruk bali sebesar 100%.
Temuan pada penelitian ini serupa
dengan studi oleh Das et al. (2013) yang
menggunakan paper disk whatman-1
ukuran 6 mm pada media agar Mueller-
Hinton untuk mengevaluasi daya hambat
oleh ekstrak daun Citrus maxima (Burm.)
Merr. (0,312 mg/mL) terhadap bakteri P
aeruginosa. Studi tersebut melaporkan
adanya zona hambat maksimum sebesar
14,83 + 0,49 mm dibandingkan dengan
kontrol antibiotik (ciprofloxacin 5pg/disc),
yakni sebesar 21 + 0,58 mm."

Studi oleh Singh (2016) juga
menyimpulkan bahwa ekstrak biji C.
maxima memiliki aktivitas antimikroba
yang kuat terhadap patogen penyebab
respiratory tract infection, termasuk P.
aeruginosa. Ekstrak biji menggunakan

Published by Intisari Sains Medis | Intisari Sains Medis 2023; 14(1): 124-130 | doi: 10.15562/ism.v14i1.1557

127


https://isainsmedis.id/
http://dx.doi.org/10.15562/ism.v9i1.155
http://dx.doi.org/10.15562/ism.v14i1.1557

ORIGINAL ARTICLE

Tabel 4. Uji One Way ANOVA terhadap Seri Konsentrasi Minyak Atsiri dengan
Diameter Daya Hambat pada Isolat Klinis P. aeruginosa.
Kelompok Uji n Rerata + SD Nilai p
60% 3 6,27 + 0,08
80% 3 6,71 £ 0,19
<0,001
100% 3 9,08 + 0,29
K+ 3 40,8 + 0,48
Tabel 5. Uji One Way ANOVA terhadap Seri Konsentrasi Minyak Atsiri dengan

Diameter Daya Hambat pada MDR P. aeruginosa.

Kelompok Uji n Rerata + SD Nilai p
80% 3 6,45+ 0,13
100% 3 7,15+ 0,13 <0,001
K+ 3 9,08 + 0,34
Tabel 6. Uji Post Hoc LSD pada Isolat Klinis P. aeruginosa.
Kelompok Perbedaan Rerata 1K'95% Nilai p
(mm) Minimum Maksimum
60% vs 80% 0,45 0,11 1,01 p=0,101
60% vs 100% 2,80 2,24 3,36 p < 0,001
60% vs K+ 34,53 33,97 35,09 p < 0,001
80% vs 100% 2,35 1,79 2,91 p < 0,001
80% vs K+ 34,08 33,52 34,64 p < 0,001
100% vs K+ 31,73 31,17 32,29 p < 0,001
Tabel 7. Uji Post Hoc Tamhane pada MDR P. aeruginosa.
Kelompok Perbedaan Rerata IK'95% Nilai p
(mm) Minimum Maksimum
80% vs 100% 0,70 0,25 1,14 p = 0,009
80% vs K+ 2,63 2,18 3,08 p < 0,001
100% vs K+ 1,93 1,48 2,38 p < 0,001

pelarut MeOH dilaporkan memiliki efek
antibakteri yang paling kuat dibandingkan
dengan pelarut lain, yakni nilai minimun
inhibition  concentration (MIC) pada
konsentrasi 6,25 mg/mL dan rerata
diameter zona hambat sebesar 18,54 +
0,62 mm. Uji fitokimia juga menunjukan
kandungan fenol, tanin, dan saponin yang
berperan dalam mekanisme antimikroba
ekstrak biji C. maxima.® Studi serupa oleh
Abirami, et al menunjukan bahwa ekstrak
kulit buah (white peel karp) Citrus maxima
dengan konsentrasi 50 mg/mL memiliki
aktivitas antibakteri terhadap berbagai
jenis bakteri, termasuk P aeruginosa.
Penelitian tersebut melaporkan diameter
zona hambat sebesar 13 mm dibandingkan
kontrol (ciprofloxacin) sebesar 25 mm
terhadap bakteri P aeruginosa (MTCC
424). Adapun nilai MIC berkisar antara
12,5 hingga 200 mg/mL."

Pada penelitian ini, uji daya hambat

juga dilakukan terhadap strain MDR
P aeruginosa dengan rerata diameter
zona hambat sebesar 7,15 + 0,13 mm
dibandingkan dengan rerata pada
kelompok kontrol (ceftriaxone) sebesar
9,08 + 0,34. Terlebih lagi, studi oleh
Abdelhady et al. (2020) yang mengevaluasi
aktivitas antimikroba dari ekstrak madu
jeruk (citrus honey) terhadap 50 sampel
MDR P. aeruginosa yang berasal dari unit
luka bakar dan ICU melaporkan bahwa
konsentrasi 50% (v/v) madu jeruk mampu
menghambat  pertumbuhan  sebagian
besar isolat (33/50, 66%). Selain itu,
terdapat hubungan yang signifikan antara
keberadaan gen exoU (gen yang berkaitan
dengan fenotipe MDR) dengan sinergi
positif kombinasi jeruk madu-fosfomisin
yang menunjukkan bahwa madu jeruk
memiliki efek antibakteri dan bersinergi
dengan antibiotik fosfomycin terhadap
isolat MDR P. aeruginosa.*® Studi lain oleh

Ayad et al. (2015) juga melaporkan adanya
zona hambat terhadap P aeruginosa
sebesar 10 mm pada kelompok yang diberi
ekstrak kulit buah C. maxima dengan
konsentrasi esktrak sebesar 75% dan
95%."

Pada penelitian ini, minyak atsiri kulih
buah dengan konsentrasi 100% dilaporkan
mampu menghasilkan zona hambat
terbesar, yakni 9,40 mm. Pada penelitian
lain, sediaan ektrak kulit buah dengan
konsentrasi 95% mampu menghasilkan
zona hambat terbesar, yakni 10,0 mm Ayad
et al. (2015). Penghambatan pertumbuhan
P aeruginosa oleh kulit buah C. maxima
dapat  disebabkan  melalui adanya
kandungan senyawa turunan fenolik yang
tinggi, meliputi senyawa flavonoid, tanin,
dan limonoid. Senyawa flavonoid memiliki
efek antimikroba melalui beberapa
mekanisme,  seperti  penghambatan
sintesis asam nukleat, penghambatan
fungsi membran sitoplasma dengan
memengaruhi  pembentukan  biofilm,
dan berinteraksi dengan berbagai enzim
intraseluler bakteri. Kulit buah C. maxima
dilaporkan mengandung berbagai jenis
flavonoid, seperti apigenin, kaempferol,
dan  quercetin.  Apigenin  mampu
berinteraksi dengan membran bakteriyang
menyebabkan lisis sel. Hal ini didukung
dengan temuan bahwa senyawa apigenin
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
P, aeruginosa dengan zona hambat sebesar
17,5 mm.*

Berdasarkan penelitian oleh Huang
et al. (2018), senyawa kaempferol
juga memiliki efek antibakteri yang
salah satunya diperantarai dengan
efek penghambatan terhadap sintesis
dihidropiridin pada P aeruginosa.
Senyawa quercetin juga dapat bekerja
secara sinergis dengan antibiotik seperti
levofloxacin, gentamicin, dan ceftriaxone
dalam menghambat pembentukan biofilm
(= 80%) dan menurunkan tingkat infeksi
klinis secara signifikan. Pada penelitian
ini, ekstraksi senyawa fenolik dari kulit
buah C. maxima dilakukan dengan
menggunakan metode destilasi uap
sehingga didapatkan minyak atsiri dengan
tingkat kemurnian yang cukup tinggi. Hal
ini bertujuan untuk mendapatkan jumlah
senyawa fenolik secara maksimal sehingga
memberikan aktivitas antibakteri yang
efektif.  Penelitian sebelumnya juga
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menunjukan bahwa minyak atsiri mampu
menghambat aktivitas mikroba lebih
efektif dan luas dibandingkan sediaan
ekstrak dengan pelarut metanol dengan
diameter daya hambat menggunakan disk
diffusion pada perlakuan dengan minyak
atsiri sebesar 10 mm dibandingkan
perlakuan dengan ekstrak metanol yang
tidak didapatkan adanya zona hambat
terhadap bakteri P. aeruginosa. Selain itu,
hasil analisis dengan GC/MS menunjukan
bahwa fraksi minyak memiliki kandungan
aktif yang sangat tinggi mencapai 99,6%.*

Di sisi lain, studi oleh Khan et al. (2019)
yang mengevaluasi aktivitas antimikroba
ekstrak kulit buah Citrus maxima
(konsentrasi Img/mL, 5mg/mL,dan 10mg/
mL dengan pelarut n-hexane) terhadap
bakteri P aeruginosa menunjukan tidak
terbentuknya zona hambat. Adapun pada
penelitian tersebut, diameter zona hambat
pada kelompok kontrol berkisar antara
2,2-2,5 mm. Walaupun demikian, ekstrak
kulit buah Citrus maxima diketahui
memiliki kandungan komponen fenolik,
khususnya gallic acid yang juga dilaporkan
memiliki aktivitas antibakteri terhadap
P aeruginosa.”* Minyak atsiri kulit buah
jeruk bali juga dilaporkan memiliki efek
antibakteri yang baik pada berbagai
patogen. Penelitian oleh Tsai et al. (2017)
menggunakan sediaan minyak atsiri buah
pomelo (Citrus grandis) melaporkan
aktivitas antimikroba melalui minimun
inhibition concentration (MIC, ) terhadap
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus — aureus, dan Candida
albicans berkisar antara 0,086-0,121%
(v/v). Terlebih lagi, senyawa citronellal
dan citronellol dilaporkan menjadi
kontributor utama dalam kandungan
fenolik minyak atsiri sebesar 54,58% dari
bioaktivitas minyak atsiri.”®

Penelitian ~ serupa  menggunakan
sediaan minyak atsiri kulit buah C.
maxima yang mengevaluasi aktivitas
antimikroba menggunakan metode broth
macrodilution terhadap Staphylococcus
aureus dan Candida albicans manunjukan
MIC sebesar 2000 dan 16000 g/mL.*
Penelitian yang dilakukan di Vietnam
juga melaporkan bahwa analisis GCMS
terhadap minyak atsiri C. maxima
menunjukkan  beberapa  kandungan

komponen lain serupa b-myrcene,
a-phellandrene, dan a-pinene. Terlebih
lagi, aktivitas antimikroba oleh minyak
atsiri pada penelitian tersebut terhadap
sejumlah patogen gram-positif, gram-
negatif, dan Aspergillus flavus menunjukan
zona hambat sebesar 8,3-11,3, 10,3-18,7,
dan 9,0-11,7 mm secara berturut-turut.”

Namun, penerapan sediaan minyak
atsiri kulit buah jeruk bali dapat dikatakan
tidak signifikan secara klinis. Berdasarkan
Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI), P. aeruginosa dinyatakan resisten
terhadap sediaan antibiotik jika memiliki
zona hambat <22 mm (ceftriaxone) atau
<25 mm (ceftazidime). Oleh karena itu,
temuan zona hambat oleh sediaan minyak
atsiri belum dapat dikatakan signifikan
secara klinis karena tidak mencapai nilai
minimal hambat sesuai CLSI. Adapun
keterbatasan dalam penelitian ini, yaitu
seri konsentrasi yang terbatas sebanyak
lima konsentrasi sehingga kurangnya
informasi terkait perbedaan rerata hasil
tiap konsentrasi. Selain itu, penggunaan
minyak atsiri pada penelitian ini hanya
terbatas pada minyak atsiri saja dan belum
dapat mengisolasi kandungan senyawa
fenolik spesifik yang terkandung dalam
kulit buah jeruk bali (C. maxima).

SIMPULAN

Minyak atsiri kulit buah jeruk bali (Citrus
maxima) memiliki daya hambat terhadap
pertumbuhan isolat klinis dan MDR
bakteri P. aeruginosa. Selain itu, minyak
atsiri kulit buah jeruk bali (Citrus maxima)
memiliki perbedaan daya hambat pada
konsentrasi 60%, 80%, dan 100% terhadap
pertumbuhan isolat klinis bakteri P,
aeruginosa. Minyak atsiri kulit buah
jeruk bali (Citrus maxima) juga memiliki
perbedaan daya hambat pada konsentrasi
80%, dan 100% terhadap pertumbuhan
isolat multidrug resistant (MDR) bakteri P
aeruginosa.
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