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did not affected antibacterial properties of akway leaves essential oil.
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PENDAHULUAN

Galur  bakteri resisten terhadap
antibiotik dilaporkan ditemukan dalam
beberapa jenis pangan. Bakteri Bacillus
cereus resisten antibiotik ditemukan pada
sayuran segar, peternakan susu dan pruduk
susu tradisional (Sood et al., 2017; Owusu-
Kwarteng et al., 2017), Pseudomonas
aeruginosa ditemukan pada daging, ikan
segar dan daging asap (Benie et al., 2017).
Keberadaan bakteri resisten antibiotik
dalam pangan menjadi masalah kesehatan
global (Marshall dan Levy, 2011). Menurut
Gupta dan Birdi (2017), eksplorasi
senyawa antibakteri alami yang berasal
dari tumbuhan obat dapat digunakan untuk
melawan bakteri resisten antibiotik karena
tumbuhan obat kaya akan keragaman
metabolit sekunder seperti tannin, alkaloid,
terpenoid dan flavonoid. Minyak essensial
merupakan sumber antibakteri yang
potensial untuk digunakan melawan
bakteri resisten antibiotik karena minyak
essensial merupakan campuran metabolit
sekunder yang disintesis oleh tumbuhan
untuk mencegah infeksi (Gouvea et al.,
2017).

Akway (Drimys piperita Hook. f)
merupakan tumbuhan aromatik yang
mengandung sejumlah minyak essensial
pada bagian batang dan daunnya. Bagian
kulit batang dan daun tumbuhan ini
mengandung minyak essensial masing-
masing sebesar 0,37% dan 0,2% (Cepeda
et al., 2011a ;Cepeda et al., 2011b).

Minyak essensial yang diekstrak dari
bagian daun berbagai tumbuhan aromatik
dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri
yang kuat. Minyak essensial daun Thymus
vulgaris bersifat antibakteri terhadap S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa dan Listeria
monocytogenes (Nezhadali et al., 2014),
Minyak essensial daun Thuja orientalis
bersifat menghambat pertumbuhan bakteri
Bacillus subtilis, S. aureus, Salmonela
typhimurium dan Vibrio parahaemolyticus
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(Khubeiz et al., 2016) sedangkan minyak
essensial daun Croton heliotropiifolius
memiliki aktivitas antibakteri yang kuat
terhadap bakteri B. cereus, S. aureus, E.
coli dan Enterococcus faecalis (Filho et al.,
2017).

Karakteristik  antibakteri ~ minyak
essensial terhadap pertumbuhan bakteri
sangat bergantung pada beberapa faktor
diantaranya konsentrasi, tingkat keasaman
(pH), kandungan garam dan jenis bakteri
(Seow et al., 2014). Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui potensi minyak
essensial daun akway sebagai antibakteri
alami dalam menghambat pertumbuhan
bakteri E. Coli dan S. aureus juga bakteri
resisten antibiotik, yaitu P. Aeruginosa
dan B. cereus pada beberapa tingkat
konsentrasi,  keasaman  (pH) dan
kandungan sodium Kklorida serta potensi
minyak essensial daun akway sebagai
sumber antibakteri resisten antibiotik.

METODE
Bahan dan peralatan

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah daun akway, air
suling, nutrient broth (NB) dan nutrient
agar (NA) yang diperoleh dari Oxoid
Limited Inggris, sodium hidroksida, asam
klorida, sodium klorida, etanol, dan tween
20 dari Merck Jerman, kultur bakteri
Bacillus cereus ATCC10876 (Bakteri
Gram  positif ~ resisten  antibiotik),
Staphylococcus aureus ATCC25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
(Bakteri Gram negatif resisten antibiotik)
dan Escherichia coli ATCC25922 dari
Laboratorium Mikrobiologi PAU Pangan
dan Gizi Institut Pertanian Bogor.

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah moisture meter TS-7
Jepang, grinder, ayakan ASTM Test Sieves
40 mesh USA, timbangan analitik WAS
220/C/2 RADWAG Polandia, mikropipet
Thermo scientific USA, tips, autoclave My
life MAG678 Indonesia, hot plate Gerhardt
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Jerman, alat distilasi, laminar air flow Lab
nusantara Indonesia, vernier caliper
Niigata Seiki Jepang, vortex, inkubator
dan peralatan gelas Schoot Duran USA

Metode penelitian

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dalam rancangan acak
kelompok, yang teridiri dari perlakuan
level konsentrasi (0-10%), level keasaman
(pH 4-8,5) dan konsentrasi sodium klorida
(0-5%) minyak essensial. Setiap perlakuan
dilakukan pengujian terhadap empat
kelompok bakteri patogen. Data yang
diperoleh dianalisis menggunakan anova
rancangan acak kelompok. Hasil analisis
yang menunjukkan perlakuan berpengaruh
nyata, dilanjutkan dengan uji beda nyata
jujur  (BNJ.05). Data hasil analisis
ditampilkan dalam bentuk tabel.

Pelaksanaan penelitian
Pembuatan Bubuk Daun Akway

Daun  tumbuhan akway yang
diperoleh dari Distrik Anggi, Kabupaten
Pegunungan  Arfak  Papua  Barat

dibersihkan dengan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran yang menempel
pada permukaan daun. Daun yang sudah
bersih dikering-anginkan selama £4 hari di
dalam ruangan yang dilengkapi dengan
pendingin udara sampai daun mudah
dihancurkan. Daun akway yang sudah
kering dihancurkan dengan menggunakan
grinder kemudian diayak menggunakan

ayakan ukuran 40 mesh sehingga
dihasilkan bubuk daun akway.
Ekstraksi Minyak Essensial

Ekstraksi minyak essensial bubuk

daun akway dilakukan menggunakan
metode hidrodistilasi. Minyak essensial
yang diperoleh dimasukkan dalam botol
untuk  digunakan dalam  pengujian
antibakteri.

Persiapan Kultur Bakteri Uji

Bial biakan bakteri dibuka secara
aseptik di dalam laminar air flow,
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kemudian ke dalam masing-masing vial
dimasukkan 1  ml NB dengan
menggunakan mikropipet. Masing-masing
vial diaduk dengan menggunakan vorteks.
Kemudian campuran biakan bakteri dalam
NB, dipindahkan menggunakan
mikropipet ke dalam tabung reaksi berisi
10 ml NB steril dan diaduk menggunakan
vorteks.  Tabung reaksi berisi biakan
bakteri dimasukkan ke dalam inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam. Biakan
bakteri yang tumbuh diinokulasi pada
permukaan medium agar miring NA
menggunakan jarum ose dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Biakan
bakteri dalam agar miring NA tersebut siap
digunakan dalam pengujian antibakteri.

Pengujian Kapasitas Antibakteri pada
Variasi Konsentrasi

Pengujian karakteristik antibakteri
minyak essensial daun akway dilakukan
menggunakan metode agar well diffusion.
Sebanyak 500 ul biakan bakteri sebanyak 1
x 107 CFU/ml dalam medium NB dipepet
dan disebar secara merata pada permukaan
medium 20 ml NA padat steril yang berada
dalam cawan petri. Kemudian pada
medium NA tersebut dibuat sumur dengan

cara melobangi permukaan medium
sampai pada dasar cawan  petri
menggunakan tips yang berukuran

diameter 6 mm. Masing-masing sumur
tersebut dimasukkan minyak essensial
sebanyak 60 pl sesuai dengan perlakuan
konsentrasi, yaitu 0, 2, 4, 6, 8, dan 10%
(v/v) dengan kontrol positif penicilin G
konsentrasi 10% (b/v). Cawan petri
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Karakteristik antibakteri minyak essensial
terhadap pertumbuhan bakteri diukur
berdasarkan diameter zona bening yang
terbentuk di sekeliling sumur dengan
menggunakan caliper.

Pengujian Karakteristik Antibakteri
pada Variasi Konsentrasi Garam

Biakan bakteri uji sebanyak 500 pl (1
x 107 CFU/ml) disebarkan secara merata
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pada permukaan medium NA yang telah
memadat. Pada permukaan medium
tersebut dibuat sumur dengan cara
melobangi permukaan medium sampai
pada dasar medium dengan menggunakan
tips diameter 6 ml. Ke dalam masing-
masing sumur dimasukkan 60 pl minyak
atsiri 10% (v/v) yang mengandung NaCl
dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, dan 5%
(b/v). Selanjutnya cawan petri dimasukkan
ke dalam inkubator dengan suhu 37°C
selama 24 jam. Kapasitas antibakteri
minyak  essensial pada  beberapa
konsentrasi  sodium  klorida  diukur
berdasarkan diameter zona bening yang
terbentuk  disekitar ~ sumur  dengan
menggunakan caliper.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Konsentrasi

Pengujian  pengaruh  konsentrasi
minyak essensial daun akway terhadap
kapasitas antibakteri dilakukan pada selang
konsentrasi 0-10% (v/v). Tujuan pengujian
ini adalah untuk mengetahui kapasitas
antibakteri pada beberapa konsentrasi dan
pola penghambatan minyak essensial daun
akway terhadap pertumbuhan bakteri
patogen. Hasil pengujian menunjukkan
bahwa minyak essensial daun akway dapat
menghambat pertumbuhan semua bakteri
patogen yang digunakan dalam pengujian.
Hasil anova  menunjukkan  bahwa
konsentrasi minyak essensial sangat
berpengaruh terhadap diameter hambat
tumbuh Dbakteri uji. Diameter hambat
tumbuh pada konsentrasi 2-10% (v/v)
terhadap bakteri E. coli, B. cereus, P.
aeruginosa dan S. aureus masing-masing
sebesar 7,38-11,65 mm, 10,60-14,83 mm,
6,90-8,50 mm dan 7,88-11,85 mm (Tabel
1).

Peningkatan  konsentrasi  minyak
essensial  daun  akway  cenderung
meningkatkan diameter hambat tumbuh
terhadap bakteri uji. Menurut Seow et al.
(2014), peningkatan konsentrasi minyak
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essensial berdampak pada peningkatan
diameter hambat tumbuh terhadap bakteri
uji.

Pola penghambatan minyak essensial
daun akway yang meningkat dengan
meningkatnya konsentrasi juga ditemukan
pada minyak essensial akar Sida
rhombifolia pada konsentrasi 5-10% (v/v)
terhadap bakteri pathogen E. coli dan S.
aureus (Winarti et al., 2009), ekstrak etil
asetat kulit kayu akway pada konsentrasi 5-
25% (b/v) terhadap pertumbuhan bakteri
pathogen E. coli, S. aureus, P. aeruginosa
dan B. cereus (Cepeda et al., 2015) dan
ekstrak heksan biji Swietenia humilis
dengan konsentrasi 0,01-0,1% terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus
(Asmara et al., 2019).

Kapasitas minyak essensial daun
akway menghambat pertumbuhan bakteri
pathogen  disebabkan oleh kandungan
fitokimianya yang bersifat antibakteri.
Minyak essensial daun akway dilaporkan
tersusun dari senyawa linalool 17,12%, B-
pinen 7,35% dan a-pinen 6,59% (Cepeda et
al.,2011b). Senyawa linalool, a-pinen dan
B-pinen dilaporkan memiliki kapasitas
antibakteri yang kuat (Silva et al., 2015; Da
Silvaetal., 2012).

Seperti yang terlihat pada tabel 1,
penicillin G pada konsentrasi 10% tidak
menghambat pertumbuhan bakteri P.
aeruginosa sedangkan minyak essensial
daun akway dengan konsentrasi yang sama
dapat menghambat pertumbuhan bakteri P.
aeruginosa dengan diameter hambat
tumbuh 8,50 mm. Demikian juga terhadap
Bakteri B. cereus, penicillin G 10% hanya
menghambat pertumbuhan B. cereus
dengan diameter hambat tumbuh 11,00
mm sedangkan pada konsentrasi yang
sama minyak essensial daun akway dapat
menghambat pertumbuhan B. cereus
sebesar 14,83 mm. Bakteri P. aeruginosa
ATCC27853 dan B. cereus ATCC10876
merupakan galur bakteri yang tahan
terhadap beberapa jenis antibiotik B-lactam
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termasuk penicillin (lliev et al., 2015;
ARDB, 2009). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa minyak essensial daun akway
bersifat antibakteri yang kuat terhadap
galur Dbakteri yang tahan terhadap
antibiotik dan berpotensi digunakan
sebagai sumber antibakteri alami alternatif
untuk menghambat pertumbuhan bakteri
pathogen yang tahan terhadap antibiotik.

Pengaruh pH

Pengujian pengaruh kapasitas
antibakteri minyak essensial daun akway
dilakukan pada selang keasaman, yaitu pH
4-8,5. Tujuan pengujian ini adalah untuk
mengetahui stabilitas minyak essensial
pada beberapa level pH terhadap kapasitas
antibakterinya. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa minyak essensial
dengan pH 4-8,5 dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli, B. cereus, P.
aeruginosa dan S. aureus dengan diameter
hambat tumbuh masing-masing sebesar
12,05-13,61 mm, 17,75-19,09 mm, 9,18-
9,51 mm dan 12,93-13,14 (Tabel 2).

Hasil anova pengaruh pH terhadap
kapasitas antibakteri minyak essensial
daun akway menunjukkan  bahwa
perlakuan pH tidak memberikan pengaruh
yang nyata terhadap kapasitas antibakteri
minyak essensial daun akway. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa minyak
essensial daun akway stabil terhadap
perlakuan pH. Hal ini sesuai dengan
pendapat Garcia-Diez et al. (2017), yang
melaporkan bahwa kestabilan minyak
essensial pada beberapa level pH terjadi
pada minyak essensial umbi Allium
sativum dan daun Origanum vulgare
dengan level pH 4,5-6,5 dan pada minyak
essensial Zataria multiflora dengan pH 5-8
(Amin et al., 2010).

Tingkat keasaman (pH) minyak
essensial yang tidak berpengaruh sinergis
terhadap kapasitas minyak essensial daun
akway diduga disebabkan oleh efek
pengenceran  oleh  medium  yang
berdampak penurunan konsentrasi H+
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yang terkandung dalam larutan minyak

essensial dan  kemampuan  bakteri
beradaptasi terhadap perubahan pH
lingkungan  tumbuhnya.  Komponen
antibakteri  dalam minyak essensial
berdifusi melalui medium agar dan
membentuk  gradien  konsentrasi  di

sekeliling sumur. Konsentrasi komponen
antibakteri menurun secara logaritmik,
semakin jauh dari sumur semakin rendah
konsentrasinya (Jenkins dan Schuetz,
2012). Gradien konsentrasi H+ dan OH-
yang terjadi di sekeliling sumur berdampak
pada perubahan pH minyak essensial
menjadi pH yang dapat ditoleransi oleh
bakteri uji. Bakteri B. cereus dan P.
aeruginosa masing-masing dilaporkan
dapat tumbuh pada selang pH 4,75-9,3 dan
pH 4,5-9,5 (Pexara dan Govaris, 2010;
Klein et al., 2009) demikian juga E. coli
dilaporkan memiliki selang pH
pertumbuhan, yaitu pH 4,5-9,0 sedangkan
S. aureus memiliki selang pH pertumbuhan
yang paling luas, yaitu 4-10 (Wirtanen dan
Salo, 2016).

Pengaruh Konsentrasi Garam

Pengujian  pengaruh  konsentrasi
garam sodium klorida minyak essensial
daun akway dilakukan pada selang
konsentrasi 0-5% (b/v). Sodium klorida
merupakan senyawa antibakteri yang biasa
digunakan dalam pengawetan pangan
(Zarei et al., 2012). Tujuan pengujian ini
adalah untuk mengevaluasi pengaruh
konsentrasi sodium klorida terhadap
stabilitas dan pengaruh sinergis terhadap
antibakteri minyak essensial daun akway.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
minyak essensial daun akway dengan
kandungan sodium klorida 0-5% bersifat
antibakteri terhadap pertumbuhan E. coli,
B. cereus, P. aeruginosa dan S. aureus
dengan diameter hambat tumbuh masing-
masing 12,75-13,38 mm, 18,04-19,39 mm,
9,14-10,56 mm dan 13,00-13,94 mm
(Tabel 3).
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Hasil anova menunjukkan bahwa
konsentrasi  sodium  klorida  minyak
essensial daun akway sampai dengan 5%
tidak  berpengaruh  nyata terhadap
pertumbuhan bakteri. Hasil analisis
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi
sodium klorida sampai dengan 5% selain
tidak bersifat sinergis juga tidak
berpengaruh terhadap stabilitas antibakteri
minyak essensial daun akway.

Konsentrasi garam sodium klorida
yang tidak berdampak sinergis terhadap
sifat antibakteri minyak essensial daun
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akway diduga konsentrasi sodium klorida
sampai 5% masih berada pada selang
konsentrasi  sodium  klorida  untuk
pertumbuhan bakteri uji.  Bakteri B.
cereus, E. coli dan P. aeruginosa dapat
bertumbuh pada konsentrasi sodium
klorida sebesar 5% (Patra dan Baek, 2016;
Hrenovic dan Ivankovic, 20009;
Sivaprakasam et al., 2008), sedangkan
bakteri S. aureus merupakan galur bakteri
halofilik karena dapat tumbuh pada
konsentrasi garam yang tinggi, yaitu 15%
(Tsai et al., 2011).

Tabel 1. Kapasitas antibakteri pada variasi konsentrasi minyak essensial

Konsentrasi Diameter hambat tumbuh (mm)

(%) E. coli B. cereus P. aeruginosa  S. aureus
0 6.00+0,00? 6.00+0,00? 6.00+0,00? 6.00+0,00?
2 7.38+0,273¢  10.60+1,42°dfoh 6.90+0,35%  7.88+0,502""
4 8.70+1,05%cdt  12.98+0,75%  7.68+0,67%°4  8.73+0,6020cdef
6  9.68+0,270cdef 13.58+0,15"  8.40+0,00%°d 9 .68+0,050cdef
8 10.13+0,67°%f 14.38+0,15'  7.98+0,97%¢  11.85+0,02%"
10  11.65x0,50°%" 14.83+0,10'  8.50+0,00%¢% 10.80+0,651%"

Penicilin G

(10%) 31.95+0,55 11.00+0,00 6.00+0,00 59.85+0,85

Keterangan : Angka yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan perlakuan tidak berbeda nyata pada

uji BNJ.05.

Tabel 2. Kapasitas antibakteri pada variasi level pH

Diameter hambat tumbuh (mm)

PH E. coli B. cereus P. aeruginosa S. aureus
4 13.61+0,16 18.60+0,60 9.36+0,53 13.1140,11
5 12.05£0,70 19.09+0,08 9.38+0,37 12.43+0,07
6 12.3340,32 18.64+0,21 9.26+0,21 13.1440,61
7 12.38+0,37 17.75+0,25 9.18+0,17 13.00£0,00
8.5 13.0040,00 18.53+0,17 9.51+0,01 12.9340,07
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Tabel 3. Kapasitas antibakteri pada variasi level konsentrasi NaCl
Konsentrasi Diameter hambat tumbuh (mm)
NaCl (%) E. coli B. cereus P. aeruginosa S. aureus
0  13.00+0,00 18.70+0,00 9.50+0,50  13.00%0,30
1 12.75+0,05 18.04+0,29 9.14+1,06  13.04%0,31
2 13.15+0,15 18.49+0,31 10.00£0,90  13.25+0,50
3  13.38+0,37 19.39+1,54 10.44+0,69  13.44+0,16
4 13.33%0,02 17.88+0,05 10.56+0,31  13.14+0,79
5 13.15+0,70 18.80+0,40 10.31+0,81  13.94+0,19
KESIMPULAN University of Maryland College Park
Minyak essensial daun Drimys MD20742.

piperita berpotensi digunakan sebagai
antibakteri alami untuk melawan bakteri
resisten B. cereus dan P. aeruginosa serta
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
dan S. aureus. Karakteristik antibakteri
minyak essensial daun Drimys piperita
sangat bergantung pada konsentrasi.
Semakin tinggi konsentrasi semakin kuat
aktivitas antibakterinya. Variasi pH dan
kandungan  sodium  Kklorida  tidak
berpengaruh terhadap karakteristik
antibakterinya.
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