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Kaffir lime leaves are often used as a flavoring. In addition to being 

used as a flavoring, kaffir lime leaves are known to be used as 

antimicrobials. Fresh milk has a high nutritional value, so good for 

the growth of pathogenic microbes. Therefore, treatment was needed 

on fresh milk by adding of kaffir lime leaves ethanol extract which 

containing active compounds to inhibit the growth of pathogenic 

microbes. The purpose of this research is to know the ability of kaffir 

lime leaves ethanol extract to inhibit E. coli and Salmonella sp. on 

fresh milk. This research uses explorative method with 2 factors. The 

first factor was concentration of kaffir lime leaves ethanol extract (20, 

10, 5, and 2,5 g/ml), while the second factor was incubation time (0, 1, 

2, and 3 hours). Analysis of this research include Total Plate Count 

(TPC) and calculation of count of E. coli and Salmonella sp. The 

results showed that the kaffir lime leaves ethanol extract able to inhibit 

the growth of E. coli and Salmonella sp. in fresh milk. Growth of E. 

coli and Salmonella sp. decreased significantly with increasing 

concentrations of kaffir lime leaves ethanol extract and incubation 

time. 
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PENDAHULUAN  

Indonesia memiliki sumber daya alam 

dalam bidang agrobisnis yang melimpah. 

Salah satu sumber daya alam yang 

potensial adalah tanaman jeruk purut. 

Tanaman jeruk purut termasuk tanaman 

rempah di Indonesia yang sering 

dimanfaatkan atau digunakan terutama 

buah dan daunnya. Daun jeruk purut 

banyak digunakan dalam industri 

makanan, minuman, farmasi, flavor, 

parfum, dan pewarna (Munawaroh dan 

Handayani, 2010). Selain digunakan 

sebagai bahan penyedap masakan dan 

flavoring, daun jeruk purut diketahui dapat 

digunakan sebagai antimikroba.  

Beberapa penelitian sebelumnya, 

seperti yang dilakukan oleh Natta et al. 

(2008), Yuliani et al. (2011), dan Fadliah 

(2014) pertumbuhan mikroba dapat 

dihambat dengan memanfaatkan ekstrak 

dari herbal dan rempah-rempah yang 

memiliki senyawa antimikroba. Bahan 

pangan perlu dijaga kualitasnya selama 

proses distribusi maupun penyimpanan, 

karena pada tahap ini bahan pangan sangat 

rentan terhadap terjadinya kontaminasi 

terutama dari mikroba patogen. Salah satu 

bahan pangan yang rentan terhadap 

kontaminasi selama proses distribusi 

adalah susu segar. 

Susu segar merupakan bahan pangan 

bernutrisi tinggi yang kaya akan 

karbohidrat, protein, lemak, vitamin, dan 

mineral (Oliver et al., 2005). Susu 

memiliki nilai gizi tinggi yang tidak hanya 

baik untuk konsumsi manusia, tetapi juga 

untuk mikroba. Berdasarkan SNI (2011) 

dalam Fadliah (2014), Staphylococcus 

aureus dan golongan Enterobacteriaceae 

dijadikan sebagai syarat mutu susu segar. 

SNI (2011) menetapkan batas cemaran 

mikroba pada susu segar mempunyai batas 

maksimum cemaran Enterobacteriaceae 

1x103 cfu/ml dan Staphylococcus aureus 

1x102 cfu/ml dengan Total Plate Count 

(TPC) maksimal 1x106 cfu/ml. 

Oleh karena itu, diperlukan treatment 

pada susu segar yaitu dengan 

menambahkan ekstrak dari bahan alami 

yang mengandung senyawa aktif untuk 

menghambat pertumbuhan mikroba 

patogen. Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui kemampuan ekstrak etanol 

daun jeruk purut untuk menghambat 

bakteri E. coli dan Salmonella sp. pada 

susu segar, sehingga dapat diketahui 

pengaruh penambahan ekstrak dengan 

konsentrasi dan waktu inkubasi yang 

berbeda terhadap pertumbuhan bakteri E. 

coli dan Salmonella sp pada susu segar.  

METODE 

Bahan 

Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah daun jeruk purut, susu 

segar, aquadest, etanol 96 %, media PCA 

(Plate Count Agar), media VRBA (Violet 

Red Bile Agar), media NB (Nutrient 

Broth), media SSA (Salmonella Shigella 

Agar), stok kultur murni E. coli FNCC 

0090 dan Salmonella sp. FNCC 0187, 

larutan NaCl 0,85 %, dan alkohol 70 %. 

Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah timbangan analitik, erlenmeyer, 

kompor listrik, water bath, petridish, 

inkubator, mikro pipet, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, tip kuning dan biru, tissue, 

bunsen, buret, blender, rotary evaporator, 

spatula, penyaring, gelas ukur, gelas beker, 

jarum ose, eppendorf, tabung falkon, 

autoclave, colony counter, dan laminar air 

flow. 

Tahapan Penelitian 

Rancangan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan metode 

eksploratif yang akan menggali 

kemampuan ekstrak etanol daun jeruk 

purut untuk menghambat bakteri E. coli 

dan Salmonella sp. pada susu segar. 
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Adapun faktor perlakuan pada penelitian 

ini meliputi konsentrasi ekstrak etanol 

daun jeruk purut (20, 10, 5, dan 2,5 g/ml) 

serta waktu inkubasi (0, 1, 2, dan 3 jam). 

Setiap perlakuan dianalisis meliputi 

pengujian Total Plate Count (TPC) dan 

pengujian penghambatan terhadap bakteri 

E. coli dan Salmonella sp. 

Cara Penelitian 

Pembuatan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Dua kilogram daun jeruk purut segar 

disortasi, dicuci, kemudian 

dikeringanginkan selama 3 hari dan 

dilanjutkan pengeringan beku dengan 

freezer selama 2 hari. Daun yang kering 

kemudian diblender hingga menjadi serbuk 

dan ditimbang sebanyak 200 g. Serbuk 

daun jeruk purut ditambah dengan larutan 

etanol 96 % sebanyak 500 ml kemudian 

dimaserasi selama 3 x 24 jam. Hasil 

maserasi disaring kemudian filtrat 

dipekatkan menggunakan rotary 

evaporator pada suhu 40 oC selama 10 

menit. Kemudian menyiapkan ekstrak 

pekat untuk pengujian penghambatan 

sesuai perlakuan (20, 10, 5, dan 2,5 g/ml). 

Peremajaan Bakteri 

Satu ose stok kultur murni E. coli 

FNCC 0090 dan Salmonella sp. FNCC 

0187, masing-masing diinokulasikan ke 

dalam tabung reaksi berisi 5 ml media NB. 

Kemudian divortex hingga homogen dan 

diinkubasi pada suhu 30 oC selama 18-24 

jam. 

Persiapan Sampel 

Susu segar dimasukkan ke dalam 13 

tabung reaksi steril masing-masing 0,8 ml 

untuk 4 tabung; 0,7 ml untuk 8 tabung; dan 

10 ml untuk 1 tabung. Kemudian dibagi 

menjadi 4 kelompok : 4 tabung (0,8 ml 

susu segar) tidak dinjeksi dengan bakteri, 4 

tabung (0,7 ml susu segar) diinjeksi dengan 

bakteri E. coli sebanyak 100 µl, 4 tabung 

(0,7 ml susu segar) dinjeksi dengan bakteri 

Salmonella sp. sebanyak 100 µl, dan 1 

tabung (10 ml susu segar) sebagai kontrol. 

Masing-masing tabung reaksi kecuali 

kontrol diberi ekstrak etanol daun jeruk 

purut sebanyak 200 µl sesuai perlakuan 

(20, 10, 5, dan 2,5 g/ml). Kemudian 

masing-masing diencerkan bertingkat 

secara aseptis dari 10-1 sampai 10-6. 

Pengujian Total Plate Count (TPC) 

Pengujian TPC menggunakan metode 

pour plate dengan membandingkan jumlah 

bakteri antara sampel sebelum dan sesudah 

ditambah ekstrak etanol daun jeruk purut. 

Diambil pengenceran 10-6 dari sampel susu 

segar sebelum dan sesudah ekstrak etanol 

daun jeruk purut. Suspensi sampel diambil 

1 ml dan dimasukkan secara aseptis 

masing-masing ke dalam cawan petri steril. 

Perlakuan ini dilakukan secara duplo. 

Kemudian tuangkan media PCA steril yang 

telah didinginkan hingga hangat-hangat 

kuku. Goyangkan cawan petri secara 

perlahan dan tunggu hingga media 

memadat. Cawan petri diinkubasi selama 

18 – 24 jam pada suhu 37 °C. Setelah itu, 

diamati dan dihitung jumlah bakteri yang 

tumbuh.  

Pengujian Penghambatan Bakteri E. 

coli dan Salmonella sp. 

Pengujian penghambatan bakteri E. 

coli dan Salmonella sp. menggunakan 

metode pour plate dengan 

membandingkan jumlah bakteri antara 

sampel yang tidak ditambah dan ditambah 

ekstrak etanol daun jeruk purut serta 

diinjeksi bakteri E. coli dan Salmonella sp. 

Pengenceran 10-5 dari tiap konsentrasi 

sampel diambil 1 ml dan dimasukkan 

secara aseptis masing-masing ke dalam 

cawan petri steril. Perlakuan ini dilakukan 

secara duplo. Kemudian tuang media 

VRBA steril untuk sampel yang diinjeksi 

dengan E. coli dan tuang media SSA steril 

untuk sampel yang diinjeksi dengan 

Salmonella sp. Goyangkan cawan petri 

secara perlahan dan tunggu hingga media 

memadat. Cawan petri yang berisi media 

VRBA dilapisi lagi dengan media VRBA 

steril untuk mencegah peertumbuhan 
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koloni di permukaan. Kemudian, 

diinkubasi selama 24 – 48 jam pada suhu 

37 °C untuk media SSA, sedangkan untuk 

media VRBA diinkubasi selama 24 – 48 

jam pada suhu 32 oC. Setelah itu, diamati 

dan dihitung jumlah bakteri yang tumbuh. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengujian Total Plate Count (TPC) 

Hasil perhitungan Total Plate Count 

(TPC), jumlah total bakteri susu segar 

tanpa ditambah ekstrak etanol daun jeruk 

purut mengalami peningkatan secara 

beurutan dari waktu inkubasi jam ke-0 

hingga jam ke-3. Apabila dibandingkan 

susu segar yang ditambah ekstrak etanol 

daun jeruk purut, hasil yang diperoleh 

menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut 

yang ditambahkan pada susu segar 

menyebabkan jumlah bakteri mengalami 

penurunan. Penurunan jumlah bakteri juga 

terjadi seiiring lama waktu inkubasi. Pada 

Gambar 1. terlihat pada awal atau waktu 

inkubasi jam ke-0, jumlah total bakteri 

untuk setiap perlakuan menunjukkan 

jumlah yang berbeda. Secara berurutan, 

jumlah total bakteri paling banyak 

ditunjukkan oleh konsentrasi ekstrak 2,5 

g/ml dan jumlah total bakteri terus 

menurun hingga konsentrasi 20 g/ml. 

Pertumbuhan bakteri juga semakin 

mengalami penurunan setelah diinkubasi 

selama 1, 2, hingga 3 jam.  

Berdasarkan pengujian TPC 

menunjukkan bahwa penambahan ekstrak 

etanol daun jeruk purut dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri pada susu segar 

secara signifikan. Hal ini disebabkan di 

dalam daun jeruk purut mengandung 

senyawa aktif yang mempunyai aktivitas 

antimikrobia (Yuliani et al., 2011). 

Pengujian Penghambatan Ekstrak 

Etanol Daun Jeruk Purut terhadap 

Bakteri E. coli dan Salmonella sp. 

Hasil perhitungan jumlah bakteri E. 

coli pada susu segar tanpa ditambah 

ekstrak etanol daun jeruk purut mengalami 

peningkatan secara berurutan dari waktu 

inkubasi jam ke-0 hingga jam ke-3. 

Apabila dibandingkan susu segar yang 

ditambah ekstrak etanol daun jeruk purut, 

hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa 

semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol 

daun jeruk purut yang ditambahkan pada 

susu segar maka jumlah bakteri E. coli 

mengalami penurunan. Jumlah bakteri E. 

coli juga mengalami penurunan seiring 

lama waktu inkubasi.  

Hasil yang ditunjukkan pada Gambar 

2. dapat dilihat pada waktu inkubasi jam 

ke-0, jumlah bakteri E. coli untuk setiap 

perlakuan menunjukkan jumlah yang 

berbeda. Secara berurutan, jumlah bakteri 

E. coli paling banyak ditunjukkan oleh 

konsentrasi ekstrak 2,5 g/ml dan jumlah 

bakteri terus menurun hingga konsentrasi 

20 g/ml. Pertumbuhan bakteri E. coli juga 

semakin mengalami penurunan setelah 

diinkubasi selama 1, 2, hingga 3 jam. 

Namun, pada konsentrasi terendah yaitu 

2,5 g/ml, setelah diinkubasi selama 3 jam 

justru menunjukkan terjadi peningkatan 

jumlah bakteri E. coli. Hal ini dapat terjadi 

karena ekstrak etanol daun jeruk purut 

tersebut hanya mampu menghambat 

pertumbuhan E. coli selama 2 jam pertama 

sehingga bakteri E. coli masih dapat 

tumbuh apabila waktu diinkubasi 

dilakukan lebih lama. 

Hasil pengamatan bakteri Salmonella 

sp. pada susu segar tanpa penambahan 

ditambah ekstrak etanol daun jeruk purut 

menunjukkan tidak ada pertumbuhan 

koloni yang mengindikasikan bakteri 

Salmonella sp. dari waktu inkubasi jam ke-

0 hingga jam ke-3. Pada Gambar 3 terlihat 

bahwa pada waktu inkubasi jam ke-0, 

jumlah bakteri Salmonella sp. untuk setiap 

perlakuan menunjukkan jumlah yang 

berbeda. Secara berurutan, jumlah bakteri 

Salmonella sp. paling banyak ditunjukkan 

oleh konsentrasi ekstrak 2,5 g/ml dan terus 

mengalami penurunan hingga konsentrasi 
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20 g/ml. Pertumbuhan bakteri Salmonella 

sp. juga semakin mengalami penurunan 

setelah diinkubasi selama 1, 2, hingga 3 

jam. 

 

 
Gambar 1. Grafik perbandingan jumlah total bakteri pada pengujian TPC 

 
Gambar 2. Grafik perbandingan jumlah bakteri E. Coli

Susu dengan penambahan ekstrak 

daun jeruk purut konsentrasi 10 dan 20 

g/ml dengan waktu inkubasi 3 jam tidak 

ada pertumbuhan bakteri Salmonella sp. 

Hal ini menginformasikan bahawa 

penambahan ekstrak jeruk purut mampu 

menghambat pertumbuhan Salmonella sp. 

Hasil yang diperoleh menunjukkan 

kemampuan penghambatan ekstrak etanol 

daun jeruk purut pada bakteri E. coli dan 

Salmonella sp. berbeda walaupun kedua 

bakteri tersebut tergolong bakteri gram 

negatif. Menurut Davidson dan Branen 

(1993) dalam Hariyadi (2000) kemampuan 

zat antimikroba dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh 

konsentrasi zat antimikroba, waktu kontak 

dengan zat antimikroba, suhu lingkungan, 

sifat-sifat bakteri, sifat fisik dan kimia 

makanan termasuk kadar air, pH, dan jenis 

senyawa di dalamnya. Hal tersebut sangat 

memungkinkan adanya perbedaan aktivitas 

antimikroba ekstrak etanol daun jeruk 

purut terhadap bakteri Salmonella sp. dan 

E. Coli. 
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Gambar 3. Grafik perbandingan jumlah bakteri Salmonella sp

KESIMPULAN 

Ekstrak etanol daun jeruk purut 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri 

secara keseluruhan dan khususnya bakteri 

patogen seperti E. coli dan Salmonella sp. 

pada susu segar. Secara berurutan, jumlah 

bakteri paling banyak pada penambahan 

konsentrasi ekstrak 2,5 g/ml dan terus 

mengalami penurunan hingga konsentrasi 

20 g/ml. Penurunan jumlah bakteri juga 

terjadi seiiring lama waktu inkubasi dari 0 

hingga 3 jam. 
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to�solve�the�problem,�or�prove�or�disprove�the�hypothesis.�It�may�contain�all�the�

terminology�and�the�notations�used,�and�develop�the�equations�used�for�reaching�

a�solution.�It�should�allow�a�reader�to�replicate�the�work”�

Result�and�discussion,�“This�section�shows�the�facts�collected�from�the�work�to�

show�new�solution�to�the�problem.�Tables�and�figures�should�be�clear�and�concise�

to�illustrate�the�findings.�Discussion�explains�significance�of�the�results.”�

Conclusions,�“Conclusion�expresses�summary�of�findings,�and�provides�answer�

to�the�goals�of�the�work.�Conclusion�should�not�repeat�the�discussion.”�
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