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ABSTRACT

Microencapsulation Kaffir lime oil (C. hystrix
DC.) has advantages such as capable of
controlling the evaporation process, oxidation
by air or oxygen and release the active
ingredient is stable, thus providing a constant
concentration over long periods of therapy. In
this research microencapsulation of kaffir lime
oil from leaves (MJP-D) and rind (MJP-KB)
using  chitosan to  crosslinking  with
glutaraldehyde (ratio 2:1). Characterization of
kaffir lime oil use Gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), characterization of
microcapsule use FTIR and particle size
analyzer, while analysis of essential oil content
in the  microcapsules  with  UV-Vis
spectroscopy. Composition of MJP-D consist
of citronellal (85,07%), lonalool (3,47%),
citronelil acetate (2,77%) and sabinene
(2,79%), while MJP-KB consist of citronellal
(20,91%), terpinen-4-ol (11,93%), o-pinene
(21,44%) and limonene (12,59%). Microcapsul
MJP-D and MJP-KB has a distinctive
absorption crosslinking results on 1558 cm* (-
C=N) and particle size 340,43-404,90 nm. The
effectiveness microcapsulation of MJP-D and
MJP-KB 37,5% and 86,88% with each zone of
inhibition against Pseudomonas aeruginosa
bacteria is 12,8 mm and 17,1 mm.

Keywords: microcapsul, kaffir lime oil,
antimicrobial P. aeruginosa

1. PENDAHULUAN

Minyak atsiri adalah cairan berminyak
yang memiliki aroma khas dan bersifat kurang
stabil atau mudah menguap. Minyak atsiri
merupakan hasil dari jalur metabolisme yang
kompleks dengan tujuan untuk melindungi
tanaman dari mikroorganisme  patogen,
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mengusir serangga yang merupakan vektor
wabah dan memberikan rasa tidak enak pada
tanaman sehingga mengurangi nafsu makan
beberapa herbifora [1].

Minyak atsiri sudah umum digunakan
dalam industri, seperti halnya industri
makanan, minuman, farmasi, pemberi aroma
dan rasa, parfum, pewarna dan lain-lain [2].
Bioaktivitas dari minyak atsiri juga telah
dilaporkan oleh beberapa penelitian, seperti
aktivitas antibakteri, antivirus, anti-inflamasi,
anti jamur, antimutagenik, anti kanker, dan
antioksidan [1].

Minyak jeruk purut merupakan salah
satu minyak atsiri yang menarik dan
menjanjikan  untuk diaplikasikan  dalam
industri. Minyak jeruk purut disebut sebagai
kaffir  lime oil dalam  perdagangan
internasional. Di Indonesia, minyak jeruk purut
diproduksi dalam jumlah besar per tahunnya
dan memiliki harga jual sebesar 65,00-75,00
USD per kilogram [2]. Minyak atsiri jeruk
purut dapat diperoleh menggunakan metode
destilasi uap [3].

Minyak atsiri jeruk purut tersusun dari
beberapa senyawa kimia yaitu sabinen, B-
pinen, B-miceren, a-cimen, (-)-limonen, trans-
Bocimen, y-terpinen, linalool oksida, L-linalol,
B-sitronelal, (-)isopulegol, 4-terpeneol, 1-
dodekin-4-ol, B-sitronelol, rodinol (keprol),
cis-linalol osida, sitronellil asetat, geronil
asetat, trans-p-karyopilen, dan nerodinol [4].
Minyak atsiri jeruk purut memiliki beberapa
kandungan senyawa kimia utama, yaitu
sitronelal sebesar 81,49%, sitronelol 8,22%,
linalool 3,69% dan geraniol 0,31% [5].

Senyawa aktif yang terkandung dalam
minyak jeruk purut telah dilaporkan dapat
menghambat aktivitas pertumbuhan dari
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Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, dan Escherichia coli
[61, [7].

Minyak jeruk purut terdiri dari berbagai
macam komponen zat penyusun yang memiliki
titik didih berbeda dan memiliki sifat
tidakstabil atau mudah menguap [1], [2], serta
mudah teroksidasi oleh adanya panas, udara
(oksigen), kelembaban, serta dikatilisis oleh
cahaya dan beberapa harus dikatalisis oleh
logam [8]. Kondisi seperti ini menjadi kendala
utama dari minyak jeruk purut ketika
diaplikasikan secara langsung.

Mikroenkapsulasi adalah suatu proses
penyalutan secara tipis oleh bahan penyalut
[9], [10]. Mikrokapsul yang dihasilkan
berukuran 15.000 pm. Teknik mikroenkap-
sulasi digunakan untuk meng-endalikan proses
pelepasan senyawa aktif dan melindungi
senyawa aktif dari efek yang tidak diinginkan
akibat pengaruh dari cahaya, kelembaban dan
oksigen [9]. Pecarski, dkk [11] juga
menyatakan  bahwa  teknik  enkapsulasi
merupakan cara tepat untuk mempertahankan
sifat fungsional dari minyak atsiri sehingga
dapat dicapai keadaan yang diinginkan.

Berdasarkan uraian diatas, menarik
untuk dikaji sejauh mana minyak jeruk purut
hasil mikroenkapsulasi dapat menghambat
pertumbuhan bakteri.

2. BAHAN DAN METODE PENELITIAN
2.1. Bahan Penelitian

Bahan sampel dan kimia yang digunakan
meliputi daun, ranting, dan kulit buah jeruk
purut, MgSO4 MERCK, kitosan, asam asetat,
paraffin, Tween 80, etanol 95%, akuades,
glutaraldehid 25%, n-heksana, nutrient agar,
nutrient broth. Jenis bakteri uji adalah kultur
Pseudomonas  aeruginosa dari  Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya.

2.2.Destilasi minyak jeruk dari purut daun
dan kulit buah jeruk purut
Penyulingan  minyak jeruk  purut
mengunakan destilasi uap, dengan cara
menyuling daun dan kulit buah jeruk purut
berturut-turut sebanyak 6 dan 11,4 kg selama
5-6 jam.
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2.3. Analisis Komponen Minyak Jeruk
Purut dengan GC-MS

Sampel minyak jeruk purut 0,05 gram
dilarutkan dalam 2 mL n-heksana, selanjutnya
diinjeksikan  kedalam instrumen GC-MS
Shimadzu QP2010S, kolom kapiler Restrex
Rtx-5 (30 eter), suhu kolom 70-220°C, suhu
injektor 310,00 °C. Masing masing puncak
yang diperoleh discan untuk memperoleh
spektra massa.

2.4. Pembuatan Mikrokapsul

Mikropartikel kitosan sebagai bahan
penyalut minyak atsiri dibuat menggunakan
metode cross-linking. Model mikropartikel
kitosan dibuat dengan mencampurkan kitosan
1% dan glutaraldehid 1% dengan perbandingan
volume 1:2. Minyak atsiri yang digunakan
meliputi minyak daun dan minyak kulit buah
jeruk purut dengan variasi volume masing-
masing 1,6 ; 3,2 ; 6,4 pl. Dicampurkan minyak
dengan 37,5 ml parafin dan 12,5ml Tween 80
2%. Kemudian ditambahkan 10ml larutan
kitosan 1%. Fasa ini diaduk menggunakan
pengaduk magnetik (selama 60 menit pada
1200 rpm) hingga bercampur dengan
homogen. Setelah itu 20ml glutaraldehid 1%
(sebagai agen cross-linking) ditambahkan
dibawah kondisi pengadukan 1500 rpm dan
dilakukan pengadukan selama 24 jam.
Dilakukan sentrifugasi selama 10 menit,
diambil lapisan bawah dan dibekukan.
Dilakukan freeze drying selama 2 kali 24 jam
untuk memperoleh mikrokapsul yang kering
(bebas dari air). Dilakukan penimbangan dan
dicatat massa mikrokapsul yang diperoleh.

2.5. Karakterisasi Mikrokapsul
Spektrofotometer FTIR

Sampel mikrokapsul minyak jeruk purut
disiapkan sebanyak 1mg, kemudian dicampur
dengan 750 mg kalium bromida (KBr).
Campuran sampel dan KBr di kompres
menjadi lapisan tipis. Pelet discan pada
resolusi 4 cm™ dengan 10 scan dalam range
spectra dari 4000 — 500 cm! [14].

Karakterisasi dengan PSA

Mikrokapsul dengan berbagai model
yang telah dibuat (A1-A3 dan B1-B3)
disiapkan. Sampel dilakukan Kkarakterisasi
untuk mengetahui distribusi ukuran partikel
mikrokapsul yang terbentuk menggunakan
indtrumen PSA yang berada di Laboratorium
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Kimia Fisik Fakultas MIPA Universitas

Brawijaya.

2.6.Penentuan Efisiensi Mikrokapsul
dengan Spektrofotometer UV-Vis

Mikrokapsul  sebanyak 0,1 gram
dimasukkan ke dalam gelas kimia 100 mL. n-
Heksan 10 mL ditambahkan ke dalam gelas
kimia yang berisi mikrokapsul dan diaduk
menggunakan pengaduk magnetic selama 30
menit. Larutan dipisahkan dari mikrokapsul

menggunakan  kertas  saring, kemudian
dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan  spektrofotometer  Uv-Vis.

Penetuan efisiensi dilakukan untuk semua
mikrokapsul (A dan B).

2.7.Uji Aktivitas Antibakteri Peremajaan
dan Penginokulasian Bakteri

Media nutrient agar steril dimasukkan ke
dalam tabung reaksi sebanyak 5ml. Tabung
reaksi diletakkan pada kemiringan 30-45 °C
dan ditunggu hingga memadat. Kultur bakteri
Pseudomonas aeruginosa diambil sebanyak 1
0se menggunakan jarum o0se, kemudian
digoreskan secara zig-zag pada permukaan
media agar miring dan diinkubasi pada suhu 37
°C selama 1 hari (24 jam) [15].

Pembuatan Suspensi Bakteri

Nutrient broth yang sudah steril
disiapkan dalam tabung reaksi. Bakteri dari
media agar miring diambil sebanyak 1 ose,
dicelupkan kedalam media nutrient broth
hingga tidak ada bakteri yang menempel pada
jarum ose dan diinkumasi selama 1 hari (24
jam).  Suspensi  bakteri  Pseudomonas
aeruginosa dihitung dibawah mikroskop
menggunakan haemacytometer hingga
diperoleh jumlah koloni 10%-108 CFU/mI [15].

Penentuan Zona Hambat dengan Metode
Difusi Sumuran

Metode yang digunakan untuk uji
aktivitas antibakteri adalah metode difusi
sumuran. Uji aktivitas antibakteri ini dilakukan
menggunakan mikrokapsul minyak jeruk
purut, etanol 95% sebagai kontrol positif dan
akuades sebagai kontrol negatif terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa [15]. Uji
aktivitas antibakteri menggunakan metode
difusi sumuran dilakukan dengan 2 model
mikrokapsul dengan konsetrasi minyak yang
berbeda-beda (Al1-A3; B1-B3) dan
pengamatan dilakukan setelah waktu inkubasi
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selama 24 jam (1x24 jam), 48 jam (2x24 jam)
dan 72 jam (3x24 jam). Sebanyak 12 cawan
petri yang sudah steril disiapkan. Media yang
sudah steril dituangkan kedalam cawan petri
secara aseptis dan ditunggu hingga memadat.
Suspensi bakteri dimasukkan sebanyak 0,1 ml
pada  permukaan  agar  menggunakan
mikropipet dan diratakan  meggunakan
spreader. Pembuatan sumuran dilakukan
menggunakan coke bor sebanyak 5 lubang
sumuran. 5 lubang sumuran diisi dengan
mikrokapsul minyak jeruk purut , kontrol
positif (+) dan control negatif (-), kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam dan
dilakukan pemantauan untuk waktu 48 dan 72
jam [15]. Zona bening yang terbentuk diamati
sebagai luas zona hambat.

3. HASIL PENELITIAN DAN
PEMBAHASAN

3.1. Penyulingan Minyak Jeruk Purut

Dari hasil penyulingan didapat rendemen
dari minyak daun jeruk purut hampir sama
dengan minyak kulit buah jeruk purut yaitu
0,68 dan 0,66%. Secara garis besar minyak
atsiri  jeruk purut mengandung campuran
kompleks dari monoterpen hidrokarbon (MH)
dan monoterpen yang mengandung oksigen
(MHO). Sejumlah 28 senyawa telah
diidentifikas dari beberapa minyak jeruk purut
dan secara struktural baik komponen MH atau
MHO dalam bentuk isomer. Sedikitnya
terdapat 7-8 komponen (Gambar 5.1) yang
menyusun minyak atsiri jeruk purut, baik MJP-
R, MJP-RD dan MJP-D dengan persentase
yang beragam.

Komponen MH dalam MJP-R, MJP-RD
dan MJP-D lebih rendah (4.73 — 12.19%)
dibanding MHO (87.81 — 95.27%), sedangkan
dalam MJP-KB, komponen tersebut berada
pada tingkat yang sama (rasio 50.10% :
49.90%). Tiga komponen utama MH yang
menyusun  MJP-KB, meliputi sabinene
(9.21%), B-pinene (21.44%), limonene
(12.59%), sebaliknya citronellal yang
merupakan komponen paling dominan dalam
ketiga sampel MJP-R, MJP-RD dan MJP-D
mencapai (46.40 — 85.07%).

3.2. Mikrokapsul Minyak Jeruk Purut

Sediaan mikrokapsul berbasis minyak
jeruk purut daun (MJP-D) dan kulit buah
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(MJP-KB), dalam penelitian dilakukan dengan
menyalutkan minyak dalam mikrokapsul hasil
cross-linking antara larutan kitosan dengan
larutan glutaraldehid dan emulsigator Tween
80. Meskipun gugus aldehid dalam glutaral-
dehid bersifat sangat reaktif bereaksi dengan
gugus amina dalam kitosan, namun karena
pengaduk magnet hanya menggunakan
kecepatan 1500 rpm maka dalam penelitian ini
proses pengadukan dilakukan selama 24 jam
agar terjadinya reaksi cross-linkingkitosan-
glutaraldehid berlangsung sempurna. Proses
pembentukan mikrokapsul dimulai dengan
terbentuknya kabut putih yang makin lama
pengadukan kabut makin menebal. Fenomena
ini mengindikasikan jumlah mikrokapsul yang
terbentuk semakin banyak sejalan dengan lama
pengadukan.

Hasil reaksi reaksi cross-linking kitosan-
glutaraldehid ketika menyalut minyak jeruk
purut  menghasilkan  mikrokapsul  yang
memiliki  warna putih  hingga kuning.
Pemisahan partikel-partikel hasil
mikroenkapsulasi minyak jeruk purut terhadap
cairan yang tidak bereaksi dan emulsigator
tween 80 dilakukan melalui (1) sentrifugasi
dengan kecepatan putaran 6000 rpm, (2)
pencucian dengan etanol dan (3) freez drying
untuk menghilangkan sisa air yang masih
bercampur. Hasil reaksi antara larutan 1%
kitosan dengan larutan 3 % glutaraldehid
dengan rasio mol 1 : 1, diperoleh massa mikro-
enkapsulasi minyak jeruk perut disajikan
dalam Tabel 1.

Tabel 1. Massa Mikrokapsul Minyak Jeruk

3.3.Ukuran partikel dan profil spektrum
FTIR mikrokapsul

Hasil analisis ukuran partikel mikro-
enkapsulasi minyak jeruk purut disajikan pada
Tabel 2, sedangkan profil spektrum FTIR
disajikan dalam Gambar 1.

Tabel 2. Ukuran partikel mikrokapsul MJP-D,
MJP-KB dan MJP-F

Jenis Rata-rata ukuran partikel
minyak mikrokapsul (hm) minyak
atsiri jeruk purut (dalam persen
opulasi)
10% 50% 90%
MJP-D 17,76 168,51 | 340,93
MJP-KB 23,71 220,05 | 404,90

Purut
Sampel Konsentrasi M

! . S assa
minyak minyak atsiri |y okapsul (g)
jeruk purut (ppm)” i

42,67 0,93

MJP-KB 85,33 1,98

170,67 1,06

42,67 2,40

DMJP-D 85,33 154

170,67 1,63
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Dalam profil spektrum FTIR dari bahan
dasar kitosan, glutaraldehid dan mikrokapsul
disajikan pada Gambar 1. Tampak pita utama
kitosan antara lain ditunjukka oleh pita pada
daerah 3425 cm (vibrasi ulur N-H dan O-H),
2920 cm (vibrasi ulur simetri CH3), 1650 cm*
(vibrasi ulur C = O), 1421 cm (vibrasi ulur C-
N), 1379 cm? (vibrasi tekuk CH3), 1155 cm™
(vibrasi tekuk C-O-C), dan 1085 cm (vibrasi
ulur C-OH), sedangkan aldehid dua pita utama
pada daerah 2759 cm (vibrasi ulur -CHO
aldehid), 1710 cm? (vibrasi ulur -C=0).
Namun, beberapa perubahan besar telah
diamati dalam spektrum mikrokapsul.

Spektrum FTIR mikrokapsul menunjuk-
kan bahwa vibrasi ulur N-H dan O-H pada
3425 cm? bergeser ke 3419 cm, vibrasi
simetris CH3 di daerah 2920 cm bergeser ke
2923 cm?, vibrasi ulur C = O pada 1666 cm™*
bergeser ke 1647 cm, vibrasi ulur C-N pada
1421 cm* bergeser ke 1377 cm, dan vibrasi
ulur C-OH pada 1073 cm? bergeser ke 1103
cm?. Selanjutnya, vibrasi tekuk CH; pada
1379 cm-1 dan vibrasi C-O-C tekuk pada 1155
cm? pada kitosan menjadi tidak muncul pada
mikrokapsul. Sebaliknya, pita di 1558 cm?
(amida, C=N) vyang dijumpai di FTIR
mikrokapsul tidak dijumpai pada kitosan.
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Gambar 1. Spektrum FTIR mikrokapsul
minyak jeruk purut dan fraksi (A. Mikrokapsul
MJP-D, B. Mikrokapsul MJP-KB, F.
Mikrokapsul MJP-F

3.4.Hasil Penentuan Efisiensi
Mikroenkapsulasi Minyak Jeruk Purut

Efisiensi proses mikroenkapsulasi diten-
tukan dengan membandingkan jumlah minyak
jeruk purut yang dicampurkan terhadap jumlah
minyak jerut purut yang dapat disalutkan
dalam mikrokapsul hasil metode cross-linked
kitosan-glutaraldehid. Persentase minyak yang
disalutkan (mikroenkapsulasi minyak jeruk
purut) disajikan dalam Tabel 3a dan 3b.

Tabel 3a. Persentase mikroenkapsulasi minyak
jeruk purut

Jenis Konsentrasi Massa
Minyak yang ditalutkan mikroen-
Jeruk purut (ui/mL) kapsulasi (g)

1,6 0,93

MJP-D 3,2 1,98
6,4 1,06

1,6 2,40

MJP-KB 3,2 1,94
6,4 1,63

Tabel 3b. Persentase mikroenkapsulasi minyak
jeruk purut

Jenis Konsentrasi % Efisiensi
. minyak dalam Proses
Minyak - .
Jerup purut mikrokapsul Mlkroenj
(ui/mL) kapsulasi
0,6 37,5
MJP-D 1,21 37,8
0,54 8,4
1,39 86,88
MJP-KB 1,71 53,44
0,98 15,31
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Proses penyalutan minyak jeruk purut
daun dan kulit buah dalam mikrokapsul hasil
cross-linked kitosan-gluraldehid ptimum pada
konsentrasi 1,6 uL/mL dengan persen
penyalutan 37,5 % (MJP-D) dan 86,88 %
(MJP-KB). Perbedaan nilai persen minyak
yang tersalutkan yang cukup signifikan dapat
dikaitkan dengan komposisi kimia MJP-D dan
MJP-KB sedikit berbeda. Dalam MJP-D
didominasi sitronelal mencapai (85,07%),
sedangkan dalam MJP-KB tersusun oleh lima
molekul dominan meliputi sabinen, B-pinen,
sitronelal dan terpinen-4-ol (Warsito, 2015).
Komponen-komponen  tersebut  memiliki
kontribusi besar untuk berinteraksi dengan
gugus fungsional (site active) dalam
mikrokapsul, sehingga proses mikroenkapsul
MJP-KB berlangsung lebih efisien.

3.5.Hasil penentuan nilai zone inhition
mikrokapsul minyak jeruk purut

Dalam Gambar 2 tampak zone inhibisi
yang ditunjukkan oleh mikrokapsul MJP-D
maupun MJP-KB terhadap pertumbuhan
bakteri P. aeruginosa. Fakta menunjukkan
bahwa zone sediaan mikrokapsul jauh lebih
besar dibanding dalam minyak atsiri sediaan
larutan, yaitu 2,05 mm (MJP-D) dan 14,02 mm
(MJP-KB) (Warsito, 2015). Perbedaan lain
yang mendasar dari kemasan mikrokapsul
minyak jeruk purut ini bahwa meskipun mulai
muncul bakteri koloni baru, namun pada
pengamatan 48 jam setelah inkubasi
mikrokapsul masih menunjukkan aktivitas
dengan penurunan zone inhibisi yang relatif
kecil. Hal ini mengindikasikan bahwa dalam
kemasan mikrokapsul minyak jeruk purut
dilepas tidak secara spontan, tetapi pelan-pelan
(slow release) sehingga aktivitasnya lebih
lama.

Gambar 2. Hasil uji zone hambat mikrokapsul
minyak jeruk purut (A. Zone hambat MJP-D,
B. Zone hambat MJP-KB)

135



Journal of Environmental Engineering & Sustainable Technology (JEEST)

Vol. 04 No. 02, November 2017, Pages 131-137

Tabel 4. Diameter zona hambat mikrokapsul
minyak jeruk purut

. Rerata Diameter zona hambat
Mik\:gnklaspsul (mm) dengar.1 Iar*na inkub.asi
24 jam | 48 jam 72 jam
10,8 7,4 0
MJP-D 12,8 10,8 0
10 9,2 0
17,1 4,2 0
MJP-KB 15,9 15,9 0
10,3 10,3 0

*= muncul koloni baru

4. KESIMPULAN

Dengan demikian maka mikrokapsul
minyak jeruk purut dapat dibuat dengan
metode cross-linked kitosan dan glutaraldehid
dengan emulsigator tween 80, pengadukan
dengan kecepatan 1500 rpm selama 24 jam.
Partikel-partikel mikrokapsul berukuran
340,93 — 404,90 nm, karakter pita FTIR di
daerah 1558 cm-1 dan 1649 cm-1 (vibrasi ulur
C=N) dengan efisiensi mikroenkapsulasi MJP-
D sebesar 37,5 % dan MJP-KB sebesar 86,38
%. Aktivitas antioksidan mikrokapsul MJP-D
memiliki nilai  IC50 1,79 pg/mL dan
mikrokapsul MJP-KB IC50 1,79 pg/mL,
sedangkan aktivitas terhadap antimkroba
mikrokapsul MJP-D dan MJP-KB terhadap
bakteri P. aeruginosa memiliki nilai MIC 1,6
puL/mL.
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