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ABSTRACT

The invitro antibacterial test of Oregano (Oreganum vulgare) essential oil was done
toward the growth of two bacteria (Staphylococcus aureus and Escherichia coli). This study used
Jactorial experiment with first factor essential oil concentration (100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%
and 3.125%5) while the second factor was two bacteria isolates. Every treatment had three
replications. The results showed that increasing essential oil concentration result in increasing the

growth inhibition zone of bacteria. Escherichia coli was the most sensitive bacteria isolated to
Oregano essential oil. ‘

PENDAHULUAN

Minyak atsiri atau minyak menguap adalah massa yang berbau khas, yang
berasal dari tanaman, mudah menguap pada suhu kamar tanpa mengalami
penguraian. Minyak atsiri dikenal dengan nama volatile oil, ethereal oil, essensial
oil dan volatilic.

Masyarakat telah menyadari bahwa miyak atsiri yang berasal dari berbagai
penjuru dunia ini selalu digunakan dalam kehidupan sehari-hari, mulai sejak pagi
hingga malam hari. Minyak atsiri sebagai bahan pewangi dan penyedap masakan
terutama digunakan oleh bangsa-bangsa yang telah maju dan sudah digunakan
sejak beberapa abad yang lalu. Salah satunya adalah minyak atsiri oregano yang
merupakan penyedap masakan dan mempunyai sifat antimikroba. Oregano
(Origanum vulgare) adalah tanaman yang dibuat menjadi rempah-rempah dan
minyak atsiri. Minyak atsiri oreg ino dibuat dari hasil dari penyulingan uap yang
diambil dari daun. Merupakan m.nyak yang mudah menguap dan mempunyai bau
harum kuat agak pedas dan rasa pahit. Minyak oregano yang disaring dari daun
dan bunga aktif melawan jamur dan bakteri. Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan oleh Dr. Diane Horne dari Weber University, Utah USA bahwa hasil
optimal dari minyak atsiri oregano dapat menghambat pertumbuhan mikroba
Staphylococcus aurcus dan Escherichia coli,

Berdasarkan pengetahuan tersebut untuk membuktikan aktivitas daya
hambat minyak atsiri oregano (Origanum vulgare), maka diujikan terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, dengan larutan uji berupa minyak
atsiri menggunakan metode difusi cara cakram untuk menentukan zone hambat
dan metode dilusi cara penipisan lempeng agar untuk menentukan konsentrasi
hambat minimum (KHM).
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BAHAN DAN METODE

Uji aktivitas daya hambat minyak atsiri oregano (Origanum vulgare)
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dilakt.lkan dengan
menggunakan metode difusi cara cakram untuk menentukan dlamcfter'zone
hambat yang terbentuk disekeliling cakram dan menggunakan meto_gie dilusi cara
penipisan lempeng agar untuk menentukan nilai KHM dari larutan uji.

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode percobaan
berdasarkan studi laboratorium, yaitu percobaan mikrobiologi secara invitro yaitu
uji aktivitas daya hambat minyak atsiri oregano dilakukan dengan metode difusi
dan dilusi. Tahapan penelitian sebagai berikut :

a. Sterilitas bahan dan alat
Sterilitas media uji 4
Identiiikasi mikroba dengan pewarmaan Gram
Identifikasi bentuk dan warna kolor.i mikroba uji pada media selektif
Identifikasi mikroba dengan uji aktivitas biokimia
Metode difusi menggunakan cara cakram
Metode dilusi menggunakan cara penipisan lempeng agar

Untuk uji daya hambat antimikroba dengan metode difusi cara cakram,
pengukuran diameter zone hambat (zone bening) yang terbentuk di sekeliling
cakram dilakukan dengan menggunakan Jangka sorong. Data diperoleh
berdasarkan pengulangan sebanyak 3 kali dengan cara menjumlahkan zone
hambat yang terbentuk di sekeliling cakram lalu dibagi dengan banyaknya
pengulangan yang dilakukan untuk masing-masing mikroba uji.

Untuk metode dilusi cara lempeng agar, nilai KHM dari larutan uji
ditentukan berdasarkan konsentrasi dari larutan uji yang dapat menghambat

pertumbuhan mikroba dimana pada nilai tersebut tidak ada lagi pertumbuhan
mikroba.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri uji yang digunakan dalam pengujian ini diidentifikasi terlebih
dahulu dengan tujuan memastikan spesies bakteri uji secara benar dan jelas serta
untuk menghindari penggunaan bakteri yang terkontaminasi. Identifikasi bakteri
uji meliputi pewarnaan Gram, pengamatan bentuk dan warna koloni pada media
selektif serta uji aktivitas biokimia.

Hasil uji berdasarkan pewarnaan Gram, Staphylococcus termasuk dalam
bakteri Gram positif yang berwarna ungu biru dan berbentuk kokus atau bulat
dengan kelompok yang tidak teratur, bergerombol mirip susunan buah anggur
dilihat dibawah mikroskop. Hal ini terjadi karena bakteri Gram positif dapat
mempertahankan warna karbol kristal ungu sehingga pada saat pencucian dengan
larutan pemucat atau etanol 96% warna karbol kristal ungu tidak hilang %
berbentuk kokus atau bulat dengan kelompok yang tidak teratur, merupakan
bakteri Gram Positif. Sedangkan Escherichia coli termasuk dalam bakteri Gram
negatif yang berwarna merah dan berbentuk basil atau batang seperti rantai dilihat
di bawah mikroskop. Hal ini terjadi karena bakteri Gram Negatif tidak dapat
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mempertahankan zat warna karbol kristal ungu sehingga pada saat pencucian
dengan larutan pemucat atau etanol 96% warna karbol kristal ungu akan hilang
dan dengan penambahan air fukhsin maka bakteri tersebut akan menyerap warna
dari air fukhsin sehingga bakteri akan berwarna merah ¥ berbentuk basil atau
batang merupakan bakteri Gram Negatif.

Hasil uji berdasarkan bentuk dan warna koloni kuman pada media selektif,
bentuk keloni Staphylococcus aureus pada media blood agar adalah kokus/bulat
dengan warna koloni putih kekuningan dan mampu menghemolisis blood agar
(hemolisi beta). Sedangkan Escherichia coli pada media Eosin Methylen Blue
(EMB) berbentuk bulat halus dengan warna koloni hijau metalik dan bertepi jelas.

Hasil uji aktivitas biokimia meliputi uji katalase, uji indol, uji Metil Red,
uji vuges proskaure. Pada uji katalase terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli terbentuk gelembung gas di sekitar koloni, menunjukkan reaksi
positif. Pada uji indol terhadap Staphylococcus aureus terbentuk warna merah,
menunjukan reaksi indol positif. Sedangkan terhadap Escherichia coli terbentuk
warna jingga/kuning, menunjukkan reaksi negatif. Pada uji Metil Red terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli terbentuk warna merah menunjukkan
reaksi positif yaitu karena adanya pembentukan asam, sedangkan warna kuning
menunjukkan reaksi negatif. Pada uji Vuges Proskauer terhadap Staphylococcus
aureus terbentuk warna merah menunjukkan reaksi positif yaitu terjadi
pembentukkan acethyl methyl carbinol. Sedangkan terhadap Escherichic coli
tidak terjadi perubahan warna, menunjukkan reaksi negatif. Hasil uji untuk semua
pengujian yang dilakukan terhadap bakteri uji berdasarkan pewarnaan Gram,
bentuk dan warna koloni bakteri pada media selektif dan uji aktivitas biokimia
dibandingkan dengan literatur dan memberikan hasil yang sama dengan literatur.
Tabel 1. Hasil identifikasi bentuk dan warna koloni bakteri uji pada media selektif

serta identifikasi bakteri dengan uji aktivitas biokimia

No. | Jenis bakteri Media, bentuk, Uji Uji Uji Uji Vuges Pewar- Bentuk Warna
dan warna bakteri | kata- | indol | Metil | Proskauer naan bakteri bakteri
laen, Red gram
| Staphylococ | Blood Agar,
cus aureus | bulat, dan - Kokus/ Ungw/
berwarna putih * ) * * Positif' | “py1at biru
kekuningan o .
2 Escherichia | Fosin Methylen
coli Blue Agar, bulat Basil/
+ &
dan berwarna * + Negatif batang mersh

hijau metalik

Keterangan :
1. Uji Katalasce 4 Terbentuk gelembung udara di sekitar koloni
- : Tidak terbentuk gelembung udara di sekitar koloni
2. Uji Indol .+ : Terbentuk warna merah pada media setelah diberi reaksi
- : Tidak terbentuk warna merah pada media setelah diberi reaksi
3. Uji Metil Red :+ : Terbentuk warna merah pada media setelah diberi reaksi
- ¢ Tidak terbentuk warna merah pada media sctelah diberi reaksi
4. Uji Voges Proskauser @+ : Terbentuk warna merah tembaga pada media setelah diberi reaksi
- ¢ Tidak terbentuk warna merah tembaga pada media setelah diberi
rcaksi
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Tabel 2. Hasil pengukuran diameter zone hambat minyak atsiri oregano terhadap

Staphylococcus aureus

Y \Konsentrasi Diameter zone hambat (mm)
~.0% 100 50 25 | 12,5 | 6,25 | 3,125
Ulangan
1 18 14 13 11 9 8
2 17 13 12 12 10 9
3 15 13 11 11 10 9
Jumlah 50 40 36 34 29 26
Rata-rata 16,7 13.3 12 11.3 9.7 8.6

Tabel 3. Hasil pengukuran diameter zone hambat minyak atsiri oregano terhadap

Escherichia coli

Konsentrasi Diameter zone hambat (mm)
(%)
Ulangan 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125
1 20 18 16 14 12 10
2 18 17 16 13 12 11
3 18 17 15 13 12 10
. Jumlah p S0 52 47 40 36 31
Rata-rata 18.7 17.3 15.7 13.3 12 10.3

Tabel 4. Hasil penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM)

oregano terhadap Staphylococcus aureus

minyak atsiri

Ulangan Pertumbuhan bakteri
Konsentrasi
(%) 1 2
3 - :
2.5 - -
2 + +
1.5 =+ +
1 + +
Kontrol Bakteri + +
Kontrol Media - -
Keti.eangan 10 - 1 1 Ptk fl, perambalen Bakian s N

(+): Ada pertumbuhan bakteri
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Tabel 5. Hasil penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM) minyak atsiri
oregano terhadap Escherichia coli

Ulangan Pertumbuhan bakteri

K(,nscntrﬁn\\_\ o

((%) ™~ ] 2

3 - N

2.5 - -

2 o +

1.5 a 4

1 + +

Kontrol Bakteri + o+

Kontrol Media - -

Keterangan : (- ) : Tidak ada pertumbuhan bakteri
(+): Ada pertumbuhan bakteri

Pengujian daya hambat minyak atsiri oregano terhadap pertumbuhan
bakteri uji Gram positif dan Gram negatif, yaitu Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli menggunakan metode difusi cara cakram. Karena larutan uji
yang diserap oleh kertas cakram dapat diatur sesuai dengan konsentrasi yang
digunakan.

Hasil pengujian daya hambat minyak atsiri oregano memberikan hasil
positif terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. hasil positif dalam
penelitian ini mempunyai arti bahwa uji mempunyai daya hambat dengan melihat
terbetuknya zona hambat bakteri di sekeliling cakram dan mempunyai nilai
konsentrasi hambat minimum. Diameter rata-rata zone hambat pada konsentrasi
100% sebesar 16,7 mm, konsentrasi 50% sebesar 13,3 mm, konsentrasi 25%
sebesar 12 mm, konsentrasi 12,5% sebesar 11,3 mm, konsentrasi 6,25% sebesar
9,7 mm, konsentrasi 3,125 scbesar 8,6 mm, sedangkan diameter rata-rata zone
hambat Escherichia coli 25922 pada konsentrasi 100% sebesar 18,7 mm,
konsentrasi 50% sebesar 17,2 mm, konsentrasi 25% sebesar 15,7 mm, konsentrasi
12,5% sebesar 13,3 mm, konsentrasi 6,25 sebesar 12mm, konsentrasi 3,125%
sebesar 10,3 mm.

Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) minyak atsiri oregano
menggunakan  metode dilusi cara penipisan lempeng agar terhadap

Staphylococcus aureus dan Escherichia colidapat menghambat pertumbuhan
bakteri pada konsentrasi 2,5%.

KESIMPULAN

Minyak atsiri oregano (Origanum vulgare) dapat menghambat
pertumbuhan bakteri pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan
3,125% menghasilkan zone hambat total terhadap Staphylococcus aureus dengan
diameter rata-rata sebesar 16,7mm; 13,3mm; 12mm; 11,3mm; 9,7mm; 8,6mm,
sedangkan diameter rata-rata Escherichia coli sebesar 18,7mm; 17,3mm; 15,7mm;
13,3mm; 12mm dan 10,3mm.
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Minyak atsiri oregano (Origanum vulgare) menunjukkan nilai Kadar
Hambat Minimum (KHM) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli pada konsentrasi 2,5%.
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