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ABSTRAK

Sumantri, Yuriska Mayda. 2013. Uji Efektivitas Ekstrak Etanol Buah Delima
(Punica granatum) Sebagai Antimikroba Terhadap Shigella
dysenteriae secara In Vitro. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan
Dokter, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) dr.
Aulia Abdul Hamid, M.Sc, Sp.M. (2) dr. Rita Rosita, M.Kes.

Shigella dysenteriae adalah bakteri penyebab utama Shigellosis yang
merupakan penyakit infeksi yang tersebar di seluruh dunia. Shigella dysenteriae
bersifat multi resisten terhadap beberapa antimikroba tertentu, sehingga
menimbulkan masalah terapi yang sulit. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian untuk mendapatkan antimikroba alternatif dari bahan alam, salah
satunya adalah buah delima yang memiliki kandungan flavonoid, tannin, dan
asam fenolik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektifitas ekstrak etanol
buah delima sebagai antimikroba terhadap Shigella dysenteriae secara in vitro.
Metode yang digunakan adalah dilusi tabung yang terdiri dari tahap penentuan
Kadar Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh Minimum (KBM). Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Shigella dysenteriae yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.
Ekstrak etanol buah delima dibuat dengan ekstraksi maserasi menggunakan
pelarut etanol 96%. Konsentrasi ekstrak yang digunakan yaitu 7,5%; 10%;
12,5%; 15%; 17,5% dan 20%. Hasil statistik one-way ANOVA menunjukkan
terdapat perbedaan yang signifikan pada perubahan konsentrasi ekstrak etanol
96% buah delima terhadap jumlah koloni Shigella dysenteriae (p=0,000). Uiji
korelasi menunjukkan adanya hubungan antara konsentrasi ekstrak dengan
jumlah koloni (Korelasi, R = -0,899; p=0,000). Kadar Hambat Minimum (KHM)
dari penelitian ini tidak dapat ditentukan karena ekstrak etanol buah delima
berwarna gelap. Kadar Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol buah delima
terhadap Shigella dysenteriae adalah 15% . Berdasarkan hasil penelitian, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol buah delima mempunyai efek antimikroba
terhadap Shigella dysenteriae secara in vitro.

Kata kunci: antimikroba, Shigella dysenteriae, buah delima.



ABSTRACT

Sumantri, Yuriska Mayda. 2013. Effectiveness Testing on Pomegranate
Ethanol Extract (Punica granatum) as the In Vitro Antimicrobial of
Shigella dysenteriae. Final Project, Doctoral Education Department,
Medical Faculty, Brawijaya University. Advisors: (1) dr. Aulia Abdul
Hamid, M.Sc, Sp.M. (2) dr. Rita Rosita, M.Kes.

Shigella dysenteriae is the main cause of Shigellosis. It is an infection that
has already spread out around the world. One characteristic of Shigella
dysenteriae is being resistant with some certain antimicrobials that make it
difficult in term of the therapy. Furthermore, it is necessary to conduct a research
in order to discover the alternative antimicrobials taken from the nature source.
One of the sources that can be used is pomegranate which has a high content of
flavonoid, tannin and fenolic acid. The aim of this study is to find out the
effectiveness of pomegranate ethanol extract used as the in vitro antimicrobial of
Shigella dysenteriae. The method used in this study is tube dilution which
consists of two steps. The first step is determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the second step is determining the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). The sample of this study is Shigella
dysenteriae, which is taken from Microbiology Laboratory of Medical Faculty in
Brawijaya University, Malang. The pomegranate ethanol extract is derived from
maceration extraction by using 96% ethanol solvent. The concentrations of the
pomegranate extract that used in this research are 7.5%; 10%; 12.5%; 15%;
17.5%; 20%. The statistic result, by using ANOVA one-way, shows a significant
difference in the concentration change of the pomegranate 96% ethanol extract
toward the quantity of the Shigella dysenteriae colony (p=0.000). The correlation
test reveals that there is a correlation between the extract concentration and the
guantity of the colony (Correlation, R = -0.899; p = 0.000). The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) cannot be measured since the color of the
pomegranate ethanol extract is dark. The Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of the pomegranate ethanol extract toward Shigella dysenteriae is 15%.
Thus, based on this research, it can be concluded that the pomegranate ethanol
extract has an in vitro antimicrobial effect toward Shigella dysenteriae.

Keywords: antimicrobial, Shigella dysenteriae, pomegranate
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Shigellosis merupakan salah satu penyakit infeksi yang tersebar diseluruh
dunia. Di dunia sekurang-kurangnya 200 juta kasus dan 650.000 kematian terjadi
setiap tahun akibat shigellosis pada anak-anak di bawah umur 5 tahun.
Shigellosis kebanyakan ditemukan di negara-negara berkembang, yang
kesehatan lingkungannya masih kurang karena lingkungan yang jelek akan
menyebabkan mudahnya penularan penyakit (Sya’roni, 2006). Penyebaran
shigellosis dari manusia ke manusia melalui oral-fecal route. Karena oral habits,
anak-anak dibawah 5 tahun merupakan separuh penderita dari semua kasus dan
anak-anak di bawah 10 tahun dua pertiga dari semua kasus yang dilaporkan
(M.Dzen dkk., 2003).

Shigella sp adalah penyebab utama shigellosis atau disentri basiler, suatu
penyakit yang ditandai dengan nyeri perut hebat, diare yang sering dan sakit
dengan volume tinja sedikit disertai lendir dan darah. Di negara-negara
berkembang , yang higien dan sanitasinya jelek S.dysenteriae dan S.boydii lebih
sering diisolasi, diikuti S.flexneri dan S.sonnei. Bila shigellosis menyerang
populasi anak-anak, kematian paling banyak terjadi akibat infeksi S.dysenteriae
(M.Dzen dkk., 2003), karena shigellosis yang disebabkan infeksi S.dysenteriae,
biasanya berat dan masa penyembuhan lama. Sedangkan shigellosis karena

infeksi S.flexneri mempunyai angka kematian yang rendah ( Sya’roni, 2006).



Prinsip dalam melakukan tindakan pengobatan adalah istirahat,
mencegah atau memperbaiki dehidrasi dan pada kasus yang berat diberi
antibiotika. Menurut WHO pasien diberi pengobatan antibiotika bila telah
terdiagnosis shigellosis ( Sya’roni, 2006). Sekitar 50% galur spesies Shigella
pada berbagai belahan dunia bersifat multi resisten (resisten terhadap beberapa
obat) (Brooks et al., 2005). Di negara-negara berkembang, S.dysenteriae tipe 1
(memiliki cytotoxin protein, dikenal sebagai Shiga toxin) telah multi resisten
terhadap obat-obatan. Berdasarkan penelitian, Shigella dysenteriae menunjukan
resistensi tinggi terhadad co-trimoxazole dan ampicillin (>86%) (Pourakbari et al.,
2010). Di Bangladesh dilaporkan S.dysenteriae (100%) resisten terhadap asam
nalidiksik (Subekti dkk., 2001).

Umumnya penyebab resistensi antibiotika di negara berkembang adalah
pemakaian yang berlebihan dan penyalahgunaan antibiotika. Dan penyebaran
resistensi ini karena kurang diberlakukannya peraturan dan kebijakan (Subekti
dkk., 2001). Selain adanya permasalahan resistensi antibiotika, adanya efek
samping dari penggunaan antibiotika untuk pengobatan shigellosis tentunya juga
menjadi kendala utama penatalaksanaan penyakit shigellosis. Hampir semua
pilihan antibiotika untuk pengobatan shigellosis memiliki efek samping, mulai dari
yang ringan sampai yang mengancam jiwa. Seperti antibiotika Norfloxacin dan
Ciprofloxacin memiliki efek samping yang ringan yaitu pusing, hipotensi dan
dyspepsia. Untuk antibiotika ampicillin dan ceftriaxone dapat menyebabkan
reaksi hipersensitivitas, sedangkan antibiotika Co-trimoxazole atau trimethoprim-
sulphamethoxazole  dapat menyebabkan  Stevens-Johnson  syndrome

(Christopher et al., 2010). Oleh karena itu, untuk mengatasi permasalahan



pengobatan penyakit shigellosis diperlukan suatu penelitian terhadap bahan
alam yang berpotensi sebagai antimikroba.

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang luas. Dari sekian banyak
keanekaragaman tersebut banyak diantaranya yang berpotensi sebagai
antimikroba, salah satunya adalah delima (Punica granatum L). Sejak dahulu di
Asia, Amerika, Afrika dan Eropa, delima telah banyak digunakan untuk
pengobatan tradisional. Di Mesir tumbuhan ini digunakan untuk pengobatan
bermacam-macam penyakit, diantaranya disentri, infeksi mikroba, diare dan
pendarahan. Kandungan buah delima yang berfungsi sebagai antimikroba
adalah flavonoids, tannin dan asam fenolik (Martos et al., 2009).

Di Indonesia, penelitian mengenai aktivitas ekstrak etanol buah delima
sebagai antimikroba masih jarang dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui apakah buah delima memiliki aktivitas antimikroba
terhadap Shigella dysenteriae, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif
pengobatan penyakit karena infeksi Shigella dysenteriae.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah pemberian ekstrak etanol buah delima menghambat pertumbuhan
bakteri Shigella dysenteriae secara in vitro ?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah delima
terhadap pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae.
1.3.2 Tujuan Khusus
1.3.2.1 Untuk mengetahui hubungan berbagai konsentrasi ekstrak etanol buah

delima terhadap pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae secara in vitro.



1.3.2.2 Untuk mengetahui nilai Kadar Hambat Minimal dan Kadar Bunuh Minimal
dari ekstrak etanol buah delima terhadap Shigella dysenteriae.
1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat Akademis
¢ Menambah wawasan ilmu pengetahuan bidang Kedokteran
khususnya mengenai buah delima (Punica granatum)
o Memberi informasi untuk penelitian lebih lanjut manfaat buah
delima sebagai antibakteri
1.4.2 Manfaat praktis

e Memberi alternatif pengobatan infeksi, khusunya Shigella

dysenteriae.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Mengenai Shigella dysenteriae
2.1.1 Morfologi dan Identifikasi

Shigella sp. merupakan bakteri batang gram negatif yang tipis, tidak
berkapsul, tidak bergerak dan tidak membentuk spora. Bersifat fakultatif anaerob,
tetapi pada kultur tumbuh paling baik secara aerob. Koloni berbentuk konveks,
bulat, transparan dengan tepi yang utuh dan mencapai diameter sekitar 2 mm
dalam 24 jam. Sifat kultur semua Shigella memfermentasikan glukosa, kecuali
Shigella sonnei. Shigella tidak memfermentasikan laktosa, ketidakmampuan ini
membedakan Shigella dalam media diferensial. Shigella membentuk asam dari
karbohidrat tetapi jarang memproduksi gas. Hal tersebut yang membedakan
genus Shigella dari Salmonella. Kebalikan dari E.coli, Shigella tidak
memproduksi lisin dekarboksilase dan tidak menggunakan asetat sebagai
sumber karbon. Shigella sp juga dapat dibedakan berdasarkan kemampuan
memfermentasikan mannitol (Brooks et al., 2007 ; Dzen dkk., 2003).
2.1.2 Taksonomi

Klasifikasi ilmiah :

Kerajaan : Bakteria

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gamma Proteobakteria



Ordo : Enterobakteriales

Famili : Enterobakteriaceae
Genus : Shigella
Spesies : S.boydii, S.dysenteriae, S.flexneri, S.sonnei

Genus Shigella mempunyai empat spesies, yaitu :
e Shigella dysenteriae : jarang ditemukan di Amerika Serikat kecuali kasus
impor.
e Shigella flexneri : sering ditemukan di Amerika Serikat.
e Shigella boydii : jarang ditemukan di Amerika Serikat.
e Shigella sonnei : penyebab tersering penyakit shigellosis di Amerika

Serikat (Jhonson et al., 1994).

Secara genetik, bakteri shigella tidak dapat dibedakan dengan E.coli.
Namun, kebanyakan galur Shigella menyebabkan disentri basiler, sedangkan
E.coli tidak. Semua Shigella dapat menyebabkan disentri basiler, tetapi beratnya
penyakit, mortalitas dan epidemiologinya, bervariasi pada masing-masing
spesies (Dzen dkk., 2003).

2.1.3 Struktur DindingSel

Dinding sel adalah struktur bakteri yang berfungsi untuk mempertahankan
bentuk bakteri, menentukan sifat pewarnaan, antigenitas maupun patogenitas
bakteri (Dzen dkk., 2003). Dinding sel juga berfungsi sebagai proteksi terhadap
tekanan osmotik, sehingga begitu kuat karena lapisannya tersusun dari murein,
mukopeptida dan peptidoglikan. Dinding sel juga berperan penting dalam
pembelahan sel dan merupakan bahan primer untuk biosintesisnya sendiri

(Brooks et al., 2007). Secara kimiawi, dinding sel bakteri terdiri atas peptidoglikan



yang tersusun dari N-asetil glukosamin dan N-asetil asam muramat (Dzen dkk.,
2003).

Pada dinding sel bakteri gram negatif kandungan peptidoglikan lebih
sedikit dibanding pada bakteri gram positif. Oleh karenanya, bakteri gram negatif
lebih peka terhadap pengaruh mekanik. Selain peptidoglikan dinding sel gram
negatif juga mengandung lipopolisakarida, fosfolipid dan lipoprotein yang
berperan dalam proses masuknya bahan-bahan dari luar sel ke dalam sel serta
menentukan sifat pewarnaan cara Gram. Selain itu, lipopolisakarida tersebut juga
menghalangi terjadinya proses fagositosis dan juga bersifat toksik (Dzen dkk.,
2003).

2.1.4 Sruktur Antigen

Shigella dibagi menjadi empat serogrup berdasarkan antigen O mayor
yang diberi tanda A (S.dysenteriae), B (S.flexneri), C (S.boydii), D (S.sonnei).
Saat ini, ada 12 tipe serologis dari grup A, 6 tipe serologis dari grup B, 18
serotipe dari grup C dan 1 serotipe dari grup D. Beberapa galur memiliki antigen
K, yang tidak penting untuk serotyping, tetapi dapat mengganggu reaksi
serologis dari antigen O. Gangguan ini dapat dihilangkan dengan memanaskan
suspensi bakteri sebelum dilakukan reaksi. Fimbria terdapat pada serotipe 1
sampai 5 dari serogrup B tetapi tidak pada serotipe 6 atau Shigella yang lain.
Semua antigen fimbrial secara imunologis identik. Karena semua Shigella
nonmotil maka bakteri ini tidak memiliki antigen H (Dzen dkk., 2003)

2.1.5 Daya Tahan

Shigella kurang tahan terhadap agens fisis dan kimia dibandingkan

bakteri enterik yang lain, dan disinfektan pada umumnya dapat membunuh

mikroorganisme ini pada konsentrasi yang lazim digunakan. Konsentrasi asam



yang tinggi akan mengganggu pertumbuhan bakteri ini, sehingga diperlukan
media yang didapat dengan baik untuk transpor bahan pemeriksaan dan untuk
menumbuhkan mikroorganisme. Shigella dapat beradaptasi dengan suhu rendah
jika kelembabannya cukup dan dapat lebih dari 6 bulan dalam air pada suhu
kamar (Dzen dkk., 2003).
2.1.6 Patogenesis dan Patologi

Infeksi Shigella hampir selalu terbatas pada sistem gastrointestinal,
penyebaran ke dalam aliran darah sangat jarang. Shigella sangat mudah
menular, dan dosis infektifnya untuk menular yaitu lebih kecil dari 200 organisme.
Peristiwa terjadinya disentri basiler sangat komplek dan pada level molekular
tidak sepenuhnya diketahui. Mikroorganisme harus tetap hidup dalam
perjalanannya melalui saluran cerna bagian atas. Proses patologik yang penting
adalah invasi sel epithelial mukosal (misalnya sel M) yang diinduksi oleh
fagositosis, lolos dari vakuola fagositik, pelipatgandaan dan pengembangan
dalam sel epithelial sitoplasma, dan melintas ke sel yang berdekatan.
Pelipatgandaan bakteri menyebabkan reaksi inflamasi, mikroabses di dinding
terminal ileum dan intestine yang besar mengarah pada nekrosis dari membran
mukous, ulserasi superfisial, pendarahan dan pembentukan pseudomembran di
area ulserasi. Hal ini terdiri dari fibrin, leukosit, sel debris, membran mulous
nekrotik dan bakteria. Sehingga terjadi gangguan absorpsi cairan pada kolon,
akibatnya tinja yang dikeluarkan bercampur darah, mukus dan pus. Saat proses
penyakit reda, jaringan granula akan mengganti borok dan terbentuk jaringan
parut (Brooks et al., 2007 ; Dzen dkk., 2003).
2.1.7 Faktor — faktor Patogenitas

2.1.7.1 Faktor Permukaan



Kemampuan untuk tetap hidup dalam perjalanannya melawan pertahanan
hospes kemungkinan karena adanya antigen O. Sruktur LPS menyebabkan
bentuk koloni yang halus, disebut tipe koloni fase |, dimiliki oleh S.sonnei dan
S.flexneri. Organisme ini memiliki plasmid besar 120 — 140 kb yang menyandi O-
specific side chains. Apabila plasmid ini hilang, akan menjadi tipe koloni fase II
atau koloni yang kasar dan menjadi organisme yang avirulen (Dzen dkk., 2003).
2.1.7.2 Daya Invasi

Shigella yang virulen mampu mengadakan penetrasi ke dalam mukosa
dan sel epitel, tetapi jarang bisa menembus lamina propria. Perlekatan bakteri
pada sel epitel melibatkan kation bervalensi dua yaitu kalsium. Internalisasi
bakteri merupakan hasil dari endositosis yang diperantarai oleh reseptor atau
karena beberapa produk bakteri yang menyebabkan respon hospes. Baik sel
hospes maupun sel bakteri harus dalam keaadaan metabolisme aktif untuk
terjadinya internalisasi shigella (Dzen dkk., 2003).
2.1.7.3 Toksin

Shigella memiliki dua macam toksin yaitu endotoksin dan eksotoksin.
Endotoksin berasal dari lipopolisakarida dinding sel bakteri Gram negatif yang
bersifat toksik. Bila bakteri mengalami kerusakan sel atau autolisis maka
endotoksin ini akan dilepaskan. Endotoksin ini mungkin berpengaruh pada iritasi
dinding usus. Sedangkan eksotoksin diproduksi oleh Shigella dysenteriae tipe 1
yang memiliki shigatoksin. Eksotoksin ini tidak tahan panas yang mempengaruhi
usus dan susunan saraf pusat. Eksotoksin ini adalah protein yang bersifat
antigenik (merangsang poroduksi antitoksin) dan mematikan pada binatang
percobaan. Sebagai enterotoksin, zat ini menimbulkan diare seperti verotoksin

E.coli, mungkin dengan mekanisme yang sama. Pada manusia, enterotoksin juga



menghambat penyerapan gula dan asam amino pada usus halus. Sebagai
neurotoksin, materi ini menyebabkan infeksi S.dysenteriae yang sangat berat dan
fatal serta menimbulkan reaksi susunan saraf pusat yang berat (misalnya
meningismus, koma). Pasien yang menderita infeksi Shigella flexneri atau
Shigella sonnei membentuk antitoksin yang menetralisir eksotoksin S.dysenteriae
secara in vitro. Aktivitas yang bersifat toksis ini berbeda dengan sifat invasif
Shigela pada disentri. Keduanya dapat bekerja berurutan, toksin menyebabkan
diare awal yang tidak berdarah, encer dan banyak kemudian invasi usus besar
mengakibatkan disentri lanjut dengan feses yang disertai dengan darah dan
nanah (Brooks et al., 2007).
2.1.8 Manifestasi klinis

Shigellosis atau yang disebut disentri basiler adalah kolitis radang
menular akut yang disebabkan oleh salah satu genus Shigella. Genus ini ditandai
dengan kemampuannya menginvasi sel epitel usus halus dan menghasilkan
toksin protein yang sangat poten untuk menghambat sintesis protein sel
eukariotik secara ireversibel melalui kerja enzimatik spesifik. Disentri ditandai
oleh volume feses yang kecil dan sering (biasanya 10 sampai 30 kali per hari),
yang mengandung darah, mukus dan pus, ditambah kram perut dan tenesmus,
mengejan yang nyeri waktu buang air besar yang dapat menyebabkan prolapsus
rektum, terutama pada anak muda. Kemungkinan disentri berat paling besar
disebabkan S.dysenteriae type 1 dan S.flexneri, dan paling jarang S.sonnei.
Pada penyakit yang ringan, pasien umumnya sembuh tanpa terapi spesifikdalam
beberapa hari sampai satu minggu. Shigellosis berat dapat berlanjut menjadi

dilatasi toksik dan perforasi usus yang dapat berakibat fatal (Iseelbacher., 1999).



2.1.9 Diagnosis Laboratorium

Untuk menegakkan diagnosis Shigellosis bisa digunakan biakan bahan
pemeriksaan pada media perbenihan. Bahan pemeriksaan dapat berupa tinja
yang mengandung darah, lendir, dan potongan jaringan atau swab rektum. Pada
pemeriksaan langsung secara mikroskopis akan tampak sejumlah besar leukosit
dan eritrosit. Bila menginginkan bahan pemeriksaan serum, harus diambil setelah
10 hari perjalanan penyakitnya untuk menunjukkan kenaikan titer antibodi
aglutinin (Dzen et al., 2003).

Bahan pemeriksaan diinokulasikan pada medium deferensial (misalnya
agar MacConkey’s atau EBM) dan pada media selektif (agar enterik Hektoen
atau agar Salmonella-Shigella) yang dapat menekan Enterobacteriaceae yang
lain dan organisme gram positif. Koloni yang tidak berwarna (lactose-negative
fermenter) selanjutnya diinokulasikan ke medium agar TSI. Organisme ini
memproduksi asam tanpa gas pada butt dan alkali pada slant, tidak
memproduksi H,S dan tidak bergerak. Sebaiknya juga dilakukan reaksi aglutinasi
pada gelas objek menggunakan antisera spesifik terhadap Shigella sp..
Identifikasi isolat Shigella yang dicurigai, berdasarkan reaksi biokimia dan
penggolongan serologis (M.Dzen dkk., 2003).

2.1.10 Terapi

Seperti penyakit diare pada umumnya, perhatian yang harus ditujukan
pada penderita shigellosis adalah keadaan hidrasi penderita (Dzen dkk., 2003).
Pada shigellosis dehidrasi ringan sampai sedang dapat teratasi dengan larutan
rehidrasi oral (Iseelbacher, 1999). Sedangkan pada kasus-kasus dimana terjadi
dehidrasi yang berat, cairan infus diberikan dengan cepat (cairan isotonik 20-30

ml/kg berat badan dalam waktu ljam) (Dzen dkk., 2003).



Antibiotik digunakan pada kasus lebih berat disertai diare berdarah atau
disentri. Antibiotik tersebut akan mengurangi lama kesakitan dan dapat
memperpendek lama keadaan karier. Shigella sp. telah resistensi terhadap
beberapa antibiotik, seperti sulfonamida, streptomisin, kloramfenikol, dan
tetrasiklin yang hampir resisten universal, dan Kkini juga resisten terhadap
ampisislin dan trimetropin-sulfametoksazol (Iseelbacher, 1999).

2.1.11 Epidemiologi

Diperkirakan bahwa sekurang-kurangnya 140 juta kasus dan hampir
600.000 kematian disebabkan oleh shigellosis terjadi setiap tahun pada anak-
anak dibawah 5 tahun, terutama di negara berkembang. Kuman ini ditemukan
dimana-mana di seluruh dunia tetapi paling sering di tempat dengan sanitasi
lingkungan yang buruk dan padat penduduk yang memudahkan penularan dari
orang-ke-orang. Di Amerika Serikat, penyakit ini paling sering di saerah kumuh
perkotaan, pada bayi di tempat penitipan harian, dan pada anak yang
terbelakang di panti asuhan. Satu kelompok beresiko tinggi juga telah
diidentifikasi adalah homoseksual laki-laki yang menularkan infeksi melalui
praktek seksual anus-mulut (Iseelbacher, 1999).

2.1.12 Pencegahan

Karena manusia merupakan reservoir dari Shigella sp., sanitasi yang
adekuat, deteksi dan pengobatan karier merupakan pencegahan yang paling
efektif (Dzen dkk., 2003). Penularan kontak langsung dapat dicegah dengan
hyigine dan sanitasi yang baik. Cuci tangan dengan sabun dan air,
dekontaminasi pasokan air, penggunaan kakus dan perlindungan penyiapan

makanan dapat mencegah penularan primer maupun sekunder infeksi Shigella



(Iseelbacher, 1999). Pemberian air susu ibu sampai usia dua tahun juga efektif

mengurangi shigellosis pada anak-anak (Dzen dkk., 2003).

2.2 Tinjauan Tanaman Delima
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi

Dalam dunia tumbuhan, delima diklasifikasikan sebagai berikut (Suranto,

2011):

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Familia : Lythraceae / Punicaceae
Genus : Punica

Spesies : Punica granatum

Di indonesia terdapat tiga jenis buah delima yaitu delima merah, putih
dan hitam atau ungu. Delima merah memiliki bunga berwarna merah tua dan
bersusun. Buah mudanya berwarna hijau kemerahan dan menjadi oranye
kecokelatan setelah tua. Daging buahnya merah bening dengan rasa yang
manis. Sebaik-baik jenis delima adalah yang warnanya paling merah, berkulit
halus, dan banyak mengandung air. Delima putih bunganya berwarna putih,
buahnya berwarna hijau kekuningan dan mengandung butiran biji putih
kemerahan yang mengkilap bak mutiara. Rasanya kurang manis dan agak kelat.
Sedangkan delima hitam atau ungu mempunyai bunga berwarna oranye. Buah
mudanya berwarna hitam dan menjadi hitam kemerahan setelah tua. Butiran

daging buahnya berwarna merah muda dan rasanya manis. Dari ketiga jenis



buah delima yang paling dikenal adalah delima merah karena rasanya yang
manis, sedangkan delima putih memiliki rasa kurang manis, sepat dan agak
kesat (Suranto, 2011).

Tanaman delima merupakan tanaman tahunan yang mempunyai akar
tunggang dan sistem perakaran yang cukup dalam. Batang tanaman berkayu
keras, tegak lurus, dan dapat tumbuh setnggi 2 m — 4 m atau lebih. Tanaman
memiliki banyak percabangan dan kadang—kadang ditumbuhi duri-duri yang agak

besar.

Gambar 2.1 Pohon Delima (Haskins, 2010)

Daun-daun tanaman berukuran kecil, berbentuk memanjang, dan berwarna hijau
muda sampai hijau tua. Tanaman delima dapat berbunga dan berbuah
sepanjang tahun. Warna bunga delima tergantung jenisnya. Buah delima
berbentuk bulat sampai bundar dan bergelantungan dalam tandan. Buah muda
berwarna hijau sampai hijau kemerah-merahan, namun setelah tua berubah
menjadi hijau kekuning-kuningan atau hijau kemerah-merahan hampir

kecoklatan, tergantung jenisnya. Daging buah merupakan kulit biji yang menebal



dan tersususn secara padat. Daging buah ini dikonsumsi bersama biji-bijinya

(Rukmana, 2003)

Gambar 2.2 Daun dan Buah Delima (Haskins, 2010)

2.2.2 Habitat dan Distribusi Geografis

Buah delima merupakan tanaman asli dari daerah Persia dan Himalaya
(India Selatan). Tanaman ini bisa sampai ke Indonesia dibawa oleh pedagang
Persia tahun 1416. Tumbuhan ini tersebar di daerah subtropik sampai tropik dan
dataran rendah sampai ketinggian 1000 m dpl. Tumbuhan ini sangat cocok di
tanah yang gembur dan tidak terendam air dengan air tanah yang tidak dalam. Di
Indonesia, buah delima merah sering ditanam di pekarangan rumah sebagai
tanaman hias (Hakimah, 2010).
2.2.3 Kandungan Tanaman Delima
2.2.3.1 Kandungan Nutrisi

Delima adalah buah dengan kandungan fitonutrien yang tinggi.
Kandungan buah delima per 100 g bagian yang dapat dimakan mengandung 78
g air, 1.6 g protein, 0.1 g lemak, 4.5 g karbohidrat, 5.1 g serat dan 0.7 g mineral.
Delima juga mengandung gula inversi sebanyak 20 % dengan komposisi 5-10%

berupa glukosa, 0.5-3.5% asam sitrat, asam elagik dalam jumlah besar, asam



malat, asam borat dalam jumlah sedikit sekalo, vitamin B, vitamin Bj, dan
vitamin C sebanyak 4 mg/100 g. Delima yang sudah masak banyak mengandung
gula inversi, sedangkan yang muda banyak mengandung fruktosa. Biji delima
juga kaya akan serat (Suranto, 2011).
2.2.3.2 Kandungan Non-Nutrisi

Bunga, buah, kulit buah, kulit batang dan akar delima mengandung
saponin dan flavonoid. Sedangkan bunga, buah dan kulit batang mengandung
tanin. Jenis flavonoids yang terkandung dalam buah delima adalah antosianin.
Bunga delima mengandung senyawa polifenol yang termasuk dalam golongan
antioksidan. Salah satu jenis polifenol yang ditemukan dalam bunga delima
adalah pomegranatate. Kulit buah delima kering mengandung banyak tanin
hingga 26% dan asam punicotannik yang agak tinggi, yaitu sebanyak 22%.
Selain itu mengandung granatin, asam betulik, asam ursolik, isoquercitrin,
elligatanin, resin, triterpenoid, kalsium oksalat dan pati. Kulit batang mengandung
alkaloid yang termasuk dalam golongan piridina. Kandungan alkaloid delima
terdiri peleterina (C8H14NO), metilpeleterina (C8H14NO.CH3), pseudopeleterina
(C9H15NO0), isopeleterina (C8H15NO), dan tanin. Kulit akar delima mengandung
berbagai macam alkaloid, kadar tanin yang tertinggi yaitu sebanyak 28% dan
akarnya mengandung polifenol. Biji delima mengandung minyak tak jenuh dan
mikronutrien. Dan daun delima mengandung alkaloid, tanin, kalsium oksalat,
lemak, sulfur dan peroksidase (Suranto, 2011 ; Dalimartha dan Adrian, 2011).
2.2.4 Pemakaian dalam Pengobatan

Seluruh bagian tanaman delima bisa digunakan sebagai obat, mulai dari
buah, biji, bunga, kulit buah, kulit batang hingga kulit akar. Seluruh bagian

tanaman juga mempunyai sifat bermacam-macam, seperti astringent, antivirus,



antibakteri, antioksidan antiseptik dan lain-lain. Kulit buah dan kulit kayu delima
digunakan sebagai obat tradisional untuk diare, disentri, dan parasit usus. Kulit
buah delima rasanya asam, pahit dan sifatnya hangat. Pengolahan kulit buah
bisa langsung dipakai segar atau setelah dikeringkan. Kulit akar dan kulit batang
umumnya dikeringkan terlebih dahulu untuk dipakai sebagai obat. Kulit akar dan
kulit batang digunakan untuk cacingan, terutama cacing pita, batuk dan diare
(Suranto, 2011). Pemakaian kulit akar untuk membersihkan cacing, potongan-
potongan kulit akar dididinkan lalu diminum setiap hari (Muhammad, 2006).

Biji dan sari buah delima merupakan tonik untuk jantung dan
tenggorokkan. Rebusan biji delima digunakan untuk pengobatan sifilis. Sari
bunga delima, kulit buah dan kulit kayu bersifat astringent sehingga bermanfaat
untuk mengobati berbagai penyakit, seperti mimisan, gusi berdarah,
mengencangkan kulit dan mengobati ambeien. Bubuk kering bunga delima
dipakai sebagai obat tradisional bronkhitis(Suranto, 2011). Dan bila bunga delima
didihkan bisa digunakan untuk mengobati gusi (Muhammad, 2006) Sedangkan
biji delima dipakai sebgai obat-obatan demam, batuk keracunan, dan cacingan
(Suranto, 2011).

Dari segi rasa, buah delima memiliki rasa manis yang bersifat panas dan
lembab. Sari buah delima bisa memberikan asupan nutrisi tubuh dan membantu
meningkatkan stamina tubuh (Suranto, 2011). Daging buah berkhasiat sebagai
penyejuk dan peluruh kentut (Hakimah, 2010). Selain itu manfaat buah delima
untuk mengobati penyakit jantung koroner, kanker, alzheimer, anemia, diabetes
melitus dan diare. Juga dapat digunakan untuk mengurangi pembentukan plak

gigi, mencegah kerusakan tulang rawan dan radang sendi. Konsumsi delima oleh



ibu hamil dapat melindungi otak neonatus dari kerusakan pasca cedera (Suranto,
2011).
2.2.5 Komponen Antimikroba dalam Buah Delima

Penelitian mengenai kandungan buah delima sebagai antimikroba sudah
banyak dilakukan, salah satunya yang dilakukan oleh Duman et al., (2009).
Dalam jurnal, Duman et al. melaporkan bahwa kandungan ekstrak buah delima
senyawa flavonoid, fenolik dan asam organic, memiliki aktivitas tinggi sebagai
antibakterial dan antifungal. Aktivitas antibakterial ekstrak buah delima salah
satunya mampu menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa dan
aktivitas antifungal ekstrak buah delima salah satunya mampu menghambat
pertumbuhan Candida albicans. Dahham et al., (2010) melaporkan
phytocompounds pada ekstrak buah delima meliputi fenol, tanin dan flavonoids
memiliki aktivitas antimikroba.
2.25.1 Tanin

Tanin merupakan turunan dari subtansi fenolik. Tanin berikatan dengan
polisakarida dan larut dalam air (Cowan, 1999).

Tanin mempunyai berat molekul 500-5000 Da, mengandung grup
hidroksifenol dan membutuhkan orto-dihidrokdisifenol. Tanin terdapat dalam
banyak buah dan sayur. Berdasarkan tipe struktur dasar, tanin dibagi menjadi 2

grup, yaitu:

1. Tanin terhidrolisasi mengandung inti glukosa yang dieterfisai oleh
gallic acid (disebut sebagai galotannins) atau hexahydrodyphenic
acid (ellagitannins) (Deshpande, 2002).

2. Tanin terkondensasi lebih banyak ditemukan daripada tanin

terhidrolisa. Tanin terkondensasi disebut juga procyanidins atau



leucoanthocyanidins karena banyak terdapat bentuk cyaniding
didalamnya (Deshpande, 2002).
2.2.5.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
tanaman hijau kecuali alga. Flavonoid termasuk senyawa fenolik alam
potensial sebagai antioksidan dan mempunyai bioaktivitas sebagai obat.
Flavonoid dapat ditemukan pada batang, daun, bunga, dan buah. Senyawa-
senyawa ini berwarna merah, ungu dan biru dan sebagian zat berwarna kuning
yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan (Arifin, 1986)

Flavonoid memiliki efek anti mikroba karena kemampuannya berikatan
dengan protein ekstraseluler dan membran sitoplasma dari bakteri. Semakin
lipofilik suatu flavonoid, maka semakin kuat daya rusak flavonoid tersebut
terhadap membran sitoplasma bakteri (Tsuchiya et al, 1996).
2.2.5.3 Asam Fenolik

Asam fenolik merupakan bahan metabolik sekunder yang terkandung
dalam tanaman dan bagian subkelas dari fenol. Fenol sendiri merupakan
senyawa aromatik yang mempunyai satu gugus hidroksil. Biasanya asam fenolik
dapat diekstraksi dengan pelarut etanol, methanol, acetone, etil asetat, maupun
air panas (Robbins RJ., 2003)

Kemampuan asam fenolik sebagai antimikroba sudah banyak
dilaporkan, hal tersebut berkaitan dengan kemampuannya untuk merubah
permeabilitas membran sel bakteri sehingga menghambat transport aktif dan
kehilangan bahan-bahan metabolite. Adanya gugus hydroksil dalam senyawa
fenolik juga mampu mengikat enzim dan merubah metabolisme bakteri sehingga

berpotensi sebagai antimikroba (Salawu et al., 2011)



2.3 Terapi Antimikroba
2.3.1 Spektrum Antimikroba

Agen antimikroba yang ideal memperlihatkan prinsip toksisitas selekiif,
yang berarti bahwa obat tersebut haruslah bersifat sangat toksik untuk mikroba,
tetapi relatif tidak toksik untuk hospes. Prinsip toksisitas selektif adalah
perbedaan antara struktur sel mikroba dengan sel hospes. Toksisitas selektif
juga bersifat relatif, dapat berupa reseptor spesifik untuk perlekatan atau
hambatan proses biokimia obat antimikroba terhadap mikroba tetapi tidak
terhadap hospes. Obat antimikroba mempunyai selektif toksisitas yang tinggi
oleh karena sel manusia dengan sel bakteri (prokariot) berbeda dalam hal
dinding sel, komponen membran sel, struktur ribosom, dan metabolismenya
(Dzen dkk., 2003).

Secara umum, obat-obat antimikroba mempunyai sifat-sifat sebagai
berikut (Dzen dkk., 2003):
¢ Menghambat atau membunuh patogen tanpa merusak hospes;
e Bersifat bakterisidal dan bukan bakteriostatik;
¢ Tidak menyebabkan resistensi pada kuman;
e Berspektrum luas
e Tidak bersifat alergenik atau tidak menimbulkan efek samping bila digunakan

dalam jangka waktu yang lama;

e Tetap aktif dalam plasma, cairan tubuh atau eksudat;
e Larut di dalam air dan stabil;
o Kadar bakterisidal di dalam tubuh cepat tercapai dan bertahan untuk waktu

lama.



2.3.2 Mekanisme Kerja Obat Antimikroba

Obat antimikroba mempunyai susunan kimiawi dan cara kerja yang
berbeda antara obat satu dengan yang lainnya. Antimikroba mengganggu
bagian-bagian mikroba yang peka yaitu dinding sel, membran sel , protein, asam
nukleat, dan metabolit intermedier.

Obat antimikroba dapat menghambat pembentukan dinding sel yang
efektif pada saat bakteri sedang aktif membelah. Dengan adanya kerusakan
pada dinding sel bakteri maka sel bakteri tersebut akan lisis. Obat antimikroba
juga bersifat merusak membran sel yang dapat menyebabkan metabolit penting
di dalam sel lolos keluar sel dengan akibat kematian sel. Selain itu antimikroba
juga berpotensi menghambat sintesis protein dan menghambat sintesis asam
nukleat (Dzen dkk, 2003).

2.3.3 Mekanisme Resistensi Mikroba terhadap Obat
2.3.3.1 Mekanisme Resistensi Mikroba terhadap Obat secara umum

Ada beberapa mekanisme yang menyebabkan suatu populasi bakteri

menjadi resisten terhadap obat antimikroba.

o Mikroba memproduksi enzim yang merusak obat
Contoh : Stafilokokus memproduksi enzim [B-laktamase yang memecah
cincin B-laktam dari obat penisilin. Bakteri Gram negatif dapat menghasilkan
enzim adenilase, asetilase, fosforilase yang merusak obat aminoglikosida,
atau menghasilkan enzim asetiltransferase yang merusak kloramfenikol
(Dzen dkk., 2003).

¢ Mikroba mengubah permeabilitas membran selnya



Resistensi mikroba terhadap obat yang bekerja menghambat sintesis protein,
karena golongan obat tersebut perlu menembus membran sel bakteri untuk
mencapai titik tangkap kerjanya, yaitu ribosom (Dzen dkk., 2003).
¢ Mikroba mengubah struktur target obat terhadap mikroba
Resistensi bakteri terhadap obat aminoglikosida, eritromisin oleh karena
terjadi perubahan pada struktur ribosom (Dzen dkk., 2003).
¢ Mikroba mengembangkan jalan metabolisme baru
Bakteri yang resisten terhadap sulfonamid mampu mengambil asam folat dari
luar selnya (Dzen dkk., 2003).
¢ Mikroba mengembangkan enzim yang tetap berfungsi untuk metabolismenya,
tetapi tidak dipengaruhi oleh obat
Pada bakteri yang resisten trimetoprim, asam dihidrofolat reduktase sedikit
dihambat secara efisien daripada bakteri yang peka terhadap trimetropin
(Jawetz et al., 2005)
o Mikroba memperbesar produksi bahan metabolit
Bakteri yang resisten terhadap sulfonamid mampu menghasilkan PABA
dalam jumlah besar. Keadaan ini justru mengakibatkan bakteri-bakteri
tergantung terhadap sulfonamid untuk kelangsungan hidupnya. Mekanisme
ini disebut dengan ‘drug dependence’ (Dzen dkk., 2003).
2.3.3.2 Mekanisme Resistensi Shigella sp. terhadap Obat
Mekanisme terjadinya resistensi Shigella sp. terhadap kombinasi obat
Trimetoprim-Sulfametoksazol dikarenakan adanya pembentukan enzim baru.
Shigella mampu menghasilkan enzim dihidrofolate reduktase (DHFR) dan enzim
dihidrofolate sintetase (DHPS) baru, sehingga kombinasi obat Trimetoprim-

Sulfametoksazol tidak dapat menginhibisi sisntesis asam nukleat dan asam folat



pada Shigella. Kemampuan Shigella untuk membentuk enzim baru tersebut
tergantung dari ada tidaknya plasmid pada Shigella tersebut (Nafianti dan
Sinunhaji, 2005). Target antibiotik p-laktam adalah penicillin-binding proteins
(PBPs), dengan terjadinya mutasi pada Shigella menyebabkan afinitas p-laktam
terhadap PBPs menjadi berkurang sehingga timbul resistensi terhadap B-laktam.
Namun secara umum mekanisme resistensi golongan obat B-laktam terhadap
bakteri gram negatif dikarenakan produksi enzim B-laktamase yang mampu
menginhibisi cincin  B-laktam. Di negara berkembang, resistensi terhadap
fluoroquinolone semakin meningkat. Hal ini disebabkan kemampuan Shigella
untuk melakukan mutasi kromosom sehingga mempengaruhi DNA gyrase
(topoisomerase Il bakteri) maupun penyerapan terhadap quinolones (Sack DA. et
al., 2001).
2.3.4 Uji Kepekaan terhadap Antimikroba In Vitro

Penentuan kepekaan bakteri patogen terhadap antimikroba dapat
dilakukan dengan salah satu dari dua metode pokok yaitu dilusi atau difusi.
Dengan penggunaan bakteri standar dan obat pembanding yang telah diketahui,
metode ini dapat dipergunakan untuk mengukur potensi antibiotik lain dalam
sampel atau kepekaan mikroba (Jawetz et al., 2005).
2.3.4.1 Metode Dilusi Tabung

Cara ini digunakan untuk menentukan KHM (Kadar Hambat Minimal) dan
KBM (Kadar Bunuh Minimal) dari obat antimikroba (Dzen dkk., 2003). Prinsip dari
metode dilusi adalah sebagai berikut. Menggunakan satu seri tabung reaksi yang
diisi media cairdan sejumlah tertentu sel bakteri yang diuji. Dikatakan media cair
bila ke dalam medium tidak ditambahkan bahan pemadat pada umumnya

digunakan untuk membiakkan alga, bakteri, dan ragi. Kemudian masing-masing



tabung diisi dengan obat yang telah diencerkan secara serial. Selanjutnya, seri
tabung diinkubasikan pada suhu * 37°C selama 18-24 jam dan diamati terjadinya
kekeruhan pada larutan dalam tabung. Konsentrasi terendah obat pada tabung
yang ditandai dengantidak adanya kekeruhan pada larutan yang berisi ekstrak
bahan dan suspensi bakteri (diasumsikan pertumbuhan bakteri mulai terhambat)
adalah KHM dari obat. Selanjutnya biakan dari semua tabung diinokulasikan
pada media agar padat, diinkubasikan pada suhu £ 37°C selama 18-24 jam,
kemudian diamati ada tidaknya koloni bakteri yang tumbuh. Konsentrasi
terendah obat pada biakan padat yang ditunjukkan dengan tidak adanya
pertumbuhan koloni bakteri adalah KBM dari obat terhadap bakteri uji (Dzen dkk.,
2003).

2.3.4.2 Metode Difusi Cakram

Prinsip dari metode difusi cakram adalah sebagai berikut.Obat dijenuhkan
kedalam kertas saring (cakram kertas). Cakram kertas yang mengandung obat
tertentu ditanam pada media perbenihan agar padat yang telah dicampur dengan
bakteri yang diuji, kemudian diinkubasikan + 37°C selama 18-24 jam. Selanjutnya
diamati adanya zona jernih disekitar cakram kertas yang menunjukkan tidak
adanya pertumbuhan bakteri (Dzen dkk., 2003).

Untuk mengevaluasi hasil uji kepekaan tersebut (apakah isolat bakteri
sensitif atau resisten terhadap obat), dapat dilakukan dua cara sebagai berikut
(Dzen dkk., 2003):

e Cara Kirby Bauer, yaitu dengan cara membandingkan diameter dari area
jernih (zona hambatan) disekitar cakram dengan tabel standar yang dibuat

oleh NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standard). Dengan



tabel NCCLS ini dapat diketahui kriteria sensitif, sensitif intermediet, dan
resisten.

e Cara Joan Stokes, yaitu dengan cara membandingkan radius zona hambatan
yang terjadi antara bakteri kontrol yang sudah diketahui kepekaannya
terhadap obat tersebut dengan isolat bakteri yang diuji. Pada cara Joan
Stokes, prosedur uji kepekaan untuk bakteri kontrol dan bakteri uji dilakukan
bersama-sama dalam satu piring agar.

2.3.5. Metode Ekstraksi

Beberapa metode ekstraksi senyawa organik bahan alam yang umum
dilakukan adalah dengan cara maserasi, perkolasi, sokletasi dan destilasi uap.

a. Maserasi
Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut organik
yang digunakan pada temperatur ruangan. Proses ini sangat
menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam karena dengan
perendaman sampel tumbuhan seperti daun, biji serta kulit pohon akan
terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan
antara di dalam dan luar sel sehingga metabolit sel yang ada dalam
sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik. Selain itu, ekstraksi
senyawa dengan metode ini akan sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan (Sofia, 2006).

b. Perkolasi
Merupakan proses melewatkan pelarut organik pada sampel sehingga
pelarut akan membawa senyawa organik bersama-sama pelarut. Tetapi
efektifitas dalam proses ini hanya akan lebih besar untuk senyawa

organik yang mudah larut dalam pelarut yang digunakan (Sofia, 2006).



C.

Sokletasi

Menggunakan alat soklet dengan pemanasan dan pelarut akan dapat
dihemat karena terjadinya sirkulasi pelarut yang selalu membasahi
sampel. Proses ini sangat baik untuk senyawa yang tidak terpengaruh
oleh panas (Sofia, 2006).

Destilasi uap

Proses destilasi uap lebih banyak digunakan untuk senyawa organik yang
tahan pada suhu yang lebih tinggi dari titik didih pelarut yang digunakan.

Pada umumnya lebih banyak digunakan untuk minyak asiri (Sofia, 2006).



BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Bakteri Shigella
Ekstrak Etanol Buah dysenteriae

Delima (Punica granatum)

Flavonoid > Merusak < Membran.
membran sel sel bakteri
[
»| Membentuk komplek Dinding sel
dengan polipeptida [ bakteri [*
N . dinding sel
>l Tannin 9
Menggangu } ) .
Asam »  sintesis protein [ Sintesis protein g |
fenolik bakteri bakteri

!

Pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae terhambat

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Kandungan dari buah delima diperkirakan berperan sebagai antimikroba
terutama adalah flavonoid, tannin dan asam fenolik (Martos et al., 2009).
Aktivitas flavonoids kemungkinan disebabkan oleh kemampuannya untuk
mengikat adhesin pada permukaan sel mikroba, membentuk kompleks dengan
protein ekstraseluler terlarut dan membentuk kompleks dengan polipeptida
dinding sel bakteri, serta sifat lipofilik yang dapat merusak membran mikroba
(Cowan et al., 1999). Tannin dan flavanoid merupakan persenyawaan polifenol
yang sama-sama mempunyai gugus hidroksil, namun struktur kimia keduanya

tidaklah sama. Aktivitas Tannin sebagai antibakteri mempunyai kemiripan



dengan flavonoids, kemungkinan berhubungan dengan kemampuannya
menginaktivasi adhesin mikroba, transport protein dan membentuk komplek
dengan polisakarida dinding sel bakteri (Cowan et al., 1999). Asam fenolik juga
merupakan persenyawaan polifenol. Aktivitas asam fenolik sebagai antimikroba
kemungkinan berhubungan dengan kemampuannya untuk berinteraksi dengan
protein mikroba sehingga terjadi gangguan dalam sintesis protein yang
mengakibatkan denaturasi protein mikroba (Cowan et al., 1999).
3.2 Hipotesis Penelitian

Ekstrak etanol buah delima (Punica granatum) menghambat

pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae secara in vitro.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental
laboratorik. Uji antimikroba dilakukan secara in vitro dengan menggunakan tube
dilution test untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol buah delima (Punica
granatum) sebagai antimikroba terhadap Shigella dysenteriae. Proses
pengekstrakan buah delima menggunakan metode maserasi dengan pelarut
etanol 96%, sedangkan pengujian ekstrak etanol buah delima sebagai
antimikroba menggunakan metode dilusi tabung (Tube dilution test). Tube
dilution test meliputi dua tahap, yaitu tahap pengujian bahan pada medium broth
untuk menentukan KHM (Kadar Hambat Minimal) dan tahap streaking
(penggoresan) pada media NAP (Nutrient Agar Plate) untuk mengetahui KBM
(Kadar Bunuh Minimal). Besarnya konsentrasi yang digunakan ditetapkan melalui

eksperimen pendahuluan.

4.2 Sampel dan Besar Sampel
4.2.1 Sampel penelitian

Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak buah delima (
Punica granatum) dan menggunakan sampel bakteri uji Shigella dysenteriae
yang dimiliki oleh Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang yang didapatkan dari Laboratorium Kesehatan Daerah
Surabaya. Buah Delima yang digunakan adalah buah delima yang didapatkan di

daerah Surabaya.



4.2.2 Sampel dan Estimasi Jumlah Pengulangan

Pada penelitian ini, digunakan 6 macam dosis konsentrasi perlakuan
berbeda serta 1 kontrol positif dan 1 kontrol negatif, sehingga jumlah
pengulangan yang digunakan dalam penelitian ini dihitung dengan rumus

estimasi pengulangan sebagai berikut (Lukito H., 1998) :

(t-1) (r-1) > 15
(6-1) (r-1) > 15
5(r-1) > 15
5r>20
r>20/5
r=4
keterangan: r = jumlah pengulangan
t = jumlah perlakuan (konsentrasi ekstrak buah delima)
Jadi pengulangan yang dilakukan pada penelitian tersebut adalah 4 kali
pengulangan, sedangkan jumlah sampel yang diperlukan dihitung dengan rumus:
Jumlah pengulangan x jumlah perlakuan = 4x6

=24

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya Malang pada Tahun 2012.



4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol buah delima
yang dibuat dengan konsentrasi kadar ekstrak antara lain : 7,5%; 10%; 12,5%;
15%; 17,5%; 20% berdasrkan uji eksplorasi awal atau penelitian pendahuluan.
4.4.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah tingkat pertumbuhan
bakteri Shigella dysenteriae yaitu dengan melihat kekeruhan pada tabung uji
untuk menentukan KHM dan jumlah koloni Shigella dysenteriae pada medium

agar padat (NAP) untuk menentukan KBM.

4.5 Definisi Operasional
4.5.1 Ekstrak Etanol Buah Delima

Ekstrak etanol buah delima didapatkan melalui proses ekstraksi dengan
metode maserasi dan dilarutkan dengan pelarut ethanol 96%.
4.5.2 Shigella dysenteriae

Bakteri Shigella dysenteriae yang digunakan merupakan bakteri yang
dimiliki oleh Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang yang didapatkan Laboratorium Kesehatan Daerah Surabaya.
4.5.3 Kadar Hambat Minimal (KHM)

Kadar hambat minimal adalah konsentrasi minimal larutan ekstrak etanol
buah delima yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Shigella
dysenteriae. Hal ini ditandai dengan tidak adanya kekeruhan pada larutan yang

berisi ekstrak etanol buah delima dan suspensi bakteri tersebut dalam tabung



setelah diinkubasikan selama 18-24 jam. Definisi ini tidak berlaku jika ada reaksi
antara bahan aktif ekstrak dengan media Nutrient Broth yang menyebabkan
kekeruhan pada seluruh tabung.

4.5.4 Kadar Bunuh Minimal (KBM)

Kadar bunuh minimal adalah konsentrasi minimal ekstrak etanol buah
delima yang mampu membunuh pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae. Hal
ini ditandai oleh jumlah koloni pada medium NAP yang telah dilakukan streaking
(penggoresan) dengan satu ose larutan ekstrak buah delima dengan bakteri uji
tersebut, dengan jumlah koloni kurang dari 0,1% original inokulum.

4.5.5 Kontrol Bakteri (Kontrol Positif)

Kontrol bakteri (kontrol positif) adalah konsentrasi ekstrak 0 % yang dapat
digunakan untuk mengetahui apakah bakteri yang digunakan terkontaminasi
dengan bakteri lain. Kontrol positif berasal dari larutan bakteri uji yang telah
distandardisasi dengan standar Mc Farland 0,5 sebanyak 2 ml.

45.6 Kontrol Bahan (Kontrol Negatif)

Kontrol bahan (kontrol negatif) adalah konsentrasi yang digunakan untuk
mengetahui apakah bahan yang digunakan steril. Kontrol negatif dibuat dengan
cara mencampurkan antara ekstrak etanol buah delima sebanyak 1 ml dengan
agquades sebanyak 1 ml.

4.5.7 Original inoculum

Original inoculum adalah inokulum bakteri dengan konsentrasi 10°

CFU/ml yang diinokulasikan pada media agar padat sebelum diinkubasi, dan

digunakan untuk mencari kategori KBM.



45.8 Pengamatan Kualitatif
Pengamatan kualitatif digunakan untuk menentukan skor pertumbuhan
Shigella dysenteriae berdasarkan bayangan tiga garis hitam yang tampak dibalik

tabung. Kriteria skoring sebagai berikut :

0 - jernih (ketiga garis tampak jelas)

1 . agak keruh (garis pertama & kedua tampak, garis ketiga tidak

tampak)

2 . keruh (garis pertama tampak, garis kedua dan ketiga tidak

tampak)

3 : sangat keruh (ketiga garis tidak tampak jelas)
|
|
I

Semakin rendahnya skor, menunjukkan semakin efektifnya bahan coba.
45.9 Pengamatan Kuantitatif

Pengamatan kuantitatif digunakan untuk menentukan pertumbuhan
bakteri Shigella dysenteriae secara kuantitatif dengan cara menghitung koloni

bakteri dengan colony counter.

4.6 Alat dan Bahan Penelitian
4.6.1 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Buah Delima :
e Oven

e Timbangan



e Gelas Erlenmeyer

e Kertas saring

e Pendingin spiral/rotator evaporator
e Corong gelas

e Labu penampang etanol
e Labu evaporator

e Selang water pump

e Water pump

e Water bath

e Vacum pump

e Buah delima

e Etanol 96%

e Aguades

46.2 Alat dan Bahan Untuk Pewarnaan Gram Bakteri :

Gelas objek
e Kertas penghisap
e Mikroskop
o Bakteri Shigella dysenteriae
e Lugol
o Kiristal violet
e Alkohol 96%
e Sarfarin
o Air
4.6.3 Alat dan Bahan Untuk Uji Dilusi Tabung :

e Tabung reaksi



e Pipet steril ukuran 1 mi

¢ Inkubator

e Ekstrak etanol buah delima
e Karet penghisap

o NAP

o Korek api

¢ Alat penjepit (scalpel) steril
e Vortex

e Pembenihan cairan yang distandarisasikan (NacCl, broth)
e Bunsen (lampu spritus)

e Gelas objek

¢ Plate kosong dan steril

e Colony counter

e Kapas

4.7 Rancangan Operasional Penelitian
Rancangan operasional penelitian meliputi pembuatan ekstrak etanol
buah delima, identifikasi bakteri uji (Shigella dysenteriae), persiapan suspensi
bakteri uji Shigella dysenteriae, dan uji sensitivitas antimikroba.
4.7.1 Pembuatan Ekstrak Buah Delima
1) Buah delima utuh dibersihkan, kulit buah dikupas dan disisakan
bagian buah yang bisa dimakan. Kemudian dikeringkan dan
dihaluskan dengan blender dan timbang sebanyak 100 gram (sample
kering). Ini bertujuan agar senyawa aktif yang terkandung dalam

buah delima dapat larut dalam etanol 96%.



2)

3)

4)

5)

6)

)

8)

9)

Masukkan 100 gram hasil blenderan ke dalam gelas erlenmeyer
ukuran 1 liter lalu rendam dengan hasil etanol 96% sampai volume
1000cc.

Kocok sampai benar-benar tercampur kurang lebih 30 menit dan
diamkan 1 malam sampai mengendap.

Setelah itu, lapisan paling atas dari larutan campuran etanol 96% dan
buah delima diambil dan diletakkan dalam gelas ekstraksi kemudian
di evaporasi dengan menggunakan rotary evaporator.

Pasang evaporator pada tiang permanen agar dapat tergantung
dengan kemiringan 30-40° terhadap meja percobaan, dengan
susunan dari bawah ke atas : Alat pemanas air, labu penampung
hasil, rotatory evaporator, dan tabung pendingin.

Tabung pendingin dihubungkan dengan alat pompa sirkulasi air
dingin dengan bak penampung air dingin melalui pipa plastik, tabung
pendingin juga terhubung dengan pompa vakum dan penampung
hasil penguapan.

Labu penampung hasil evaporasi diisi dengan hasil ekstraksi,
kemudian dirangkai kembali.

Rotatory evapotaror, alat pompa sirkulasi air dingin dan alat pompa
vakum dinyalakan.

Pemanas aquades dinyalakan juga sehingga hasil ekstraksi dalam
tabung penampung evaporasi ikut mendidih dan pelarut etanol mulai

menguap.



10) Hasil penguapan etanol akan dikondensasikan menuju labu
penampung etanol sehingga tercampur dengan hasil evaporasi,
sedangkan uap lain tersedot pompa vakum.

11) Setelah kental maka proses evaporasi dihentikan dan hasil evaporasi
diambil.

12) Setelah evaporasi selesai, ekstrak dioven kembali dengan suhu 80°C
selama 2 jam karena titik didih etanol adalah 78°C. Hal ini bertujuan
untuk menghilangkan sisa-sisa etanol 96% yang mungkin masih

tersisa dalam ekstrak.

4.7.2 ldentifikasi Shigella dysenteriae

4.7.2.1 Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram bertujuan untuk menyaring bakteri Shigella dysenteriae

yang termasuk di dalam famili Enterobacteriaceae yang bersifat gram negatif.

Prosedur pewarnaan gram:

1)

2)

3)

4)

Gelas obyek dibersihkan dengan kapas steril, kemudian dilewatkan di

atas api untuk menghilangkan lemak. Lalu dibiarkan dingin.

Satu tetes aquades steril atau larutan salin steril diteteskan pada gelas
obyek.

Dengan ose jarum yang steril, diambil sedikit koloni Shigella dysenteriae
yang tumbuh pada medium padat kemudian disuspensikan dengan satu
tetes aquades steril atau larutan salin steril yang sudah diteteskan
terlebih dahulu pada gelas obyek. Hapusan sebaiknya dibuat tipis.
Hapusan dibiarkan kering di udara. Setelah kering, hapusan difiksasi
dengan cara melewatkan sediaan diatas api sebanyak tiga kali. Sediaan

siap diwarnai.



5)

6)

7)

8)

9)

Sediaan dituangi kristal violet selama 1 menit, kemudian sisa kristal
violet dibuang, lalu sediaan dibilas dengan air.

Sediaan dituangi lugol selama 1 menit, kemudian sisa lugol dibuang dan
dibilas dengan air.

Sediaan dituangi alkohol 96 % selama 5 - 10 detik atau sampai warna
cat luntur, kemudian sisa alkohol dibuang dan dibilas dengan air.
Sediaan dituangi safranin selama 30 detik, kemudian sisa safranin
dibuang dan dibilas dengan air.

Sediaan hapusan dikeringkan dengan kertas penghisap.

10) Setelah kering, dilihat di bawah mikroskop dengan perbesaran lensa

obyektif 100 kali, ditambahkan juga minyak imersi.

11) Hasil positif: bakteri Shigella dysenteriae berbentuk batang dan tercat

merah (Gram negatif).

4.7.2.2 Sistem Microbact

1)

2)

3)

Sebelum ditentukan menggunakan 12A/12E atau 24E, koloni bakteri
dilakukan uji oksidase, jika hasil oksidase negative menggunakan
Micorbact system 12A/12E saja, sedangkan jika hasil oksidasenya
positif maka menggunakan 24E.

Satu koloni bakteri yang telah diinkubasi selama 18-24 jam diambil
dengan menggunakan ose kemudian dilarutkan kedalam 5 mL NacCl
0,9% pada tabung reaksi steril dan divortex hingga homogen.

Larutan bakteri yang telah homogen diteteskan ke dalam sumur
Microbact sebanyak 100 Ul (4 tetes), untuk sumur Lysin, Omitin, dan
H,S ditambah dengan tetesan mineral oil sebanyak 1-2 tetes. Setelah

itu Microbact diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.



4) Microbact yang telah diinkubasi diambil kemudian diteteskan 2 tetes
reagen Nitrat A dan B pada sumur 7, pada sumur nomor 8 dengan Indol
Kovact sebanyak 2 tetes, sumur nomor 10 dengan VP | dan VP II
masing-masing satu tetes, dan sumur 12 dengan TDA sebanyak satu

tetes.

5) Untuk uji fermentasi karbohidrat pada microbact 12B, tanpa ada
penambahan reagen yaitu hasil dari sumuran langsung bisa dibaca
hasilnya, yaitu jika fermentasi positif menunjukkan warna kuning,

sedangakan hasil negatif tidak ada perubahan warna tetap biru.

6) Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-sumur microbact apakah positif atau
negatif dengan cara membandingkan dengan table warna dan hasilnya

ditulis pada formulir Patient Record.

7) Angka-angka oktaf didapat dari penjumlahan reaksi positif saja, dari

tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktaf).

8) Nama spesies bakteri dilihat dengan software microbact system di

komputer berdasarkan angka oktaf yang didapat.
4.7.3 Pembuatan Suspensi Shigella dysenteriae

Cara membuat larutan Shigella dysenteriae dengan kepadatan akhir 10°
CFU/ml yaitu:
1) Koloni diambil dari lempeng agar Mac Conkey, kemudian dimasukkan ke

dalam tabung reaksi steril yang berisi Nutrient Broth.

2) Tabung reaksi lalu diinkubasi dalam inkubator pada suhu £ 37°C selama

18 - 24 jam.



3)

4)

5)

Setelah itu dilakukan spektrofotometri pada tabung reaksi di atas dengan
panjang gelombang 625 nm untuk mengetahui OD (Optical Density) dari
suspensi tersebut.

Untuk mendapatkan konsentrasi bakteri sebesar 10° CFU/ml (sesuai
standar McFarland 0,5) yang setara dengan OD=0,1, maka dilakukan
perhitungan sebagai berikut :

N1XV1: N2X V2

Keterangan :

N; = Nilai absorbansi suspense (Hasil spektrofotometri)

V= Volume bakteri yang akan ditambah pengencer

N, = OD (0,1 setara dengan 10% CFU/ml)

V, = Volume suspensi bakteri uji (10 ml)
Dari hasil perhitungan tersebut diperoleh volume bakteri (x ml) yang akan
ditambah pengencer sampai total volume 10 ml untuk mendapatkan
konsentrasi 10° CFU/ml.
Dilakukan pengenceran suspensi bakteri dengan konsentrasi 102 CFU/ml
sebanyak 100 kali untuk mendapatkan konsentrasi bakteri 10° CFU/m,
caranya: Dari 10 ml bakteri dengan konsentrasi 102 CFU/mI diambil 1 ml
larutan kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml
Nutrient broth sehingga konsentrasi bakteri menjadi 10’ CFU/ml. Lalu dari
larutan dengan konsentrasi bakteri 10’ CFU/mI tersebut diambil 1 ml
larutan kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml
Nutrient broth sehingga konsentrasi bakteri menjadi 10° CFU/mI.
Delanjutnya bakteri telah siap untuk digunakan dalam penelitian (Dzen

dkk, 2003).



4.7.4 Uji Sensitivitas Antimikroba Ekstrak Buah Delima

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Siapkan suspensi bakteri Shigella dysenteriae dengan konsentrasi 10°
bakteri/ml.

Sediakan 8 tabung reaksi steril, 5 tabung reaksi masing-masing diberi
tanda 7,5%; 10%; 12,5%; 15%; 17,5% 20% sebagai konsentrasi uji
bakteri, 1 tabung sebagai kontrol positif (KP) berisi biakan bakteri Shigella
dysenteriae dengan konsentrasi 10° CFU/ml saja, dan 1 tabung sebagai
kontrol negatif (KN) yaitu kontrol bahan ekstrak etanol buah delima saja.
Masukkan 0,85 mL aquades steril ke dalam tabung 1 yang bertanda
7,5%, lalu tambahkan 0,15 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 0,8 mL aquades steril ke dalam tabung 2 yang bertanda 10%,
lalu tambahkan 0,2 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 0,75 ml aquades steril ke dalam tabung 3 yang bertanda
12,5%, lalu ditambahkan 0,25 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 0,7 mL aquades steril ke dalam tabung 4 yang bertanda 15%,
lalu ditambahkan 0,3 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 0,65 mL aquades steril ke dalam tabung 5 yang bertanda
17,5%, lalu ditambahkan 0,35 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 0,6 mL aquades steril ke dalam tabung 6 yang bertanda 20%,
lalu ditambahkan 0,4 mL ekstrak etanol buah delima.

Masukkan 1 mL ekstrak etanol buah delima ke dalam tabung KN dan

masukkan 1 mL suspensi bakteri saja ke dalam tabung KP.

10) Tambahkan 1 ml suspensi bakteri Shigella dysenteriae dengan

konsentrasi bakteri 10° CFU/mL ke dalam tabung 1-6 kemudian

diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C.



11) Ambil bakteri dari tabung bertanda KP sebanyak 1 ose kemudian
digoreskan pada NAP sebagai original inoculum kemudian diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C.

12) Setelah 18-24 jam, diperhatikan dan dicatat derajat kekeruhan pada
semua tabung. Cara membaca derajat kekeruhan adalah dengan
meletakkan sebuah kertas putih dibelakang tabung, dimana sebelumnya
pada kertas tersebut digambar sebuah garis hitam, kemudian garis hitam
tersebut diperhatikan dari depan tabung. Konsentrasi paling rendah yang
tidak menunjukkan kekeruhan adalah KHM.

13) Jumlah koloni pada original inoculum dihitung dengan menggunakan
colony counter.

14) Untuk mengetahui KBM, lakukan penggoresan dari seluruh tabung
kemudian diinokulasikan pada media NAP yang berbeda, kemudian
diinkubasikan pada suhu 37°-37,5° C selama 18-24 jam.

15) Setelah 18-24 jam hitung jumlah koloni Shigella dysenteriae yang tumbuh
dengan colony counter. KBM ditentukan dari tidak adanya jumlah koloni
yang tumbuh pada NAP atau jumlah koloninya kurang dari 0,1% inokulum
Ol.

Secara sistematis, alur kerja dapat dilihat pada Gambar 4.1. halaman

berikutnya :
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Gambar 4.1 Skema Prosedur Penelitian



4.8 Analisa Data

Penelitian ini menggunakan variable numerik dengan satu faktor yang ingin
diketahui yaitu perbedaan jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae yang
dihasilkan pada media NAP berdasarkan faktor perlakuan pemberian ekstrak
etanol buah delima, sehingga uji statistik yang digunakan adalah One-Way
ANOVA dengan program SPSS 15, dengan taraf signifikasi 0,05 (5%).

Langkah-langkah dalam One-Way ANOVA adalah sebagai berikut (Dahlan,
2008) :

1. Memeriksa syarat uji ANOVA untuk > 2 kelompok yaitu :
e Sebaran data harus normal
e Varian data harus sama

2. Melakukan analisi One-Way ANOVA, untuk mengetahui perbedaan
jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae pada setiap perlakuan
terutama yang disebabkan oleh pemberian ekstrak etanol buah
delima.

Kemudian untuk mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi ekstrak
etanol buah delima terhadap pertumbuhan Shigella dysenteriae maka digunakan
uji statistik Kolerasi Pearson-Regresi Linier. Analisis data dilakukan dengan
menggunakan program SPSS (Statistical Product of Service Solution) for

Windows versi 15.0.



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Data Hasil Penelitian
5.1.1 Identifikasi Bakteri Shigella dysenteriae

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Shigella
dysenteriae milik Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang yang didapatkan dari Laboratorium Kesehatan Daerah
Surabaya. Sebelum melakukan penelitian, dilakukan identifikasi ulang bakteri
yang meliputi pewarnaan gram dan uji biokimiawi dengan menggunakan
microbact identification kit. Sebelum dilakukan uji microbact, bakteri diuji
oksidase dengan menggoreskan koloni bakteri pada stick oksidase dan dibiarkan
5 menit. Hasilnya menunjukkan oksidase negative, yaitu dengan tidak adanya
perubahan warna stick menjadi biru tua. Setelah itu dilanjutkan uji microbact
dengan memasukkan suspensi bakteri ke dalam 12A/E sumuran microbact
system dan diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Hasil identifikasi bakteri

dapat dilihat pada Gambar 5.1 dan Gambar 5.2
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Gambar 5.1 Pewarnaan Gram
(bentuk batang, gran negatif dan berwarna merah)
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Gambar 5.2 Hasil Identifikasi Shigella dysenteriae dengan Microbactsystem
(Akurasi bakteri Shigella dysenteriae sebesar 87,21%)

5.1.2 Hasil Penentuan KHM

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan beberapa konsentrasi
ekstrak  etanol buah delima yang diperoleh dari penelitian pendahuluan
sebelumnya. Konsentrasinya adalah 0%, 7.5 %, 10%, 12.5%, 15%, 17,5%, 20%.
Pengamatan pertumbuhan bakteri untuk menentukan KHM menggunakan
metode dilusi tabung dengan cara mengamati tingkat kekeruhan pada masing-
masing tabung yang dibantu dengan kertas putih bergaris-garis hitam yang
diposisikan tepat dibelakang tabung. Bila semakin jernih maka garis hitam
semakin terlihat, menandakan terhambatnya pertumbuhan bakteri. Sebaliknya,
bila semakin keruh maka garis hitam akan semakin tidak tampak, ini

menandakan banyak bakteri yang tumbuh pada tabung tersebut.




Gambar 5.3 Dilusi tabung dengan beberapa konsentrasi ekstrak buah delima terhadap

pertumbuhan bakteri Shigela dysenteriae untuk uji KHM.

Gambar 5.3 menunjukkan percobaan untuk mengetahui KHM dengan
metode dilusi tabung yang berisi campuran ekstrak etanol buah delima dan
bakteri dengan konsentrasi 0% (Kontrol Kuman / KK), 7.5%, 10%, 12.5%, 15%,
17.5%, dan 20%. Tabung akan diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam
kemudian dilihat tingkat kekeruhannya menggunakan kertas bergaris-garis hitam
yang diposisikan tepat di belakang tabung.

Hasil pengamatan pada tabung (Gambar 5.3) setelah diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam penentuan konsentrasi KHM tidak dapat ditentukan.
Hal ini dikarenakan ekstrak dari buah delima berwarna gelap dan larutan yang
dihasilkan pada masing-masing perlakuan sangat keruh, sehingga tingkat
kekeruhan pada masing-masing tabung konsentrasi karena pertumbuhan bakteri

sulit untuk diamati.



5.1.3 Hasil Penentuan KBM

Dari hasil uji dilusi dilakukan penanaman dengan metode streaking pada
media NAP (Natrium Agar Plate) kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 24 jam untuk mengetahui Kadar Bunuh Minimal (KBM). setelah itu
dilakukan perhitungan jumlah koloni pada masing-masing konsentrasi dan
perulangan dengan alat colony counter. Berikut tabel dan gambar hasil
penanaman pada masing-masing konsentrasi :

Tabel 5.1 Jumlah Koloni Shigella dysenteriae pada Media NAP per plate

Konsentrasi | Pengulangan Total Rata-rata
1 2 3 4

0% 301.10° | 295.10° |317.10° | 309.10° 1220. 10° | 305. 10°

7,5% 250 262 189 127 825 206

10% 51 42 57 43 193 48

12,5% 15 19 23 29 86 21

15% 0 0 0 0 0 0

17,5% 0 0 0 0 0 0

20% 0 0 0 0 0 0




Gambar 5.4 Hasil Streaking Shigella dysenteriae pada Medium NAP untuk uji KBM.

Pada plate konsentrasi 7,5% banyak koloni bakteri yang tumbuh
dibandingkan pada konsentrasi 10%. Pada konsentrasi 10% jumlah koloni bakteri
yang tumbuh mulai berkurang kemudian berkurang lagi pada konsentrasi 12,5%
dan pada konsentrasi 15% sama sekali tidak tumbuh koloni bakteri.

Berdasarkan Gambar 5.4 dan Tabel 5.1 diperoleh nilai KBM pada
konsentrasi 15% dimana pada konsentrasi ini tidak didapatkan pertumbuhan
koloni bakteri sama sekali. Dapat terlihat pola dimana semakin tinggi konsentrasi
ekstrak, jumlah koloni bakteri semakin berkurang. Hal ini nampak lebih jelas pada

gambar berikut :
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Gambar 5.5 Kurva Regresi Linier jumlah koloni untuk masing-masing konsentrasi Ekstrak

Buah Delima dimulai dari konsentrasi rendah ke konsentrasi tinggi

5.2 Analisa Data

Data jumlah koloni bakteri terlebih dahulu diuji untuk normalitas dan
homogenitasnya sebagai uji pra-syarat agar bisa dilakukan uji beda parametrik
One way anova. Jika dari hasil uji homogenitas menyatakan bahwa data
penelitian  homogen (p>0.05) dan uji normalitas Kolmogorov-Smirnov
menunjukan distribusi data yang normal (p>0.05), maka dapat dilakukan uji beda
parametrik One way anova. Untuk uji homogenitas menggunakan uji homogenity
of variance (uji levene) dengan tujuan untuk mengetahui apakah data yang
digunakan mempunyai ragam yang sama. Pada hasil pengujian menunjukkan
nilai dari levene test sebesar 1,124 dengan nilai signifikansi sebesar 0,341 yang
lebih besar dari alpha 0,05. Oleh karena nila p > 0,05, maka Ho diterima dan
dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan mempunyai ragam yang

homogen.



Selain uji kehomogenan ragam juga dilakukan pengujian normalitas data
untuk mengetahui apakah data yang diuji mempunyai distribusi yang normal atau
tidak dengan menggunakan uji kolmogorof smirnof test. Dari hasil pengujian
normalitas menunjukkan nilai dari kolmogorof smirnof test dengan nilai
signifikansi (p) sebesar 0,835. Oleh karena nila p > 0,05, maka Ho diterima dan
dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan mempunyai distribusi yang
tersebar dengan normal. Dengan demikian data bisa diolah dengan
menggunakan uji beda parametrik one way anova karena kedua asumsi
terpenuhi.

Uji beda parametrik one way anova dilakukan guna mengetahui apakah
terdapat perbedaan jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae setelah terpapar
olen ekstrak etanol buah delima dengan berbagai konsentrasi. Dikatakan
terdapat perbedaan jumlah koloni yang bermakna jika p < 0.05. Dari uji beda One
Way Anova, terdapat perbedaan yang bermakna atau signifikan jumlah koloni
bakteri setelah terpapar oleh ekstrak etanol buah delima pada berbagai
konsentrasi (p = 0.000) atau dengan kata lain perbedaan konsentrasi ekstrak
mengakibatkan perbedaan jumlah koloni bakteri.

Selanjutnya dilakukan uji multi komparasi Pos Hoc Tukey guna melihat
apakah terdapat perbedaan jumlah koloni bakteri antara dua macam dosis yang
berbeda. Adapun ringkasan dari uji multi komparasi ini tercantum dalam tabel

dibawah ini:



Tabel 5.2 Ringkasan Nilai Signifikansi (p) Uji Pos Hoc Tukey

(I) Konsentrasi | (J) Konsentrasi | Mean Difference (I-J) Sig. Keterangan
7 5% 10% 0.612 0.000 Berbeda nyata
,27/0
12,5% 0.961 0.000 Berbeda nyata
10% 7,5% -0.612 0.000 Berbeda nyata
(o]
12,5% 0.348 0.005 Berbeda nyata
12 5% 7,5% -0.961 0.000 Berbeda nyata
,27/0
10% -0.348 0.005 Berbeda nyata

Terdapat perbedaan jumlah koloni yang bermakna pada semua kelompok
perlakuan jika dibandingkan antar kelompok perlakuan (lihat tabel di atas, p
<0.05 sehingga dapat dikatakan signifikan). Dengan kata lain terdapat penurunan
jumlah koloni bakteri yang signifikan seiring dengan peningkatan dosis ekstrak.

Uji korelasi parametrik Pearson menunjukkan nilai signifikansi (P-value) =
0.000 (p<0.05) dan correlation coefficient -0.899 yang berarti terdapat korelasi
bermakna antara variable konsentrasi ekstrak dengan variabel jumlah koloni
bakteri yang termasuk korelasi sangat kuat (r > 0.799). Spearman correlation
coefficient (r) bernilai negatif berarti korelasinya berbanding terbalik, yang artinya
semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka semakin rendah jumlah koloni bakteri.
Note : r = correlation coefficient, shows the strength of correlation. Weak
correlation ( r < 0.500), moderate correlation (r = 0.500-0.599), strong correlation
(r = 0.600-0.799), very strong correlation (r > 0.799).

Uji regresi linier merupakan uji statistik yang dilakukan untuk mengetahui
seberapa besar pengaruh variable independen (ekstrak dengan berbagai
konsentrasi) terhadap variable dependen (jumlah koloni bakteri). Hasil
persamaan garis regresi linier yang di dapat adalah :

Y =3756,8 — 112,458 X




dimana Y adalah jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae sedangkan X adalah
perlakuan pemberian ekstrak etanol buah delima. Dapat diartikan bahwa tanpa
dipengaruhi oleh pemberian ekstrak etanol buah delima, maka jumlah koloni
bakteri Shigella dysenteriae akan cenderung meningkat secara konstan sebesar
3756,8 koloni bakteri. Namun jika mempertimbangkan pengaruh dari perlakuan
pemberian ekstrak etanol buah delima, akan didapatkan setiap peningkatan 1%
konsentrasi ekstrak akan menurunkan bakteri Shigella dysenteriae sebanyak
112,458 koloni bakteri. Sehingga semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol buah
delima yang diberikan, maka akan berpengaruh signifikan dalam menurunkan
jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae. Adapun bentuk kurva dari persamaan
regresi di atas telah ditampilkan sebelumnya (lihat Gambar 5.5).

Nilai koefisian determinasi (R*> = R square) digunakan untuk menghitung
besarnya pengaruh ekstrak etanol buah delima terhadap pertumbuhan koloni
bakteri Shigella dysenteriae. Nilai koefisian determinasi dari tabel Model
summary didapatkan sebesar 0,87 yang berarti kontribusi pemberian ekstrak
etanol buah delima dalam menurunkan jumlah koloni bakteri Shigella dysenteriae
sebesar 80,7% sedangkan sisanya 19,3% disebabkan oleh faktor-faktor lain yang

tidak diteliti.



BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan bakteri Shigella dysenteriae milik
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang
yang didapatkan dari Laboratorium Kesehatan Daerah Surabaya. Sebelum
bakteri digunakan untuk penelitian, dilakukan bebrapa uji identifikasi ulang
terhadap Shigella dysenteriae. Dari hasil pewarnaan gram didapatkan bakteri
gram negatif, sel berbentuk batang pendek dan berwarna merah. Sedangkan dari
hasil uji Microbact 12A/E didapatkan akurasi bakteri Shigella dysenteriae sebesar
87,2% artinya bakteri yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah 87,2%
benar-benar S.dysenteriae.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah delima yang
diekstrak dengan metode ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 96%.
Pada penelitian Arifin, H., dkk (2006) didapatkan ekstrak etanol daun juwet
(Eugenia Cumini Merr.) lebih banyak mengandung flavonoid dan fenolik, bila
diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%
dibanding bila menggunakan pelarut air. Hal ini menunjukan, senyawa aktif yang
terkandung dalam buah delima seperti flavonoid, tannin, dan asam fenolik dapat
larut dalam etanol 96%.

Pada penelitian ini, efek anti mikroba yang didapatkan bukan berasal dari
etanol 96%, yang digunakan sebagai pelarut. Hal ini dikarenakan pada proses
ekstraksi, etanol 96% telah mengalami proses evaporasi (penguapan) dengan

oven pada suhu 80° celcius selama 2 jam, sedangkan titik didih Etanol 78°



celcius. Sehingga diharapkan dengan proses evaporasi tersebut etanol 96%
yang mungkin tersisa didalam ekstrak telah hilang (Siswandono, 1995).

Sebelum mendapatkan konsentrasi perlakuan, penulis melakukan tiga
tahap penelitian pendahuluan. Dari ketiga tahap tersebut didapatkan konsentrasi
7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 17,5% dan 20% sebagai konsentrasi perlakuan pada
metode dilusi tabung. Dari keenam konsentrasi perlakuan tersebut diamati
tingkat kekeruhan tabung untuk menentukan Kadar Hambat Minimal (KHM).
Namun sayangnya, ekstrak etanol buah delima berwarna gelap dan larutan yang
dihasilkan dari masing-masing perlakuan sangat keruh sehingga pengamatan
tingkat kekeruhan tabung karena pertumbuhan bakteri tidak dapat diamati dan
KHM tidak dapat ditentukan. Disarankan menggunakan metode dilusi agar
supaya dapat menetukan KHM.

Kemudian keenam konsentrasi dilusi tabung digoreskan pada NAP dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil penggoresan pada NAP
digunakan untuk menentukan Kadar Bunuh Minimal (KBM). Pada NAP Nampak
pertumbuhan koloni bakteri semakin berkurang dari konsentrasi 7,5% sampai
12,5% dan tidak didapatkan pertumbuhan koloni bakteri sama sekali pada
konsentrasi 15%. Sehinnga konsentrasi 15% ditentukan sebagai KBM.

Penelitian mengenai bahan alam lain yang digunakan sebagai
antimikroba terhadap Shigella dysenteriae, ternyata telah banyak dilakukan.
Pada penelitian Hasniah Harun (2009) yang menggunakan ekstrak etanol
mengkudu sebagai antimikroba terhadap Shigella dysenteriae dengan metode
dilusi tabung, diperoleh KBM pada konsentrasi 25%. Namun, KHM tidak dapat

ditentukan karena ekstrak etanol mengkudu berwarna keruh kecoklatan.



Penelitian lainnya dilakukan oleh Adnyana 1.K., dkk (2004) yang meneliti
tentang aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun jambu biji daging buah putih dan
daun jambu biji daging buah merah (Psidium guajava L., Myrtaceae) terhadap
Shigella dysenteriae dengan metode dilusi agar. Pada penelitian ini diperoleh
KHM ekstrak etanol daun jambu putih sebesar 30 mg/ml dan KHM ekstrak
etanol daun jambu merah sebesar 70 mg/ml. Hasil penelitian lain ditunjukkan
oleh Nurhayati (2009) yang menggunakan ekstrak buah majapahit sebagai
antimikroba terhadap Shigella dysenteriae. Penelitian ini diperoleh KHM sebesar
20% dan KBM sebesar 100%. Dari hasil penelitian diatas dapat menunjukan
bahwa pertumbuhan Shigella dysenteriae tidak hanya dihambat oleh ekstrak
etanol buah delima saja tetapi ekstrak bahan alam yang lain.

Ekstrak etanol buah delima ternyata tidak hanya mampu bersifat
antibakteri terhadap Shigella dysenteriae, tetapi juga mampu menghambat
pertumbuhan bakteri gram negatif yang lain, gram positif dan jamur. Berdasarkan
penelitian Duman et all (2009) menyebutkan bahwa ekstrak buah delima memiliki
potensi sebagai antimikroba dan antijamur, yaitu mampu menghambat
pertumbuhan tujuh macam bakteri, diantaranya P. aeruginosa, Bacillus
megaterium, S. aureus, E. coli, Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis,
Micrococcus luteus dan sebagai anti jamur mampu menghambat pertumbuhan
Kluvyeromyces marxianus, Rhodotorula rubra dan Candida albicans.

Kemampuan antimikroba delima tidak hanya dari buah delima saja, tetapi
juga dari bagian pohon delima yang lain seperti daun delima dan kulit buah
delima. Dalam penelitiannya R. Chaitra H,. et all (2012) menyebutkan ekstrak
methanol daun delima mempunyai aktivitas antimikroba terhadap

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi dan Proteus mirabilis.



Selain itu ekstrak methanol daun delima juga memiliki aktivitas antijamur
terhadap Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichophyton rubrum, Candida
albicans dan Cryptococcus sp. Al-Zoereky (2009) melakukan penelitian
mengenai aktivitas antibakteri ekstrak methanol 80% kulit buah delima. Hasil
penelitian menunjukan bahwa ekstrak methanol kulit buah delima mampu
menghambat pertumbuhan Listeria monocytogenes, S. aureus, Escherichia coli
dan Yersinia enterocolitica. Hal ini menunjukan, bahwa setiap bagian dari delima
memiliki kemampuan antijamur dan antibakteri dikarenakan mengandung
senyawa aktif seperti flavonoid, fenolik, dan tannin (Elfalleh W., et all, 2012).
Pada penelitian ini, efek antimikroba buah delima terhadap bakteri
Shigela dysenteriae disebabkan oleh zat-zat aktif yang terkandung dalam buah
delima, diantaranya adalah flavonoid, tanin dan asam fenolik. Flavonoid telah
diketahui bahwa disintesis oleh tanaman dalam responnya terhadap infeksi
mikroba. Mekanisme Flavonoid sebagai antimikroba kemungkinan disebabkan
oleh kemampuannya untuk mengikat adhesin pada permukaan sel mikroba,
membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler terlarut dan membentuk
kompleks dengan polipeptida dinding sel bakteri, serta sifat lipofilik dari flavonoid
dapat merusak membrane bakteri sehingga menyebabkan bakteri lisis. Aktivitas
tanin sebagai antimikroba memiliki kemiripan dengan flavonoid, kemungkinan
berhubungan dengan kemampuannya menginaktivasi adhesion mikroba,
transport protein dan membentuk komplek dengan polisakarida dinding sel
bakteri. Dan peran asam fenolik sebagai antimikroba kemungkinan berhubungan
dengan kemampuannya untuk berinteraksi dengan protein mikroba sehingga
terjadi gangguan dalam sintesis protein yang menyebabkan denaturasi protein

mikroba (Cowan, 1999).



Berdasarkan pemaparan diatas, dapat ditarik kesimpulan bahwa Shigella
dysenteriae dapat dihambat pertumbuhannya oleh berbagai macam ekstrak
bahan alam, seperti buah delima, daun jambu biji dan buah majapahit. Selain itu
delima dapat digunakan sebagai antimikroba terhadap bakteri gram negatif,
bakteri gram positif dan jamur. Tidak hanya buah delima saja yang berpotensi
sebagai antimikroba, tapi bagian lain dari delima juga, seperti daun dan kulit
buahnya.

Keterbatasan pada penelitian ini antara lain pada metode pembuatan
ekstrak etanol buah delima yang bersifat sederhana, sehingga proporsi jumlah
bahan aktif, bahan aktif apa saja yang berperan besar dalam menghambat
pertumbuhan Shigella dysenteriae tidak diketahui secara pasti. Selain itu, tidak
adanya standarisasi pembuatan ekstrak bahan alam mengakibatkan ada
kemungkinan apabila dilakukan di laboratorium yang berbeda, maka ekstrak
yang dihasilkan kemungkinan memiliki efek yang berbeda. Variasi biologis dari
masing-masing buah delima yang ditanam di suatu daerah mungkin efeknya
tidak sama dengan yang ditanam di daerah lainnya. Lamanya penyimpanan
ekstrak, kemungkinan efek antimikrobanya dapat menurun ataupun meningkat.
Oleh karena itu, untuk penelitian-penelitian selanjutnya perlu adanya
standarisasi, baik dari pemilihan bahan yang digunakan (buah delima), alat
ekstraksi serta lamanya masa simpan (jangka waktu ekstrak masih dapat
digunakan sebagai antimikroba) sehingga apabila dilakukan penelitian yang
sama di tempat yang berbeda akan didapatkan hasil yang sama.

Aplikasi klinis ekstrak buah delima masih memerlukan penelitian lebih
lanjut dengan pengujian pada hewan coba (in vivo) maupun pengujian pada

manusia (uji klinik). Penelitian in vivo pada hewan coba bertujuan untuk meneliti



sifat farmakodinamik, farmakokinetik, efek toksiknya, dosis infektif dan
memperkecil resiko penelitian pada manusia. Pengujian pada manusia (uji klinik)
bertujuan untuk memastikan keamanan, dan gambaran efek samping yang dapat
timbul dari pemakain pada manusia (Setiawati, 2007). Maka penelitian ini masih
sangat dini untuk langsung diterapkan secara klinis dalam bidang pengobatan

masyarakat.



7.1

7.2

BAB 7

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa :

Ekstrak etanol buah delima terbukti memiliki efek antimikroba terhadap
bakteri Shigella dysenteriae secara in vitro. Hal ini ditunjukkan dengan
seiring meningkatnya konsentrasi ekstrak, semakin sedikit koloni bakteri
yang tumbuh.

Kadar Hambat Minimal (KHM) dari penelitian ini tidak dapat ditentukan.
Kadar Bunuh Minimal (KBM) ekstrak etanol buah delima (Punica
granatumi) yang dapat membunuh bakteri Shigella dysenteriae adalah

pada konsentrasi 15%

Saran

Adapun saran yang dapat peneliti berikan dari penelitian ini adalah :
Untuk penelitian lebih lanjut sebaiknya menggunakan metode dilusi agar
sehingga Kadar Hambat Minimal (KHM) dapat ditentukan.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui presentase
masing-masing bahan aktif yang terkandung di dalam ekstrak buah
delima (Punica granatum).

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek antimikroba buah

delima (Punica granatum) pada bakteri lain, fungi ataupun virus.



4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk melihat efektivitas ekstrak
buah delima (Punica granatum) secara in vivo (pada hewan coba dan uji
klinik) sebelum digunakan sebagai alternatif pengobatan di masyarakat.

5. Perlu ada standarisasi dalam pembuatan ekstrak buah delima (Punica
granatum), maupun dalam pemilihan bahan serta lama masa simpan
ekstrak yang masih dapat digunakan sebagai antimikroba.

6. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan metode lain, misalnya
dengan cara dekok ataupun perasan untuk mengetahui buah delima
(Punica granatum) sebagai antimikroba terhadap bakteri Shigella

dysenteriae.
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Lampiran 1. Uji Homogenitas Data

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah Koloni

Levene
Statistic

df 1

df 2

Sig.

1.214

.341

Lampiran 2. Uji Normalitas Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah

Koloni
N 12
Normal Parameters2b  Mean 1.7770
Std. Dev iation .42708
Most Extreme Absolute 179
Dif ferences Positive 179
Negativ e -.130
Kolmogorov-Smirnov Z .621
Asy mp. Sig. (2-tailed) .835

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Lampiran 3. Uji Beda One Way ANOVA

Oneway
Descriptives
Jumlah Koloni
95% Confidence Interv al for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound Minimum | Maximum
7,5% 4 2.3014 .14368 .07184 2.0728 2.5300 211 2.42
10% 4 1.6891 .06172 .03086 1.5909 1.7873 1.63 1.76
12,5% 4 1.3406 .11605 .05802 1.1560 1.5253 1.20 1.48
Total 12 1.7770 42708 12329 1.5057 2.0484 1.20 2.42




Jumlah Koloni

ANOVA

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.893 2 .946 74.864 .000
Within Groups 114 9 .013
Total 2.006 11

Lampiran 4. Uji Multi Komparasi Pos Hoc Tukey

Dependent Variable: Jumlah Koloni

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Dif f erence 95% Confidence Interv al

(1) Konsentrasi  (J) Konsentrasi (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound [ Upper Bound
7,5% 10% .61231* .07950 .000 .3903 .8343

12,5% .96078* .07950 .000 .7388 1.1827
10% 7,5% -.61231* .07950 .000 -.8343 -.3903

12,5% .34847* .07950 .005 .1265 .5704
12,5% 7,5% -.96078* .07950 .000 -1.1827 -.7388

10% -.34847* .07950 .005 -.5704 -.1265

*. The mean diff erence is significant at the .05 level.

Homogeneous Subsets

Jumlah Koloni

Tukey HSD
Subset for alpha = .05

Konsentrasi N 1 2 3
12,5% 4 1.3406
10% 4 1.6891
7,5% 4 2.3014
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Regression

Lampiran 5. Uji Regresi Linier Sederhana




Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation
Jumlah Koloni 92.2500 91.59806 12
X 9.6667 2.14617 12
Correlations
Jumlah
Koloni X
Pearson Correlation  Jumlah Koloni 1.000 -.899
X -.899 1.000
Sig. (1-tailed) Jumlah Koloni . .000
X .000 .
N Jumlah Koloni 12 12
X 12 12
Variables Entered/Removed
Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 xa Enter
a. All requested v ariables entered.
b. Dependent Variable: Y
Model Summary
Adjusted Std. Error of
Model R R Square R Square | the Estimate
1 .8992 .807 .788 42.16723
a. Predictors: (Constant), X
ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression | 74511.493 1 74511.493 41.906 .0002
Residual 17780.757 10 1778.076
Total 92292.250 11

a. Predictors: (Constant), X
b. Dependent Variable: Y




Coefficient$

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 462.954 58.545 7.908 .000
X -38.349 5.924 -.899 -6.473 .000

a. Dependent Variable: Y

300

250

y 838 349x + 462.954

200

R*=0.807
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Lampiran 6. Alat Penelitian

A. Vortex, Bunzen, Pipet ml, Ose, Tabung, Rak tabung, Pemantik




B. Colony Counter
(untuk menghitung koloni bakteri yang tumbuh pada media lempeng agar)

C. Bahan untuk Pewarnaan Gram: Alkohol 96%, Safranin, Lugol, Crystal
Violet; bunzen, pipet



D. Inkubator
(Untuk inkubasi kultur bakteri)
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