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ABSTRAK

Annizar, Nadia. 2018. “Efek Antimikroba Ekstrak Kelopak Bunga Rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) terhadap Pertumbuhan Bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum
secara In Vitro”. Tugas Akhir, Program Studi Sarjana Kedokteran,
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) dr. Yuanita
Mulyastuti, M.Si, (2) dr. Dearikha Mayashinta, M.Biomed.

Bakteri Corynebacterium sp. kini semakin dikenal sebagai penyebab penyakit.
Patogen yang paling signifikan dari kelompok ini adalah C. diphtheriae yang
berperan sebagai penyebab utama difteri dan juga C. striatum yang potensial
terhadap penyakit nosokomial dan respirasi. C. diphtheriae dan juga C. striatum
menunjukkan resistensi terhadap terapi obat antimikroba @ penicillin G,
erithromycin, azithromycin, levofloxacin, dan ciprofloxacin. Berdasarkan alasan
tersebut, diperlukan bahan alternatif sebagai antimikroba yang poten
menghambat pertumbuhan bakteri C. diphtheriae dan C. striatum. Salah satu
cara untuk menghambat pertumbuhan bakteri C. Diphtheriae dan C. striatum
yaitu dengan penggunaan bahan aktif tanin, alkaloid, saponin dan antosianin
yang terkandung dalam kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.). Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui efek antimikroba ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri C. diphtheriae
dan C. striatum dengan menggunakan desain eksperimental di laboratorium
melalui uji potensi antimikroba metode difusi sumuran. Konsentrasi ekstrak yang
digunakan pada penelitian ini adalah 0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%
dengan lima kali pengulangan. Hasil penelitian menunjukkan zona hambat yang
berbeda pada setiap kenaikan konsentrasi. Analisis statistis menggunakan
Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan zona hambat C. diphtheriae dan C.
striatum yang signifikan pada setiap konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) (p<0,05). Uji korelasi Spearman menunjukkan hubungan
yang signifikan (p<0,05) dan arah yang positif (r) =0,972 (C. diphtheriae ) dan
0,981 (C. striatum). Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak
kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki efek sebagai antimikroba
terhadap bakteri C. diphtheriae dan C. striatum secara in vitro.

Kata kunci : efek antimikroba, C. diphtheriae, C. striatum, kelopak bunga rosella
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ABSTRACT

Annizar, Nadia. 2018. “Antimicrobial Effect of Roselle Calyx Extract
(Hibiscus sabdariffa L.) Againts Corynebacterium diphtheriae and
Corynebacterium striatum Bacteria In Vitro ”. Final Assigment,
Medical Program, - Faculty of Medicine, Brawijaya University.
Supervisors: (1) dr. Yuanita Mulyastuti, M.Si, (2) dr. Dearikha Karina
Mayashinta, M.Biomed.

Corynebacterium sp. is increasingly known as a cause of disease. The most
significant pathogens of this group are C. diphtheriae which is acted as a major
cause of diphtheria and C. striatum which is potential for nosocomial and
respiratory diseases. Corynebacterium diphtheriae and Corynebacterium striatum
show resistant to antimicrobial drugs therapy such as penicillin G, erithromycin,
azithromycin, levofloxacin, and ciprofloxacin. Based on these reasons, alternative
substances as potent antimicrobials are needed to inhibit the growth of C.
diphtheriae and C. striatum bacteria. One way to inhibit the growth of C.
diphtheriae and C. striatum bacteria is through the utilization of roselle calyx
(Hibiscus sabdariffa L.) containing tannins, alkaloids, saponins and anthocyanins.
This research aims to determine the antimicrobial effect of roselle calyx extract
(Hibiscus sabdariffa L.) ininhibiting the growth of C. diphtheriae and C. striatum
bacteria by experimental designs using well diffusion method. The concentration
of extract used in this research was 0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% with
five repetitions. The result showed different inhibitory zones at each plate
increase in concentration. Statistical analysis using Kruskal Wallis test showed
significant differences in C. diphtheriae and C. striatum inhibitory zones at each
concentration of roselle calyx extract (Hibiscus sabdariffa L.) (p <0,05).
Spearman correlation test showed a significant relationship (p <0,05) and positive
direction (r) = 0,972 (C. diphtheriae) and 0,981 (C. striatum). It can be concluded
that the roselle calyx extract (Hibiscus sabdariffa L.) has an antimicrobial effect
on the bacteria C. diphtheriae and C. striatum In Vitro.

Keywords: antimicrobial effect, C. diphtheriae, C. striatum, roselle calyx extract
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Bakteri merupakan  mikroorganisme yang menyebabkan berbagai
macam penyakit pada manusia mulai dari penyakit ringan hingga mengancam
jiwa yang ~membutuhkan intervensi secepathya - (Divyang, 2009). Bakteri
coryneform atau Corynebacterium sp. kini semakin dikenal sebagai penyebab
penyakit oportunistik pada keadaan tertentu, seperti pada pasien yang daya
tahan tubuhnya menurun, memakai alat prostetik, atau telah berada di rumah
sakit atau rumah jompo untuk jangka waktu lama (Funke et al.,1997). Patogen
yang paling signifikan dari kelompok ini adalah Corynebacterium diphtheriae
yang berperan sebagai penyebab utama difteri dan juga Corynebacterium
striatum yang potensial terhadap penyakit nosokomial dan respirasi (Wagner et

al., 2012).

Difteri adalah infeksi bakteri akut terutama pada saluran napas atas
meliputi tonsil, faring, laring atau mukosa hidung, ditandai dengan membran yang
tebal, sebagai hasil dari eksotoksin Corynebacterium diphtheriae. Infeksi difteri
dapat menyebabkan kematian pada manusia (Andayani, 2012). Corynebacterium
diphtheriae merupakan bakteri gram positif, tidak bergerak, tidak membentuk
spora, dan terlihat seperti palu dengan membentuk granula metakromatik pada
ujungnya yang terlihat jelas dengan pewarnaan methylene blue. Bakteri
berbentuk batang pleomorfik dan berubah-ubah dalam pewarnaan (diameter 0,3-

0,8 x 1,0-8,0 um) (Putranto, 2014).

Di Indonesia, kasus difteri masih terus terjadi di berbagai daerah, bahkan

cenderung mengalami peningkatan pada tahun-tahun terakhir. Di Asia Tenggara,



pada tahun 2011, Indonesia menempati urutan kedua dengan 806 kasus difteri
(Lestari, 2012). Faktor virulensi. utama Corynebacterium diphtheriae adalah
toksigenisitas (kemampuan memproduksi toksin) bakteri. Toksin menimbulkan
peradangan dan destruksi epitel pada daerah yang terinfeksi, akibatnya akan
terjadi nekrosis jaringan dan terbentuk membran palsu (pseudomembran).
Pseudomembran diikuti dengan terjadinya edema jaringan mukosa dibawahnya
yang dapat menyebabkan terjadinya obstruksi saluran nafas (Sunarno et al.,

2013).

Corynebacterium striatum adalah patogen pada manusia yang kurang
dikenal namun sering dikaitkan dengan infeksi serius baik pada orang yang
memiliki daya tahan tubuh yang bagus maupun pada daya tahan tubuh yang
menurun. Infeksi Corynebacterium striatum cenderung lebih sering terjadi pada
pria dengan letak infeksi utama seperti aliran darah, paru-paru, dan sistem saraf
pusat (Lee et al.,, 2005). Merokok dinilai sebagai salah satu faktor risiko
meningkatnya infeksi pada pria. Corynebacterium striatum adalah
mikroorganisme yang berpotensi patogen dengan kemampuan menghasilkan
wabah menular nosokomial dan kolonisasi pernafasan pada pasien dengan

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) lanjut (Renom et al., 2007).

Sampai saat ini, belum ada pedoman untuk tatalaksana Corynebacteria
yang ditemukan dalam tes sensitivitas secara in vitro. Pemberian antibiotika
secara terus menerus dari perawatan sebelumnya berpotensi membuat bakteri
ini resisten terhadap antimikroba tersebut (Chen et al., 2012). Terapi obat
antimikroba  penicillin- ' G, erithromycin, azithromycin, ' levofloxacin, ' dan
ciprofloxacin  menunjukkan resistensi terhadap obat tersebut (Jagadeeshan,

2015).



Penggunaan obat tradisional sampai sekarang semakin luas di kalangan
masyarakat karena merupakan bagian dari kebudayaan bangsa Indonesia. Obat
tradisional yang sekarang banyak dikonsumsi di masyarakat adalah bunga
rosella (Hibiscus sabdariffa L.). Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki khasiat
umtuk melancarkan ‘pencernaan, ' antikanker, — antihipertensi, antidiabetes,
antikejang, antibakterial, antihelmintik, memperlambat pertumbuhan jamur atau
parasit penyebab demam tinggi, dan sebagai antioksidan. Tanaman ini
mengandung senyawa flavonoid khususnya jenis antosianin serta betakaroten
yang juga dapat mematikan Mycobacterium tuberculosis penyebab penyakit TBC
(Mardiah et al., 2009). Pada penellitian Komala tahun 2013 disebutkan bahwa
ekstrak etanol dari kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) berperan
sebagai antibakteri terhadap bakteri Streptococcus pneumoniae, salah satu
bakteri penyebab penyakit pada saluran pernafasan.

Hingga sekarang, belum ada penelitian yang membuktikan efek ekstrak
kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) terhadap Corynebacterium
diphtheriae dan Corynebacterium striatum. Oleh karena itu akan dilakukan
pengujian lebih lanjut mengenai potensi ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) sebagai alternatif herbal yang sensitif terhadap bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum karena selain mudah
dicari di Indonesia juga sudah terbukti menjadi antibakteri untuk bakteri gram
positif yang lain.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki
efek antimikroba terhadap bakteri Corynebacterium diphtheriae dan

Corynebacterium striatum?



1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1  Tujuan Umum

Mengetahui efek antimikroba ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus

sabdariffa

L.) terhadap . bakteri . Corynebacterium . diphtheriae  dan

Corynebacterium striatum.

1.3.2 Tujuan khusus

Mengetahui hubungan antara konsentrasi ekstrak kelopak bunga
rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dengan pertumbuhan  bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum

Mengukur diameter zona hambat ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) terhadap koloni bakteri Corynebacterium
diphtheriae dan Corynebacterium striatum melalui metode difusi

sumuran.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademis

Dapat menjelaskan manfaat ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) terhadap bakteri Corynebacterium diphtheriae 'dan
Corynebacterium striatum

Sebagai tambahan informasi dan dapat digunakan = untuk
pengembangan penelitian lebih lanjut tentang Corynebacterium

diphtheriae dan Corynebacterium striatum

1.4.2 Manfaat praktis

Meningkatkan ~pengetahuan akademis masyarakat dan kalangan
perindustrian dalam bidang kesehatan tentang kegunaan ekstrak

kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.).



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Corynebacterium diphtheriae

Pada tahun 1884, Loeffler mengaplikasikan postulat Koch dan berhasil
mengidentifikasi Corynebacterium diphtheriae sebagai agen penyebab difteri,
yaitu penyakit yang disebabkan oleh toksin yang dihasilkan Corynebacterium
diphtheriae dan pencegahannya bergantung pada pelaksanaan imunisasi efektif
menggunakan molekul toxoid (Burkovski, 2014). Bakteri ini dapat menghasilkan
toksin difteri ketika mengalami lisogeni oleh bakteriofaga tertentu (Putranto,
2014).

Informasi laboratorium minimum yang diperlukan untuk melaporkan
spesimen positif Corynebacterium diphtheriae adalah sebagai berikut: sebagian
besar biotipe bersifat katalase positif, urea negatif, nitrat positif (kecuali biotipe
belfanti), pirazinamidase negatif, dan sistinase positif. Bakteri Corynebacterium
diphtheriae juga akan memfermentasi glukosa, maltosa, dan pati (hanya varian
gravis saja) (Efstratiou, 2000).

2.1.1 Taksonomi Corynebacterium diphtheriae

Kingdom : Bacteria

Phylum : Actinobacteria

Order - Actinomycetales

Suborder : Corynebacterineae

Famili : Corynebacteriaceae

Genus : Corynebacterium

Spesies : Corynebacterium diphtheriae (Salem, 2015)



2.1.2 Karakteristik Corynebacterium diphtheriae
2.1.2.1 Morfologi

Corynebacterium diphtheriae adalah bakteri gram positif non-motil, tidak
berkapsul, nonsporulasi. Bakteri ini. memiliki diameter 0,5-1 um. Pada medium
blood agar, koloni Corynebacterium diphtheriae berukuran kecil, bergranular, dan
abu-abu, dengan tepi tidak beraturan. Corynebacterium diphtheriae memiliki
empat biotipe yaitu: gravis, mitis, intermedius, dan belfanti. Varian ini telah
diklasifikasikan berdasarkan karakteristik pertumbuhan seperti morfologi koloni,
reaksi biokimia, dan tingkat keparahan penyakit yang dihasilkan oleh infeksi
(Brooks, 2007). Sel tunggal cenderung berkelompok dan berbentuk seperti huruf

V, Y, atau tersusun palisade (Kayser, 2005).
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Gambar 2.1 Corynebacterium diphtheria dari pai medium yang dicat dengan methylene blue
(Brooks, 2007)

2.1.2.2 Sifat Kultur dan Karakteristik Pertumbuhan

Menurut WHO pemeriksaan Corynebacterium diphtheriae dari spesimen
klinis penderita idealnya dikultur menggunakan medium blood agar dan medium
tellurite jenis Hoyle (Efstratiou, 2000). Medium selektif tellurite digunakan sebagai
medium primer. Medium selektif adalah medium yang mengandung selain nutrisi

juga ditambah suatu zat tertentu sehingga media tersebut dapat menekan



pertumbuhan  mikroorganisme lainnya dan merangsang = pertumbuhan
mikroorganisme yang diinginkan (Efstratiou, 1999).

Pada medium Cystine Tellurite Blood Agar (CTBA) bentuk tellurite dalam
kalium tellurite pada medium akan direduksi menjadi tellurium dan tidak hanya
berfungsi menghambat pertumbuhan bakteri flora normal tenggorokan, tetapi
juga dimetabolisme oleh Corynebacterium diphtheriae _menjadi bentuk koloni
pertumbuhan berwarna hitam dan dapat membedakan bakteri lainnya yang
tumbuh pada medium tersebut. Penggunaan darah dalam medium Cystine
Tellurite Blood Agar (CTBA) ini dapat berupa darah domba, darah kuda atau
darah kelinci. Penambahan darah berfungsi meningkatkan pertumbuhan dan
recovery bakteri Corynebacterium diphtheriae, sementara adanya sistin pada
medium Cystine Tellurite Blood Agar (CTBA) sebagai sumber asam amino yang

me-ningkatkan produksi H,S (Sariadji, 2015).

Gambar 2.2 Corynebacterium diphtheria pada medium CTBA (48 jam) (Sunarno, 2015)



Pada medium Blood Agar (BA) koloni menunjukkan warna lain. Pada
medium ini koloni Corynebacterium diphtheriae berwarna putih mengkilat dengan

diameter 1-3 mm (Sunarno, 2015)

Gambar 2.3 Corynebacterium diphtheria pada medium BA (24 jam) (Sunarno, 2015)

2.1.3 Patogenesis Infeksi Corynebacterium diphtheriae

Corynebacterium diphtheriae memiliki kapasitas invasi yang rendah.
Gejala lokal maupun sistemik yang dialami oleh penderita difteri disebabkan
karena adanya efek toksin difteri, sebuah protein eksotoksin yang sangat
berpotensi sitotoksik atau racun bagi sel (Champoux, 2004). Toxin
Corynebacterium diphtheriae merupakan ikatan polipeptida yang tidak tahan
panas. Apabila ikatan disulfida lepas maka akan terbentuk dua fragmen yang
terdiri dari dua fungsi berbeda yaitu Fragmen A dan Fragmen B. Fragmen B
berfungsi untuk berikatan dengan reseptor pada sel target. Sedangkan Fragmen
A secara ireversibel menghambat translasi sel dengan cara menginaktivasi faktor
EF-2 (Brooks, 2007). Toksin fragmen A menginaktivasi - EF-2 dengan
mengkatalisis reaksi yang menghasilkan nikotinamida bebas ditambah kompleks
adenosin difosfat-ribosa-EF-2. Faktor EF-2 penting bagi ribosom sel target

karena mengtransfer triplet code dari mMRNA menjadi asam amino melalui tRNA.



Inakivasi EF-2 menghentikan  pembentukan rantai polipeptida pada sel target.
Hal 'ini. menyebabkan sel tidak dapat menyintesis protein dan mati (Kayser,

2005).

Diphtheria toxin .
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Gambar 2.4 Patogenesis infeksi C. diphtheriae (Kayser, 2005)

2.2 Corynebacterium striatum

Genus Corynebacterium terdiri dari bakteri gram positif yang tersebar luas
di lingkungan. Bakteri ini juga merupakan bagian dari mikrobiota normal kulit dan
membran mukosa manusia. Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa
spesies genus ini, termasuk Corynebacterium striatum, menjadi patogen pada
manusia dalam kondisi khusus, termasuk pada infeksi dari pasien dengan
penyakit kronis, sering rawat inap yang berkepanjangan, terpapar antibiotik,
penggunaan prosedur invasif dan adanya patologi obstruktif organik (Gomila,

2012).

Dalam kasus luka bedah, diagnosis infeksi oleh Corynebacterium

striatum diperlukan isolasi organisme yang diambil dari luka bagian dalam dan
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adanya minimal 3 dari tanda berikut ini: kemerahan, bengkak, panas, nyeri

hipersensitivitas, dan abses (Martinez-Martinez et al., 1997).

2.2.1 Taksonomi Corynebacterium striatum

Kingdom : Bacteria

Phylum . Actinobacteria

Order : Actinomycetales

Suborder : Corynebacterineae

Famili : Corynebacteriaceae

Genus : Corynebacterium

Spesies : Corynebacterium striatum (Salem, 2015)

2.2.2 Karakteristik Corynebacterium striatum
2.2.2.1 Morfologi

Pada pemeriksaan mikroskopik menggunakan pengecatan gram dari
sampel aspirasi bronkus didapatkan banyak polimorfonuklear sel yang pendek,
tebal, dan gram positif basil (Aguilar, 2013). Isolat Corynebacterium striatum
dianggap patogen berdasarkan banyaknya neutrofil polimorfonuklear dan
dominan pertumbuhannya pada kultur (Otsuka, 2006).
2.2.2.2 Sifat Kultur dan Karakteristik Pertumbuhan

Corynebacterium striatum dapat menyebabkan infeksi pada aliran darah
pada - pasien dengan daya tahan tubuh lemah, terutama mereka yang
menggunakan peralatan medis seperti kateter intravena. kateter adalah rute
utama dimana flora normal kulit seperti Corynebacterium striatum memasuki

aliran darah. Identifikasi isolate bakteri Corynebacterium striatum menunjukkan
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gram positif, katalase positif, nonmotil, dan aerobic atau fakultatif anaerob (Yang,

2015).
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Gambar 2.6 Kultur Corynebacterium striatum pada blood agar (Yang, 2015)

2.3 Tanaman Rosella (Hibiscus sabdariffaL.)
2.3.1 Morfologi Tanaman Rosella

Rosellla (Hibiscus sabdariffa L.) adalah tumbuhan yang berasal dari
daerah tropis Afrika dengan spesies Hibiscus dan Family Malvaceae. Di
beberapa daerah di Indonesia, buah ini dikenal dengan nama daerah masing-
masing seperti gamet walanda di daerah Sunda, kasturi roriha di daerah Ternate

(Haidar, 2009).
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(™, ¥
Gambar 2.7 Tanaman Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) (Badan POM RI 2010)

Tanaman perdu dari keluarga sejenis kembang sepatu ini bisa mencapai
2,4 m tingginya. Batang berwarna merah, bulat, dan berbulu. Daunnya berseling
3-5 helai dengan panjang 7,5-12,5 cm dan berwarna hijau, ibu tulang daun
kemerahan, tangkai daun pendek. Bentuk helaian daun bersifat anisofili
(polimorfik), bentuk bulat telur, dan tepi daun beringgit sedikit berbulu. Bunga
rosella bertipe tunggal yaitu hanya terdapat satu kuntum bunga pada setiap
tangkai bunga. Mahkota bunga berjumlah 5 petal berbentuk bulat telur terbalik,
berwarna kuning hingga kemerahan (Badan POM RI, 2010).

Bunga ini dilengkapi dengan tangkai sari dan putik. Tangkai sari tempat
melekatnya kumpulan benang sari berukuran tebal dan pendek. Putik berbentuk
tabung dan berwarna kuning atau merah. Bunga rosella bersifat hemaprodit
sehingga mampu menyerbukkan sendiri (Maryani, 2005).

Buah rosella berbentuk bulat telur dengan ukuran 13-22 mm x11-20 mm,
tiap buah berisi 30-40 biji. Ukuran biji 3-5 mm x 2-4 mm, berwarna cokelat

kemerahan. Buah kapsul, berbentuk bulat telur, ukuran buah 13-22 mm x 11-20
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mm, tiap buah berisi 30-40 biji. Ukuran biji 3-5 mm x 2-4 mm dan berwarna

cokelat kemerahan (Badan POM RI, 2010).

2.3.2 Taksonomi Tanaman Rosella

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub-kelas : Dilleniidae

Ordo : Malvales

Familia : Malvaceae

Genus : Hibiscus

Spesies : Hibiscus sabdariffa L (Badan POM RI, 2010)

2.3.3 Kandungan Kimia Bunga Rosella

Setiap bagian tanaman rosella memiliki senyawa kandungan kimia yang
bermanfaat baik untuk pengobatan ataupun sebagai bahan makanan. Salah satu
diantaranya adalah kelopak bunga rosella yang memiliki kandungan kimia antara
lain antosianin, betakaroten, vitamin C, tiamin, riboflavin, flavonoid dan niasin
(Maryani, 2005). Dalam rosella juga terkandung tanin yang mempunyai daya

antibakteri dengan cara mengerutkan dinding sel (Ajizah, 2004).

Berdasarkan penelitian, pada ekstrak kelopak bunga rosella juga
mengandung zat seperti antosianin, saponin dan alkaloid (Yurdiansyah et al.,
2012). Flavonoid pada rosella terdiri dari flavonol dan pigmen antosianin yang
berada dalam kelopak bunga rosella dalam bentuk glukosida yang terdiri dari
cyanidin-3-sambubioside, delphinidin-3-glucose, dan delphinidin-3-sambubioside.
Sementara itu, flavonol terdiri dari gossypetin, hibiscetin, dan quercetia. Kelopak
bunga rosella juga mengandung alkaloid, asam sitrat, polifenol, galaktosa pectin,

polisakarida dan mukopolisakarida (Mardiah et al., 2009).
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Dalam 100 gram kelopak bunga rosella yang masih segar mengandug
260-280 mg vitamin C, vitamin B1 dan B2. Kandungan vitamin C rosella tiga kali
lipat anggur hitam, sembilan kali lipat jeruk sitrus, dan sepuluh kali lipat lebih
besar dari buah belimbing. Kelopak bunga rosella juga penuh dengan vitamin A,
niasin dan vitamin D. Tak ketinggalan kelopak bunga rosella juga mengandung
unsur mineral seperti kalsium, fosfor, potassium, dan zat besi (Mardiah et al.,

2009).
2.3.3.1 Tanin

Tanin merupakan kelompok polifenol yang larut secara kimiawi dan dapat
membentuk kompleks dengan protein. Tanin termasuk dalam senyawa metabolit
sekunder yang ditemukan di dalam kelopak bunga rosella. Umumnya tannin
dapat larut dalam air. Kelarutannya besar dan akan meningkat apabila dilarutkan
dalam air panas. Begitu juga tannin akan larut dalam pelarut organik seperti
metanol, etanol, aseton dan pelarut organik lainnya. (Hagerman, et al., 1992).
Efek antibakteri tanin antara lain melalui reaksi dengan membran sel, inaktivasi

enzim, dan destruksi atau inaktivasi fungsi materi genetic (Ajizah, 2004).
2.3.3.2 Saponin

Saponin adalah senyawa kimia jenis glikosida yang banyak ditemukan di
berbagai jenis tumbuhan. Senyawa ini memiliki karakteristik berupa buih,
sehingga ketika direaksikan dengan air dan dikocok maka akan terbentuk buih
yang dapat bertahan lama. Selain itu, senyawa ini juga terdiri dari fat-soluble
nucleus  yang disebut aglycone yaitu triterpenoid  atau alkaloid steroid.
Triterpenoid saponin banyak terkandung di dalam kedelai, kacang polong, teh,
bayam, ginseng dan lain-lain. Sedangkan steroid saponin banyak terdapat dalam

tomat, asparagus, dan oat (Hostettmann, 1995). saponin bekerja dengan cara
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merusak membran sitoplasma dan membunuh sel. Saponin mampu berikatan
dengan  lipopolisakarida pada dinding . sel bakteri, sehingga menyebabkan
permeabilitas dinding bakteri meningkat (Arabski et al., 2009).

2.3.3.3 Alkaloid

Alkaloid adalah golongan senyawa yang mengandung substansi dasar basa
bernitrogen yang kebanyakan berbentuk heterosiklik. Alkaloid dapat diperolah
dari tumbuhan maupun hewan (IUPAC, 1997). Alkaloid memiliki mekanisme kerja
dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri,
sehingga sel bakteri tidak dapat membentuk dinding sel atau pembentukan
dinding sel dari bakter itu tidak sempurna (Sjahid, 2008).

2.3.3.4 Antosianin

Antosianin merupakan pigmen yang menyebabkan warna merah, ungu dan biru
pada tumbuhan. Senyawa ini tergolong dalam flavonoid. Struktur utamanya
ditandai dengan adanya dua cincin aromatic benzene (C6H6) yang dihubungkan
dengan tiga atom karbon. Kandungan khusus yang ada di yang terkandung
dalam kelopak bunga rosella yaitu pigmen antosianin dalam bentuk glukosida
yang terdiri dari cyanidin-3-sambubioside, delphinidin-3-glucose, dan delphinidin-
3-sambubioside. Antosianin dapat menginhibisi oksidasi glukosa dan mengikat

zat besi yang dibutuhkan oleh bakteri sehingga menghambat metabolisme

R1
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=
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Gambar 2.8 Struktur Antosianin (Juniarka, 2011)

bakteri.
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2.3.4 Khasiat Kandungan Kimia dalam Bunga Rosella

Rosella. memiliki - berbagai macam khasiat yaitu. sebagai pelancar
pencernaan, antikanker, antihipertensi, antidiabetes, antikejang, antibakterial,
anthelmintik = (anticacing), memperlambat pertumbuhan jamur atau parasit

penyebab demam tinggi, dan juga sebagai antioksidan (Komala, 2013).

Khasiat rosella tidak terlepas dari komposisi kimia yang dikandungnya.
Dalam rosella terkandung tanin yang mempunyai daya antibakteri dengan cara
mengerutkan dinding sel bakteri sehingga dapat mengganggu permeabilitas. sel
itu sendiri, karena diduga tanin mempunyai efek yang sama dengan senyawa
fenolik. Dinding sel yang terganggu ini menyebabkan dinding sel terganggu
permeabilitasnya dan Efek antibakteri tanin lainnya antara lain melalui reaksi
dengan membran sel, inaktivasi enzim, dan destruksi atau inaktivasi fungsi
materi genetik. (Ajizah, 2004).

Selain tanin kandungan lain yang ada di dalam kelopak bunga rosella
adalah alkaloid. Alkaloid memiliki mekanisme kerja dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga sel bakteri tidak
dapat membentuk dinding sel atau pembentukan dinding sel dari bakter itu tidak
sempurna. Efek alkaloid lainnya antara lain sebagai obat penenang, mengurangi
rasa sakit, obat penyakit jantung dan lainnya (Sjahid, 2008).

Sementara itu, saponin bekerja dengan cara merusak membran
sitoplasma dan membunuh sel. Saponin  mampu berikatan dengan
lipopolisakarida pada dinding sel bakteri, sehingga menyebabkan permeabilitas
dinding bakteri meningkat (Arabski et al., 2009).

Kandungan khusus yang ada di yang terkandung dalam kelopak bunga

rosella yaitu pigmen antosianin dalam bentuk glukosida yang terdiri dari cyanidin-
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3-sambubioside,  delphinidin-3-glucose,  dan  delphinidin-3-sambubioside.
Antosianin dapat menginhibisi oksidasi glukosa dan mengikat zat besi yang
dibutuhkan oleh bakteri sehingga menghambat metabolisme bakteri. Mekanisme
antibakteri  bekerja dengan mengganggu proses respirasi sel, menghambat
aktivitas enzim bakteri, menekan terjemahan dari regulasi produk gen tertentu,
dan menghalangi sintesis normal dinding sel bakteri. Sintesis yang tidak normal
menyebabkan tekanan osmotik dalam sel bakteri lebih tinggi daripada di luar sel,
maka terjadi kerusakan dinding sel bakteri yang akan menyebabkan kebocoran
sel bakteri (Riwandy, 2014).

2.4 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat
larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak larut dengan pelarut cair (Depkes,
2000 dalam Rahmawan, 2011). Berdasarkan fase yang terlibat, terdapat dua
jenis ekstraksi yaitu ekstraksi cair-cair dan ekstraksi padat-cair. Pemindahan
komponen dari padatan ke pelarut pada ekstraksi padat-cair melalui tiga
tahapan, yaitu difusi pelarut ke dinding sel, di dalam dinding sel terjadi pelarutan
padatan oleh pelarut, dan tahapan terakhir adalah pemindahan larutan dari pori
menjadi larutan ekstrak. Ekstraksi padat cair dipengaruhi oleh waktu ekstraksi,
suhu yang digunakan, pengadukan, dan banyaknya pelarut yang digunakan
(Harborne 1996, dalam Rahmawan, 2011).

Metode ekstraksi dipilih berdasarkan polaritas senyawa yang akan diekstrak.
Metode ekstraksi dibagi ke dalam lima cara (Wientarsih dan Prasetyo, 2000),

yaitu :
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1. Metode Maserasi
Metode maserasi merupakan salah satu teknik ekstraksi yang bertujuan
menarik suatu komponen tertentu. Maserasi dilakukan dengan merendam
sampel dalam pelarut pada jangka - waktu tertentu. Ekstraksi ini
merupakan jenis ekstraksi dingin karena tidak dilakukan pemanasan.
Metode maserasi digunakan karena dinilai metode paling mudah dan
murah serta dapat menarik zat aktif tumbuhan lebih efektif dibandingkan
metode lainnya (Rahmawan, 2011).

2. Metode Perkolasi
Metode ini dilakukan dengan cara mencampur sepuluh bagian simplisia
ke dalam lima bagian larutan pencuci. Setelah itu dipindahkan ke dalam
percolator, dan ditutup selama 24 jam setelah itu dibiarkan menetes
sedikit demi sedikit. Kemudia ditambahkan larutan pencuci secara
berulang-ulang hingga terdapat selapis cairan pencuci. Perkolat yang
telah terbentuk kemudian diuapkan (Wientarsih dan Prasetyo, 2006).

3. Metode Digesti
Metode ini merupakan bentuk lain dari maserasi yang menggunakan
panas seperlunya selama proses ekstraksi (Wientarsih dan Prasetyo,
2006).

4. Metode Infusi
Metode ini dilakukan dengan memanaskan campuran air dan simplisia
pada suhu 90°C dalam waktu 5 menit. Selama proses ini berlangsung
campuran terus diaduk dan diberi tambahan air hingga diperoleh volume

infus yang dikehendaki (Wientarsih dan Prasetyo, 2006).
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BAB 3
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

Ekstrak kelopak rosella Corynebacterium diphtheriae

(Hibiscus sabdariffa L.) Corynebacterium striatum

Inaktivasi enzim

; . Kerusakan
dan fungsi materi
genetik Materi genetik
I
Merusak
Alkaloid komponen
peptidoglikan
J
- YW v o= )
Berikatan dengan Dinding
lipopolisakarida sel
Y, "

Menghambat pertumbuhan bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan

Menginhibisi
oksidasi glukosa
Antosianin dan mengikat zat
besi

Corvnebacterium striatum

Keterangan :

Variable yang diamati

ili

Variable yang tidak diamati

Tabel 3.1 Kerangka Konsep
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Di dalam kelopak bunga rosella terkandung empat komponen utama
yang berperan sebagai antimikroba yaitu tanin, alkaloid, saponin dan antosianin.
Tanin bekerja dengan menghambat enzim reserve transcriptase dari DNA
topoisomerase, sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Robinson, 1995).
Tanin juga dapat mengerutkan dinding sel atau membran sel sehingga dapat
mengganggu permeabilitas dinding sel bakteri. Akibat dari terganggunya dinding
sel, sel bakteri tidak dapat melakukan aktivitas hidup sehingga pertumbuhannya
menjadi terhambat dan mati (Ajizah, 2004). Kandungan lainnya yaitu alkaloid
yang mekanisme kerjanya melalui penghambatan sintesis dinding sel yang akan
menyebabkan lisis pada sel sehingga sel bakteri akan mati (Lamothe, 2009).
Sedangkan saponin bekerja dengan cara berikatan dengan lipopolisakarida pada
dinding sel bakteri, menyebabkan meningkatnya permeabilitas dari dinding sel
bakteri (Arabski et al., 2009). Sedangkan pigmen antosianin dalam bentuk
glukosida yang terdiri dari cyanidin-3-sambubioside, delphinidin-3-glucose, dan
delphinidin-3-sambubioside dapat menginhibisi oksidasi glukosa dan mengikat
zat besi yang dibutuhkan oleh bakteri sehingga menghambat metabolisme
bakteri. Mekanisme antibakteri antosianin bekerja dengan mengganggu proses
respirasi sel, menghambat aktivitas enzim bakteri, menekan translasi dari
regulasi produk gen tertentu, dan menghalangi sintesis normal dinding sel

bakteri.

3.2 Hipotesis
Ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki efek antimikroba

terhadap bakteri Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang dilakukan pada penelitian ini adalah True
Experimental Laboratory — Post test only Control Group Design. Uji kepekaan
antimikroba yang dipakai adalah uji kepekaan antimikroba dengan metode difusi
sumuran dengan tujuan untuk mengukur diameter zona hambat dari ekstrak
kelopak bunga rosella terhadap biakan Corynebacterium diphtheriae dan

Corynebacterium striatum pada medium BAP.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada bulan Desember 2017 hingga

April 2018.

4.3 Sampel dan Cara Pemilihan Sampel

Penelitian ini menggunakan isolat bakteri Corynebacterium diphtheriae
dan Corynebacterium striatum yang dimiliki oleh Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Jumlah sampel yang didapat

dengan menggunakan rumus perhitungan (Notobroto, 2005):

p (n-1) =2 15, dengan:

p = jumlah perlakuan (terdiri dari lima macam perlakuan, atau konsentrasi

ekstrak rosella.

22



23

n = jumlah pengulangan yang dibutuhkan

Penelitian ini menggunakan 7 konsentrasi yang berbeda, jadi pengulangan yang

dibutuhkan sesuai dengan perhitungan berikut:

p (n-1)=15

7 (n-1)215

7n-7=15

mz215+7

n =22

nz3,14=5

Dengan demikian, untuk memenuhi persyaratan uji statistik diperlukan 5 kali

pengulangan dalam penelitian ini.

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Independen

Variable bebas pada penelitian ini adalah ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) dengan konsentrasi 0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%,
100%. Sebelum dilakukan penelitian definitif, dilakukan penelitian pendahuluan

menggunakan ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.).
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4.4.2 Variabel Dependen
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah diameter zona hambat bakteri

Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum.

4.5 Definisi Operasional

1. Kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) yang digunakan
adalah kelopak bunga rosella yang berwarna gelap yang didapatkan
dari toko jamu, Pasar Besar.

2. Ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) didapatkan
dengan metode maserasi kelopak rosella kering menggunakan etanol
96%, kemudian dilakukan penyaringan dan penguapan dengan
menggunakan rotatory-evaporator. Ekstrak yang didapat ini dianggap
kandungan ekstrak sebesar 100%.

3. Isolat Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum
yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
Sebelumnya, Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium
striatum yang berasal dari spesimen dilakukan tes identifikasi bakteri
terlebih dahulu.

4. Zona hambat adalah zona bening yang terbentuk di sekitar lubang
sumuran dan menunjukkan bahan antimikroba dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Diameter zona hambat diukur dalam satuan
millimeter (mm) yang diukur dengan 5 kali pengulangan. Semakin
lebar zona hambat maka semakin rentan bakteri tersebut terhadap

ekstrak kelopak bunga rosella.
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5. 'Kontrol positif adalah ekstrak kelopak bunga rosella 100% yang tidak
dicampur dengan - bakteri . Corynebacterium _diphtheriae dan
Corynebacterium striatum.

6. Kontrol negatif adalah biakan Corynebacterium diphtheriae dan
Corynebacterium = striatum' yang tidak dicampur dengan ekstrak
kelopak bunga rosella yang dapat digunakan sebagai standar jumlah
pertumbuhan bakteri tanpa ekstrak kelopak bunga rosella.

4.6 Prosedur Penelitian

4.6.1 Persiapan Kelopak Rosella

Kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dipotong kecil-kecil dan
dikeringkan kemudian dihaluskan dengan blender dan ditimbang sebanyak 500

gram (sampel kering).

> Alat dan Bahan untuk ekstraksi

1. Kelopak bunga rosella 6. Spatula
(Hibiscus sabdariffa L.) 7. Desikator
2. Neraca analitik 8. Penjepit cawan petri
3. Seperangkat alat ekstraksi 9. Timbel
soklet 10. Penangas air
4. Gelas kimia 250 ml 11. Oven
5. Botol timbang (cawan petri) 12. Etanol 96%

» Proses Ekstraksi
1. Proses ekstraksi menggunakan metode maserasi.
2. Kelopak rosella yang sudah dalam bentuk serbuk ditimbang (500 gram).
3. Sampel kering tersebut dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer 1 liter.

4. Kemudian direndam dengan etanol 96% hingga volumenya 600 ml.
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5. Dikocok hingga benar-benar tercampur (£ 30 menit).

6. Didiamkan selama 1 malam sampai mengendap.

7. Setelah maserasi, dilakukan penyaringan dengan menggunakan kertas
saring whatman.

8. Proses maserasi ini dilakukan sampai hasil ekstraksi jernih. Kemudian
hasil maserasi siap untuk di evaporasi.

» Proses Evaporasi

1. Evaporator dipasang pada tiang permanen agar dapat digantung dengan
kemiringan 30°-40° terhadap meja dengan susunan dari bawah ke atas
alat pemanas air, labu penampung hasil evaporasi, rotatory evaporator
dan tabung pendingin, kemudian tabung pendingin dihubungkan dengan
pompa sirkulasi air dingin yang terhubung dengan bak penampung air
dingin melalui pipa plastik. Tabung pendingin juga terhubung dengan
pompa vakum dan penampung hasil penguapan.

2. Hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam labu penampung sedangkan
rotatory evaporator, alat pompa sirkulasi air dingin, dan alat pipa vakum
dinyalakan. Pemanas aquades juga dinyalakan pada suhu 65°C (titik
didih etanol) sehingga hasil ekstraksi dalam tabung penampung
evaporasi mendidih dan etanol mulai menguap.

3. Hasil penguapan etanol dikondensasikan menuju labu penampung etanol
sehingga tidak tercampur hasil evaporasi dan uap lain tersedot vakum.

4. Proses evaporasi dilakukan hingga volume hasil ekstraksi berkurang dan
menjadi kental. Setelah menjadi kental, evaporasi dihentikan dan hasil

evaporasi diambil. Hasil evaporasi ditampung dalam cawan penguap
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kemudian dioven selama 2 jam untuk menguapkan pelarut yang tersisa

sehingga didapatkan ekstrak 100%.

4.6.2 Preparasi Bakteri

4.6.2.1Tes Identifikasi Bakteri C. diphtheria dan Corynebacterium striatum

46.2.1.1 Pewarnaan Gram

> Alat dan Bahan untuk Pewarnaan Gram Bakteri

1. lIsolat bakteri
Corynebacterium diphtheriae
dan Corynebacterium
striatum

2. Kiristal violet

3. Lugol

4. Alkohol 96%

> Prosedur Pewarnaan Gram

5. Air

6. Safranin

7. Gelas objek

8. Ose

9. Kertas penghisap
10. Mikroskop binokuler

11. Minyak emersi

1. Satu ose aquades steril diteteskan pada gelas obyek, kemudian

diambil sedikit bakteri untuk disuspensikan dengan aquades yang
telah diletakkan di atas gelas obyek. Kemudian dibiarkan kering di
udara.

Suspensi bakteri yang telah kering difiksasi dengan cara
meletakkannya di atas api beberapa kali dan siap diwarnai.

Sediaan ditetesi dengan kristal violet dan ditunggu selama 1 menit.
Kemudian kristal violet dibuang dan dibilas dengan perlahan-lahan
menggunakan air.

Sediaan ditetesi dengan lugol dan ditunggu selama 1 menit, lalu lugol

tersebut dibuang dan dibilas dengan air.
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Sediaan ditetesi dengan alkohol 96% dan ditunggu 5-10 detik,
kemudian alkohol dibuang dan dibilas dengan air.

Sediaan ditetesi dengan safranin dan ditunggu selama 30 detik,
kemudian safranin dibuang dan dibilas dengan air.

Sediaan dikeringkan dengan kertas penghisap dan siap untuk dilihat
dibawah mikroskop.

Pewarnaan Neisser

> Alat dan Bahan untuk Pewarnaan Neisser

1. Isolat bakteri 4. Kertas saring
Corynebacterium diphtheriae 5. Gelas objek
dan Corynebacterium 6. Ose
striatum 7. Mikroskop binokuler
2. Neisser AB 8. Minyak emersi
3. Neisser C

» Prosedur Pewarnaan Neisser:

1.

4.6.2.1.3

Menggenangi sediaan bakteri dengan Neisser AB selama 1 menit.
Lalu buang genangan.

Menggenangi sediaan bakteri dengan Neisser C selama 30 detik lalu
buang genangan.

Mengeringkan sediaan dengan kertas saring.

Melihat sediaan di bawah mikroskop dengan pembesaran 1000x
dengan bantuan minyak emersi.

Tes katalase

» Alat dan Bahan untuk Uji Katalase
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1. Isolat bakteri C. diphtheriae 3. H,0, 3%
dan C. striatum 4. Ose
2. Gelas objek 5. Pipet tetes

»  Prosedur Pewarnaan Neisser:

Tes katalase dilakukan dengan menyediakan pembenihan cair bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum pada gelas obyek.
Kemudian sediaan tersebut ditetesi dengan larutan H,O, 3%. Perhatikan ada
tidaknya gelembung udara yang terjadi. Hasil untuk Corynebacterium diphtheriae

dan Corynebacterium striatum adalah ada gelembung / tes katalase positif.

46.2.1.4 Uji Biokimia

» Alat dan Bahan untuk Uji Biokimia

1. Isolat bakteri C. diphtheriae 4. Plate
dan C. striatum 5. Inkubator
2. Medium NAP 6. Ose

3. Vitex 2 Compact
Uji biokimia akan dilakukan dengan menggunakan alat Vitek 2 compact yang
merupakan alat pemeriksaan mikrobiologik otomatik tertentu untuk identifikasi
bakteri dan uji kepekaan antibiotik.
> Prosedur uji biokimia :

1. Mengambil  koloni  bakteri. Corynebacterium  diphtheriae  dan

Corynebacterium striatum dari nutrient agar.
2. Koloni bakteri dilarutkan ke dalam 3 mL larutan NaCl 0,45% pH 4,5.
3. Homogenisasi hingga terbentuk suspensi sesuai bakuan McFarland 0,5-

0,63 yang diukur dengan Vitek 2 compact.
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4. Gram positif card dimasukan dalam tabung suspensi dan diletakkan
dalam cassete, masukkan ke Vitek 2 compact.

5. Hasil identifikasi akan didapatkan setelah inkubasi 2-8 jam.

4.6.2.1.5 CTBA (Cystine Tellurite Blood Agar)
» Alat dan Bahan untuk CTBA (Cystine Tellurite Blood Agar)

1. Isolat bakteri C. diphtheriae dan C. striatum

2. Medium CTBA

3. Plate

4. Inkubator

5. Ose

» Prosedur CTBA (Cystine Tellurite Blood Agar) :

1. lIsolat bakteri diinokulasikan ke medium CTBA (Cystine Tellurite Blood
Agar) dan dilakukan duplo.

2. Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C.

3. Selanjutnya dilakukan pengamatan ada tidaknya pertumbuhan koloni
bakteri di medium CTBA (Cystine Tellurite Blood Agar). berupa koloni
bulat kering yang berwarna hitam atau keabuan. Jika tidak ada
pertumbuhan, artinya bakteri tersebut terhambat pada medium CTBA
(Cystine Tellurite Blood Agar).

4.6.2.2 Pembuatan Suspensi Uji Bakteri

Pembuatan suspensi bakteri = Corynebacterium diphtheriae  dan

Corynebacterium striatum dilakukan dengan cara:

1. Mengambil beberapa koloni bakteri dari kultur bakteri di medium
agar dengan menggunakan ose, kemudian diinokulasikan ke

nutrient broth agar dan diinkubasi selama 24-48 jam.



4.6.3

31

2. Melakukan pengukuran absorbansi larutan standard McFarland 0,5
diukur Optical Density (OD) = 0,1 dengan sperktrofotometer pada
gelombang 625 nm. Berdasarkan pengukuran, nilai absorbansi
larutan standard McFarland 0,5 setara dengan jumlah bakteri
1,5x108 CFU/ml (Tortora et al., 2007).

3. Dari hasil yang diperoleh dibuat suspensi bakter yang mengandung
1x10® CFU/ml dengan dilakukan pengenceran dengan rumus

sebagai berikut:

N1xV1 = N2xV2

Pembuatan Medium Difusi Sumuran

» Alat dan Bahan untuk Uji Difusi Sumuran

1.

2.

8.

- ]

Cawan petri 12. Blood Agar Plate
Mikropipet

Pelubang sumuran

Inkubator

Ekstrak  kelopak  bunga

rosella (Hibiscus sabdariffa

L.)

Suspensi bakteri

Bunsen

Korek api

Penggaris

10. Jangka sorong

11. Aquades
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» Prosedur Difusi sumuran :

1. Sediakan 10 cawan petri, 5 untuk uji difusi sumuran
Corynebacterium diphtheriae dan 5 lainnya untuk Corynebacterium
striatum.

2. Tuangkan suspensi bakteri C. diphtheria dan Corynebacterium
striatum 108 CFU/ml pada tiap cawan petri + 0,5 ml.

3. Tuangkan media hangat pada cawan petri yang telah diberi
suspensi bakteri uji £ 15 ml. Biarkan media memadat dan
membentuk agar.

4. Pada setiap media yang telah diinokulasi bakteri dibuat 7 lubang
sumuran pada masing-masing cawan petri. Beri label nama bakteri,
besarnya konsentrasi dan nomer cawan petri ke-1, ke-2, dst.

5. Pada masing-masing sumuran diberikan 5 pL ekstrak dengan
berbagai konsentrasi yang berbeda (0%, 10%, 20%, 40%, 60%,
80%, 100%).

6. Media yang sudah diberi perlakuan dimasukkan ke inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam.

7. Setelah itu dilakukan pengukuran dan pengamatan zona hambat,
yaitu daerah jernih dekat sumuran. Selanjutnya hitung diameter
zona hambat dengan jangka sorong.

4.6.4 Pengujian efek Antimikroba
Untuk pengujian efek anti mikroba disediakan 10 cawan petri. Disediakan
pula larutan bakteri uji (Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium

striatum) yang kemudian dicampur dengan bahan media Blood Agar Plate.
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1. Pada uji pendahuluan masing-masing cawan petri yang telah
dicampurkan suspensi bakteri dan 15 ml medium Blood Agar Plate
kemudian dilubangi. Pada masing-masing lubang diberi ekstrak
kelopak bunga rosella dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,125%, 0%. Sehingga didapatkan konsentrasi akhir sebesar
100%, 80%, 60%, 40%, 20%, 10%, 0% sebagai konsentrasi pada
penelitiaan ini dengan pengulangan sebanyak lima kali.

2. Semua cawan petri diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam.
Periksalah zona hambat pada masing-masing konsentasi di tiap cawan
petri. Perhatikan dan catat diameter zona hambat menggunakan
jangka sorong dalam satuan millimeter (mm).

4.7 Analisis Data
Analisis data yang digunakan pada penelitian ini menggunakan program SPSS
(Statistic Product of Service Solution) versi 20. Langkah-langkah analisis data

pada penelitian ini terdiri dari:

1. Uji normalitas data menggunakan Kolmogorov Smirnov Test untuk
menguji apakah data tersebar normal (parametrik) atau tidak tersebar
normal (nonparametrik).

2. Uji homogenitas menggunakan Levene Test untuk melihat varian data
homogen atau tidak.

3. Uji Kruskal Wallis untuk mengetahui perbedaan zona hambat yang
terbentuk pada setiap konsentrasi pemberian ekstrak kelopak bunga
rosella (Hibiscus sabdariffa L.).

4. -Uji Mann-Whitney dilakukan untuk melihat pasangan kelompok yang

memberikan perbedaan signifikan.
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4.8 Rancangan Operasional

Kelopak bunga kelopak Isolat bakteri

bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.)
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A4 A4
Ekstraksi dengan - Pewarnaan Gram
metode maserasi - Pewarnaan Neisser
menggunakan pelarut - Tes Katalase
etanol 96% - Uji Biokimia
- CTBA (Cystine Tellurite Blood
Agar)
4 \4

Uji pendahuluan
Konsentrasi ekstrak 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, kontrol positif
dan kontrol negatif

A4

Uji konsentrasi

Y

7 Konsentrasi Uji Ekstrak (0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%)

l

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

A4
Pengukuran pembentukan luas diameter zona hambat

\ 4

Analisis data




BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

1.1 Hasil Penelitian

1.1.1 Hasil Ekstraksi Kelopak Bunga Rosella (Hibiscus sabdariffaL.)
Proses ekstraksi kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dilakukan di

Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya sebanyak

200 gram menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Gambar

5.1 di bawah menunjukkan ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

berwarna hitam keruh dengan konsentrasi kental.

Gambar 5.1 Ekstrak Kelopak Bunga Rosella

1.1.2  Hasil Identifikasi Bakteri Corynebacterium diphtheriae dan
Corynebacterium striatum
Bakteri yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi -~ Fakultas ~ Kedokteran  Universitas  Brawijaya. ldentifikasi
Corynebacterium diphtheriae dan C.striatum meliputi penanaman pada kultur
BTA, uji pewarnaan gram, uji pewarnaan Neisser, uji katalase, dan identifikasi

bakteri dikonfirmasi lagi dengan uji biokimia menggunakan mesin vitek2.

36
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1.1.2.1 Kultur bakteri pada BTA
Pada penanaman bakteri di kultur Blood Tellulite Agar bakteri C.diphtheriae

dan C.striatum menunjukan koloni bulat berwarna nslan

J—CUTHVErS]

L
"4 7 < y

e

Gambar 5.2 Hasil kultur BTA. A (Corynebacterium diphthériae) dan B (Corynebacterium
striatum)

1.1.2.2 Pewarnaan Gram

Pengamatan hasil pewarnaan gram menunjukkan bakteri gram positif
berwarna keunguan dan berbentuk batang, dengan susunan sebagian tunggal
dan sebagian yang lain berantai. Pada bakteri Corynebacterium diphtheriae
cenderung berkelompok dan berbentuk seperti huruf V, Y, atau tersusun

palisade.

Gambar 5.3 Pewarnaan Gram A (Corynebacterium striatum) dan B (Corynebacterium diphtheriae).
Bagian dengan lingkaran merah menunjukkan palisade appearance.



38

1.1.2.3 Pewarnaan Neisser

Pada pewarnaan Neisser C.diphtheriae dan C.striatum terlihat  bakteri
berbentuk batang tersusun berpasangan berwarna ungu. Perbedaan keduanya
adalah pada Corynebacterium diphtheriae ditemukan metachromatic

granule/drumstick appearance, sedangkan pada Corynebacterium striatum tidak

ditemukan yang berarti termasuk golongan Non-Diphtheriae Corynebacterium.

L3 " .’ - \;‘ ,- ~
¢ N3 4 {fﬁ‘: % Y Lass w 'L
Gambar 5.4 Hasil Pewarnaan Neisser Bakteri A (Corynebacterium striatum) dan B

(Corynebacterium diphtheriae). Bagian yang ditunjuk panah merah menunjukkan
metachromatic granule/drumstick appearance.

1.1.2.4 Uji Katalase
Lingkaran merah pada gambar di bawah menunjukkan bahwa terdapat
gelembung udara menandakan bakteri C.diphtheriae dan — C.striatum

memproduksi enzim katalase yang memecah H202 menjadi O.

Gambar 5.5 Hasil Uji Katalase A (C. diphtheriae), B (C. striatum)
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1.1.2.5 Uji Biokimia dengan Mesin Vitek2
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Gambar 5.6 Hasil Identifikasi Corynebacterium striatum Biokimia dengan Mesin Vitek2
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Gambar 5.7 Hasil Identifikasi Corynebacterium diphtheriae Biokimia dengan Mesin Vitek2

Lingkaran merah menunjukkan bahwa kemungkinan 95% bakteri yang diuji

adalah Corynebacterium striatum dan 99% adalah bakteri Corynebacterium

diphtheriae.
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1.1.3  Hasil Penelitian Pendahuluan Menggunakan Metode Difusi
Sumuran

Untuk menentukan konsentrasi yang akan digunakan pada penelitian ini,
sebelumnya dilakukan penelitian pendahuluan menggunakan ekstrak kelopak
bunga rosella dengan konsentrasi 0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. Daya
antibakteri ditandai dengan adanya zona hambat pertumbuhan bakteri di
sekeliling sumuran. Dari hasil penelitian pendahuluan konsentrasi yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dimulai dari konsentrasi 3,125%, 6,25%,
12,5%, 25%, 50%, dan 100% pada baik pada plate bakteri Corynebacterium
diphtheriae maupun Corynebacterium striatum. Lalu dari hasil penelitian
pendahuluan ini dapat disimpulkan bahwa untuk penelitian inti digunakan
konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella sebesar 0%, 10%, 20%, 40%, 60%,

80%, 100%.

Gambar 5.8 Hasil uji pendahuluan difusi sumuran dengan konsentrasi ekstrak
kelopak bunga rosella 100%, 50%, 25%, 12,5%, 5,25%, 3,125%, 0%. A
(Corynebacterium striatum) dan B (Corynebacterium diphtheriae).

1.1.4  Hasil Penelitian Inti Menggunakan Metode Difusi Sumuran
Penentuan zona hambat pada penelitian ini menggunakan difusi sumuran,
penelitian ini dilakukan dengan mengamati terbentuknya zona hambat

pertumbuhan - bakteri disekeliling 'sumuran. Zona hambat yang dihasilkan
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berbentuk lingkaran. Pengamatan hasil penelitian ini dilakukan dengan mengukur
diameter . zona hambat dari bakteri  Corynebacterium  diphtheriae dan
Corynebacterium striatum yang diinokulasikan pada cawan petri -medium blood
agar menggunakan jangka sorong. Konsentrasi yang digunakan adalah 0%,
10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. 'Hasil difusi sumuran dapat diamati pada

gambar berikut.
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Gambar 5.9 Hasil uji difusi sumuran Corynebacterium diphtheriae dengan lima kali
pengulangan konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella 100%, 80%, 60%, 40%, 20%,
10%, 0%
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veibtans DuAn

Gambar 5.10 Hasil uji difusi sumuran Corynebacterium diphtheriae dengan lima kali
pengulangan konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella 100%, 80%, 60%, 40%, 20%,
10%, 0%
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1.1.5 Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Pertumbuhan Bakteri
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=@=C. diphthericge == C. striatum

Gambar 5.11 Rerata Diameter Zona Hambat yang Terbentuk di sekitar Lubang Sumuran
Ekstrak Bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

1.2 Analisis Data
1.2.1  Hasil Pengujian Normalitas Data

Uji normalitas diperlukan untuk melihat apakah sampel memiliki distribusi
normal atau tidak menggunakan uji statistik Kolmogorov Smirnov dan Shapiro
Wilk terhadap masing-masing variabel.

Berdasarkan hasil analisis nilai signifikansi yang didapat - untuk
Corynebacterium diphtheriae adalah 0,000 dan untuk Corynebacterium striatum
0,001 (uji:Kolmogorov Smirnov, p > 0,05) yang artinya data tidak terdistribusi
normal atau terdapat perbedaan yang signifikan antara data yang akan diuji
dengan data normal baku.

1.2.2  Hasil Pengujian Homogenitas Varian
Uji homogenitas varian digunakan untuk melihat varian data homogen atau

tidak. Uji ini diperlukan sebagai syarat untuk melakukan uji one-way ANOVA
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karena asumsi yang mendasari uji one-way ANOVA adalah varian data harus
normal dan homogen.

Hasil uji homogenitas menggunakan Levene Test untuk Corynebacterium
diphtheriae menunjukan nilai signifikansi 0,036 sedangkan untuk C.striatum
sebesar 0,001 yang mempunyai arti keduanya memiliki varian data yang tidak
homogen (syarat terpenuhi bila p > 0,05). Hal ini tidak sesuai dengan prasyarat
uji one-way ANOVA, sehingga penelitian ini menggunakan uji nonparametrik.
1.2.3 Hasil Uji Kruskal Wallis

Berdasarkan hasil penelitian zona hambat bakteri Corynebacterium
diphtheriae dan Corynebacterium striatum, dilakukan analisis data untuk melihat
adanya perbedaan yang signifikan pada setiap konsentrasi ekstrak kelopak
bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dengan menggunakan uji Kruskal Wallis.
Hipotesis ditegakkan dengan H, dan H;. H, diterima jika signifikansi yang
diperoleh > 0,05.

Nilai signifikansi untuk bakteri C. diptheriae dan Corynebacterium striatum
adalah 0,000 yang mempunyai arti Ho ditolak dan H; diterima, sehingga
kesimpulan dari uji Kruskal Wallis adalah terdapat perbedaan efek antimikroba
ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) terhadap bakteri
Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum dalam beberapa
konsentrasi.

1.2.4  Hasil Uji Mann Whitney

Dengan uji Mann Whitney dapat diketahui pemberian ekstrak kelopak
bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) mana saja yang memberikan perbedaan
yang bermakna terhadap zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae dan

Corynebacterium striatum. Perbedaan antar dua konsentrasi ekstrak kelopak
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bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) yang berbeda dikatakan berbeda signfikan
jika nilai. signifikansi kurang dari 0,05 (p < 0,05) dan dikatakan tidak berbeda
signifikan jika nilai signfikansi lebih dari 0,05 (p > 0,05) (Tabe hasill Uji Mann
Whitney terdapat pada lampiran).
Interpretasi hasil uji Mann 'Whitney bakteri Corynebacterium diphtheriae
adalah sebagai berikut:
1. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae pada
konsentrasi 0% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 10%, 20%, 40%,
60%, 80%, 100%.
2. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae pada
konsentrasi 10% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 20%, 40%,
60%, 80%, 100%.
3. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae pada
konsentrasi 20% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 40%, 60%,
80%, 100%.
4. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae pada
konsentrasi 40% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 80%, 100% dan
tidak berbeda signifikan dengan konsentrasi 60%.
5. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium diphtheriae pada
konsentrasi 60% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 80%, 100%.
6. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium = diphtheriae pada
konsentrasi 80% tidak berbeda signifikan terhadap konsentrasi 100%.
Interpretasi ' hasil  uji Mann Whitney 'bakteri  Corynebacterium striatum

adalah sebagai berikut:
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1. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
0% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 10%, 20%, 40%, 60%, 80%,
100%.

2. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
10% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%,
100%.

3./ Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
20% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 40%, 60%, 80%, 100%.

4. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
40% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 60%, 80%, 100%.

5. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
60% berbeda signifikan terhadap konsentrasi 80%, 100%.

6. Ukuran zona hambat bakteri Corynebacterium striatum pada konsentrasi
80% tidak berbeda signifikan terhadap konsentrasi 100%

1.2.5 Hasil Uji Korelasi Spearman

Besar dan arah hubungan antara peningkatan ekstrak kelopak bunga
rosella  terhadap pertumbuhan Corynebacterium diphtheriae dan
Corynebacterium striatum pada medium blood agar dapat dihitung dengan uji
korelasi Spearman. Hasil analisis uji korellasi Spearman dapat dilihat pada tabel
5.10 dan 5.11. Batasan nilai korelasi adalah -1 dan +1. Tanda negatif (-)
menunjukkan hubungan antara dua variabel berbanding terbalik yang artinya
semakin naiknya variabel independen, maka nilai variabel dependen semakin
turun. Tanda positif (+) menunjukkan hubungan antara dua variabel berbanding
lurus yang artinya semakin naiknya variabel independen, maka akan diikuti

kenaikan variabel dependen.



Tabel 5.1 Koefisien Korelasi

Nilai Korelasi Tingkat Hubungan
0,00-0,199 Sangat rendah
0,20-0,399 Rendah
0,40-0,599 Sedang
0,60-0,799 Kuat

0,80-1,00 Sangat kuat
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1. Angka korelasi (r) =0,972 (Corynebacterium diphtheriae ) dan 0,981

(Corynebacterium striatum), yang artinya terdapat korelasi sangat kuat

antara konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella dengan zona hambat

yang terbentuk.

2. Tanda angka korelasi (+) atau arah korelasi berbanding lurus. Artinya

semakin tinggi konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella, maka semakin

tinggi pula zona hambat yang diperoleh.

3. Diperoleh nilai signifikansi 0,000, sehingga terdapat korelasi yang

signifikan (p < 0,05) antara konsentrasi kelopak bunga rosella dengan

zona hambat yang terbentuk di sekitar lubang sumuran.

1.2.6  Hasil Uji Regresi

Uji regresi dilakukan untuk mengetahui seberapa besar pengaruh variabel

independen terhadap variabel dependen.

diperlukan nilai koefisien determinasi (R* atau R square).

Untuk - mengetahui hal tersebut,

Hasil uji regresi didapatkan nilai koefisien determinasi (R? atau R square)

sebesar 0,823 (Corynebacterium diphtheriae) dan 0,887 (Corynebacterium

striatum). Hal ini menunjukkan terdapat kemungkinan sebanyak 82,3% hambatan

pertumbuhan bakteri C. diphtheria disebabkan oleh pemberian perlakuan,
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sedangkan sisanya sebanyak 17,7% disebabkan oleh confounding factor.
Begitupun pada bakteri Corynebacterium striatum yang berarti sebanyak 88,7%
hambatan pertumbuhan bakteri Corynebacterium striatum disebabkan oleh
pemberian perlakuan, sedangkan sisanya sebanyak 11,3% disebabkan oleh
confounding factor.

Dari hasil analisis yang terdapat pada lampiran 2, didapatkan persamaan
regresinya sebagai berikut:

- Hasil regresi Corynebacterium diphtheriae :

Y =2.100 + 4.118X

- Hasil regresi Corynebacterium striatum :

Y = 0.994 + 5.320X

Hubungan antara kenaikan konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella
terhadap zona inhibisi dapat dinyatakan dengan rumus Y = A + BX. Y adalah
interval zona inhibisi dan X adalah konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella.
Dari rumus di atas dapat disimpulkan bahwa hubungan konsentrasi ekstrak
kelopak bunga rosella terhadap pembentukan zona hambat adalah positif yang
berarti semakin tinggi konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella maka semakin
besar pula zona hambat yang terbentuk. Dari kedua rumus di atas juga dapat
diketahui jika diperlukan konsentrasi sebesar 80,008% untuk C. diphtheriae dan
80,096% untuk C. striatum sebagai dosis optimum untuk dapat menyamai

potensi dari kontrol positif.



BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan adanya efek antimikroba dari
ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) terhadap pertumbuhan
bakteri Corynebacterium diphtheriae dan Corynebacterium striatum yang didapat
dari stok kultur Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Penelitian ini menggunakan kelopak bunga rosella karena manfaat,
popularitas dan kemudahan untuk memperolehnya di berbagai tempat di
Indonesia terutama Pulau Jawa. Kelopak bunga rosella mengandung bahan-
bahan aktif yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri seperti tanin, alkaloid,
saponin, dan antosianin. Kandungan khusus yang terkandung dalam kelopak
bunga rosella yaitu pigmen antosianin dalam bentuk glukosida yang terdiri dari
cyanidin-3-sambubioside, delphinidin-3-glucose, dan delphinidin-3-sambubioside
(Juniarka, 2011).

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi sumuran
untuk mengetahui zona hambat pertumbuhan bakteri Corynebacterium
diphtheriae dan Corynebacterium striatum dengan cara mengukur diameter dari
zona hambat. Zona hambat adalah zona bening disekitar lubang sumuran yang
mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan dari bakteri uji. Pengukuran
zona hambat ditentukan dengan cara mengukur diameter zona hambat
menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter setelah bakteri yang
diinokulasikan pada medium blood agar plate diinkubasi pada suhu 37° C selama
18-24 jam.

Sebelum  dilakukan penelitian inti, terlebih dahulu dilakukan penelitian

identifikasi- dan penelitian pendahuluan. Penelitian identifikasi dilakukan untuk

50
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memastikan  kebenaran bakteri yang diuji. Sedangkan = penelitian
pendahuluan dilakukan dengan tujuan menentukan batasan konsentrasi ekstrak
yang akan dipakai pada penelitian inti. Penelitian identifikasi bakteri terdiri dari
pengecatan gram, pengecatan neisser, uji katalase, dan uji biokimia dengan
mesin vitek2. Dari hasil pewarnaan' gram menunjukkan bakteri gram  positif
berwarna keunguan dan berbentuk batang. Pada pewarnaan neisser didapatkan
ciri yang berbeda dari kedua bakteri. Untuk bakteri Corynebacterium diphtheriae
pada pewarnaan neisser didapatkan gambaran metachromatic granule
sedangkan pada bakteri Corynebacterium striatum tidak. Dari hasil uji katalase
keduanya menunjukkan adanya gelembung gas, hasil ini menandakan bakteri
C.diphtheriae dan C.striatum memproduksi enzim katalase yang memecah H,O,
menjadi O.

Langkah berikutnya yaitu melakukan penelitian pendahuluan. Konsentrasi
ekstrak yang digunakan pada uji pendahuluan adalah 0%, 3,125%, 6,25%,
12,5%, 25%, 50%, 100%. Dari hasil penelitian pendahuluan terlihat mulai adanya
hambatan pertumbuhan mulai dari konsentrasi 3,125%. Namun, karena
penelitian ini berjalan dengan penelitian serupa yang menggunakan ekstrak lain
maka konsentrasi yang digunakan pada penelitian inti sesuai dengan pohon
penilitian menjadi 0%, 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. Dengan pemberian
ekstrak kelopak bunga rosella sebanyak lima kali pengulangan didapatkan rata-
rata diameter zona hambat yang terbentuk pada bakteri C.diphtheriae adalah
pada konsentrasi 10% adalah 11,56 mm, konsentrasi 20% adalah 18,048 mm,
pada konsentrasi 40% adalah 22,946 mm, pada konsentrasi 60% adalah 24,772
mm, pada konsentrasi 80% adalah 26,316 mm, pada konsentrasi 100% adalah

26,352 mm, dan pada konsentrasi 0% sebagai kontrol negatif adalah 0 mm.
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Pada bakteri C.striatum rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk adalah
pada konsentrasi 10% adalah 13,08 mm, konsentrasi 20% adalah 20,628 mm,
pada konsentrasi 40% adalah 26,34 mm, pada konsentrasi 60% adalah 29,44
mm, pada konsentrasi 80% adalah 32,952 mm, pada konsentrasi 100% adalah
33,464 mm, dan pada konsentrasi 0% sebagai kontrol negatif adalah 0 mm.

Dari data di atas kemudian dianalisis secara kualitatif dengan pengamatan
visual dan kuantitatif dengan program SPSS versi 20. Dapat disimpulkan bahwa
adanya perbedaan efek antimikroba dalam beberapa konsentrasi pemberian
ekstrak kelopak bunga rosella terhadap zona hambat pertumbuhan koloni bakteri
C.diphtheriae dan C.striatum. Semakin besar konsentrasi kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) yang diberikan, semakin besar pula zona hambat yang
terbentuk di sekitar lubang sumuran.

Penelitian ini selaras dengan penelitian Limyati dan Soegiyanto (2008)
yang menunjukkan bahwa ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.)
dengan metode difusi dapat menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus
aureus yang juga merupakan bakteri gram positif. Pada penelitian tersebut juga
disebutkan bahwa pada konsentrasi 30% ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) memperlihatkan zona hambat yang lebih besar
dibandingkan dengan ampisilin (20 pg/ml).

Pada peneitian yang dilakukan oleh (Muhammad, 2017) yang menguiji
pertumbuhan bakteri Corynebacterium  striatum menggunakan Allium sativum
yang mengandung bahan tannin dan saponin juga menunjukkan adanya efek
antimikroba terhadap bakteri Corynebacterium  striatum. Hasil penelitian lain

(Immanuel, 2013) mengunakan Annona muricata L. yang mengandung turunan
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flavonoid, - alkaloid dan tannin juga menunjukkan efek terhadap bakteri
C.diphtheriae.

Penelitian lain telah membuktikan adanya aktivitas antibakteri dari kelopak
bunga rosella terhadap E. coli (gram negatif) diduga karena kandungan flavonoid
yang mengganggu fungsi membran sitoplasma sel bakteri yang menyebabkan
kebocoran metabolit penting sehingga sistem enzim bakteri terganggu (Dewi,
2013). Dengan demikian, potensi ekstrak kelopak bunga rosella sebagai
antimikroba tidak terbatas pada gram positif, namun juga gram negatif..

Keterbatasan pada penelitian ini adalah menggunakan metode sumuran
yang tidak bisa mengetahui efek bakteriostatik dan bakteriosidal dari zat yang
diuji. Metode sumuran hanya dapat meneliti potensi suatu senyawa terhadap
hambatan pertumbuhan bakteri. Untuk mengetahui efek bakteriostatik dan
bakteriosidal dari suatu zat maka dapat diketahui dengan metode dilusi tabung
(Pankey dan Sabath, 2004). Penelitian ini tidak menggunakan metode dilusi
tabung dikarenakan penambahan ekstrak pada tabung membuat tabung keruh,
sehingga tidak bisa membedakan apakah keruh disebabkan oleh bakteri atau
bukan. Keterbatasan lainnya adalah peneliti tidak melakukan  penelitian
mengenai faktor-faktor lain yang mempengaruhi sehingga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri seperti lama penyimpanan ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.), pengaruh kekentalan ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.), serta pengaruh proses ekstraksi yang tidak bisa

memisahkan zat aktif secara khusus.
Hasil penelitian ini membuktikan bahwa kandungan dari ekstrak kelopak
bunga rosella mampu menghambat pertumbuhan bakteri C.diphtheriae dan

C.striatum. Manfaat klinis yang dapat dikembangkan dari hasil penelitian ini
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adalah penggunaan ekstrak kelopak bunga rosella sebagai terapi alternatif pada
infeksi  bakteri C.diphtheriae dan.  C.striatum, sehingga dapat mengurangi
resistensi antibiotik dan morbiditas penyakit. Karena penelitian ini masih bersifat
in vitro, perlu dilakukan penelitian berikutnya baik secara in vitro maupun in vivo
untuk’ mengetahui dosis efektif, toksisitas, efek samping yang dihasilkan oleh
ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) sebelum diuji coba pada

manusia dan diaplikasikan pada masyarakat.
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BAB 7
PENUTUP
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa :

1.2

a)

b)

a)

b)

Pemberian ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dapat
menghambat pertumbuhan bakteri C.diphtheriae dan C.striatum secara
in vitro.
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.), maka semakin besar diameter zona hambat yang terbentuk
di sekitar lubang sumuran.

Saran

Saran yang dapat diberikan pada penelitian ini adalah :

Perlu dilakukan uji antimikroba dengan menggunakan metode lainnya
seperti dilusi tabung pada ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) terhadap bakteri C.diphtheriae dan C.striatum baik secara
in vivo maupun in vitro.
Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak kelopak bunga
rosella (Hibiscus sabdariffa L.) terhadap bakteri lainnya.

C) Perlu dilakukan penelitian mengenai faktor-faktor lain
seperti- lama penyimpanan ekstrak ' kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.), pengaruh kekentalan ekstrak kelopak bunga rosella
(Hibiscus sabdariffa L.), serta pengaruh proses ekstraksi yang tidak bisa

memisahkan zat aktif secara khusus.
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