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ABSTRAK

Maharani, Puspa. 2014. Efek Ekstrak Teh Hijau (Camellia sinensis var.sinensis)
Sebagai Penghambat Pembentukan Biofilm Pada Staphylococcus aureus
Secara In Vitro. Tugas Akhir, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pembimbing: (1) Prof. Dr. dr. Sanarto Santoso, DTM&H, Sp.MK(K) (2) dr.
Ariani, M.Kes, Sp.A(K)

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan flora normal dalam tubuh
manusia. Namun bakteri ini dapat menjadi patogen dan menyebabkan infeksi jika
imunitas individu menurun. Staphylococcus aureus sendiri memiliki mekanisme
defensif dengan membentuk biofilm. Biofilm merupakan sekumpulan sel
mikroorganisme yang melekat satu sama lain dan menempel pada permukaan
suatu benda dan sangat sulit dieradikasi dengan pemberian regimen antibiotik
biasa. Namun pemberian antibiotik berlebihan dapat menimbulkan resistensi
sehingga pengobatan akibat infeksi Staphylococcus aureus menjadi terhambat.
Alternatif pengobatan untuk mengeradikasi biofilm mulai dikembangkan salah
satunya melalui ekstrak tanaman. Salah satu tanaman yang diduga dapat
menghambat pembentukan biofilm adalah teh hijau (Camellia sinensis
var.sinensis) karena kandungan katekin dan taninnya. Penelitian ini bertujuan
mengetahui efek teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) sebagai penghambat
pembentukan biofilm pada Staphylococcus aureus. Penelitian ini untuk penelitian
eksperimental murni menggunakan metode dilusi tabung dengan 4 Kkali
pengulangan. Pada masing-masing pengulangan digunakan 8 tabung dengan
rincian satu tabung sebagai kontrol, dan tujuh tabung lainnya mendapat
konsentrasi ekstrak teh hijau yang berbeda yakni 1,625%, 2,125%, 2,625%,
3,125%, 3,625%, 4,125%, dan 4,625%. Hasilnya, semakin tinggi konsentrasi teh
hijau yang diberikan, semakin tipis pula cincin biofilm yang terbentuk. Hasil
signifikan mulai terlihat pada pemberian konsentrasi 4,125%. Kesimpulan
penelitian ini adalah bahwa ekstrak teh hijau dapat menghambat pembentukan
biofilm Staphylococcus aureus dengan kadar hambat minimum yang diperlukan
adalah konsentrasi 4,125%.

Kata kunci: Staphylococcus aureus, teh hijau, biofilm
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ABSTRACT

Maharani, Puspa. 2014. Effect of Green Tea Extract (Camellia sinensis
var.sinensis) as Biofilm Forming Inhibitor in Staphylococcus aureus In Vitro
Way. Final Assignment, Faculty of Medicine, Brawijaya University.
Supervisor: (1) Prof. Dr. dr. Sanarto Santoso, DTM&H, Sp.MK(K) (2) dr.
Ariani, M.Kes, Sp.A(K)

Staphylococcus aureus is the normal flora in the human body. However,
these bacteria can become pathogenic and cause infection if the individual
immunity decreases. Staphylococcus aureus itself has a defensive mechanism to
form biofilms. Biofilm is a set of cells of microorganisms which attached each
other and stick to the surface of an object and is very difficult to eradicate with
normal antibiotics regimen. However, excessive antibiotic can cause resistance
and inhibit of Staphylococcus aureus treatment. Alternative treatment to eradicate
biofilms were developed, one of them through the plant extract. One of the plants
which assumed to inhibit biofilm formation is green tea (Camellia sinensis
var.sinensis) because they contain catechin and tanin. This study aims to
determine the effect of green tea (Camellia sinensis var.sinensis) extract as
inhibitors of biofilm formation in Staphylococcus aureus. The research was using
tube dilution method with four repetitions. At each repetition used 8 tube with
details: one tube as a control, and seven other tube gets different green tea
extract concentration ie 1.625%, 2.125%, 2.625%, 3.125%, 3.625%, 4.125%, and
4.625%. The higher the concentration of green tea are provided, the ring of
biofilm that formed are getting thinner too. Significant results begin to look at
4.125% concentration. The conclusion of this study is green tea extract can
inhibit biofilm formation of Staphylococcus aureus with minimum inhibitory
concentration required is 4.125%.

Keywords: Staphylococcus aureus, green tea, biofilm
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif yang berbentuk bulat
dan tidak motil. S. aureus berbentuk seperti anggur (staphylo-) dan bergerombol
(-coccus) oleh karenanya disebut Staphylococcus (Mandal, 2013). S. aureus
merupakan flora normal dalam tubuh manusia (Presscott, 2002). Bakteri ini dapat
dijumpai pada saluran pernafasan atas dan kulit. Keberadaan bakteri ini tidak
menyebabkan penyakit atau patogen pada individu yang sehat. Hanya saja, S.
aureus dapat menjadi patogen dan mengakibatkan infeksi jika terjadi perubahan

hormonal. Hormon-hormon seperti adrenocorticotropic hormone, thyroid-

stimulating hormone menghasilkan sel B, sel T, neutrofii dan monosit yang
berperan dalam sistem imun. Ketika sistem imun mengalami perubahan, maka
Staphylococcus aureus dapat menyebabkan luka dengan mudah. (Madigan et

al., 2008).

Infeksi oleh S. aureus ditandai oleh adanya kerusakan jaringan yang
disertai abses bernanah. Adapun jenis infeksi yang dipresentasikan oleh S.
aureus adalah bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi yang lebih berat
diantaranya pneumonia, mastitis, plebitis, meningitis, infeksi saluran kemih,
osteomielitis, dan endokarditis (Tolan, 2013). S. aureus yang mengkontaminasi
luka terbuka seperti luka pascabedah atau infeksi setelah trauma seperti
osteomielitis kronis setelah fraktur terbuka dan meningitis setelah fraktur
tengkorak, juga merupakan penyebab infeksi nosokomial. Selain itu kontaminasi

enterotoksin bakteri ini dapat menyebabkan keracunan makanan yang ditandai



mual, muntah dan diare. S. aureus juga menyebabkan sindroma syok toksik yang
menimbulkan gejala klinis seperti demam tinggi, muntah, mialgia, dan hipotensi

(Jawetz et al, 2008).

Staphylococcus aureus sendiri memiliki mekanisme defensif dengan
membentuk biofilm. Biofilm merupakan sekumpulan sel mikroorganisme yang
melekat satu sama lain dan menempel pada permukaan suatu benda (Hall-
Stoodley, 2004). Pembentukan biofilm melalui beberapa tahapan, yakni dimulai
dengan penempelan sementara pada permukaan. Kemudian secara berkala,
adesin bakteri mengenali matriks molekul adesif dan terjadilah perlekatan yang
sebenarnya. Selanjutnya, selama fase akumulasi, bakteri melekat satu sama lain
dan membentuk EPS (extracellular polymeric substances) menghasilkan biofilm

yang matur (Stoberingh, 2009).

Organisme pada biofilm sangat sulit dieradikasi dengan pemberian
regimen antibiotik standar dan cenderung resisten terhadap respon imun dari
individu tersebut (Stoberingh, 2009). Namun, pemberian antibiotik secara
berlebihan dapat menyebabkan terbentuknya strain yang resisten terhadap
antibiotik (Harris et al., 2002). Akibatnya, banyak pengobatan yang terkait infeksi
karena biofilm S. aureus seperti endocarditis,dan osteomielitis menjadi terhambat
(Stoberingh, 2009).

Tantangan yang dihadapi kini adalah melakukan pencegahan
pembentukan biofilm khususnya pada bakteri S. aureus mengingat sulitnya
dilakukan terapi antibiotika terhadap infeksi bakteri pembentuk biofilm. Sehingga,
ekstrak tanaman telah banyak dilirik sebagai alternatif potensial untuk menangani
berbagai macam penyakit infeksi akibat biofilm. Adapun zat pada tanaman yang

ditengarai dapat mencegah pembentukan biofilm adalah tanin dan katekin. Tanin



dan katekin memiliki kemampuan untuk menghambat perlekatan antar sel dalam

pembentukan biofilm (Bernal et al. 2010).

Tanin atau katekin dapat ditemukan pada daun teh (Camellia sinensis).
Daun teh dapat diklasifikasikan menjadi beberapa jenis, namun kandungan
katekin terbanyak terdapat dalam daun teh hijau (Zhao et al., 2013). Adapun
kandungan katekin salah satunya adalah EGCG atau epigallocatechin gallate
(Hartoyo, 2003). EGCG diduga mampu menghambat pembentukan biofilm (Zhao
et al.,, 2013). Oleh karena itu, perlu dibuktikan melalui penelitian mengenai
ekstrak teh hijau dalam menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus
aureus sehingga penelitian ini dapat memberikan informasi baru mengenai

alternatif dalam menghambat biofilm S. Aureus.
1.2 Rumusan Masalah

Apakah ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) dapat
menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus aureus secara in
vitro?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui efek ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis)
sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus aureus
secara in vitro.

1.3.2. Tujuan Khusus

1.3.2.1 Untuk mengetahui perbedaan hasil pemberian masing-masing

konsentrasi ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) dalam



13.2.2

menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus aureus

secara in vitro.

Untuk mengetahui Kadar Hambat Minimal ekstrak teh hijau (Camellia
sinensis var.sinensis) yang dapat menghambat pembentukan biofilm
(MBIC = Minimal Biofilm Inhibitory Concentration) pada Staphylococcus

aureus secara in vitro.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademis

141.1

14.1.2

Dapat memberikan penjelasan manfaat dari ekstrak teh hijau (Camellia
sinensis var.sinensis) sebagai penghambat pembentukan biofilm pada

Staphylococcus aureus.

Dapat menambah ilmu yang dapat dikembangkan dalam melakukan

prevensi pembentukan biofilm oleh Staphylococcus aureus

1.4.2 Manfaat Praktis

1421

1422

Dapat memberikan alternatif prevensi dari infeksi Staphylococcus

aureus yang membentuk biofilm.

Dapat dijadikan sebagai dasar teori untuk mengembangkan penelitian

dari khasiat teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis)
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif berbentuk
bulat berdiameter 0,7-1,2 pm, tersusun dalam kelompok-kelompok yang
tidak teratur seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak membentuk
spora, dan tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37 °C,
tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-25 °C). Koloni
pada perbenihan padat berwarna abu-abu sampai kuning keemasan,
berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau. Lebih dari 90% isolat
klinik menghasilkan S. aureus yang mempunyai kapsul polisakarida atau
selaput tipis yang berperan dalam virulensi bakteri (Jawetz et al., 2008 ;
Novick et al., 2000). Sebagian bakteri Staphylococcus merupakan flora
normal pada kulit, saluran pernafasan, dan saluran pencernaan makanan
pada manusia. Bakteri ini juga ditemukan di udara dan lingkungan sekitar.
S. aureus yang patogen bersifat invasif, menyebabkan hemolisis,

membentuk koagulase, dan mampu meragikan manitol.
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Gambar 2.1 Staphylococcus aureus secara mikroskopis
(Microbeworld, 2011)

Keterangan: Gambar 2.1 merupakan gambar Staphylococcus aureus yang telah diwarnai
dengan pewarnaan gram dan dilihat di bawah mikroskop dengan
perbesaran 1000x

Taksonomi Staphylococcus aureus

Staphylococcus adalah genus dari bakteri gram positif. Genus Staphylo-

coccus terdiri dari 40 spesies. Sembilan jenis di antaranya memiliki dua

subspesies dan satu jenis memiliki tiga subspesies (Harris et al., 2002). Berikut

adalah taksonomi dari bakteri S. aureus

Domain : Bacteria
Kingdom : Eubacteria
Phylum : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales

Family : Staphylococcaceae


http://en.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://en.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
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http://en.wikipedia.org/wiki/Bacillales
http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcaceae

Genus : Staphylococcus

Species : Staphylococcus aureus (Domrachev et al., 2008)
2.1.2 Karakteristik Bakteri
2.1.2.1 Morfologi dan Biakan

S. aureus adalah bakteri kokus anaerob fakultatif yang juga dikenal
dengan Staphylo emas atau Oro Staphylo. S. aureus tampak seperti anggur
yang bergerombol bila dilihat melalui mikroskop, dan memiliki koloni kuning
keemasan, besar, bulat, sering dengan hemolisis, bila ditanam pada pelat agar
darah. S. aureus berreproduksi secara aseksual dengan pembelahan biner. Dua
sel anak tidak sepenuhnya terpisah dan tetap melekat satu sama lain. Inilah
sebabnya mengapa sel-sel nampak seperti dalam gerombolan (Ryan and Ray,
2004). Staphylococcus aureus tumbuh dengan baik pada berbagai media
bakteriologi dibawah suasana aerobic atau mikroaerofilik. Koloni akan tumbuh
dengan cepat pada temperature 37°C namun pembentukan pigmen yang terbaik
adalah pada temperatur kamar (sekitar 20°-35° C). Koloni bakteri ini dapat
tumbuh dalam udara yang hanya mengandung hidrogen dan pertumbuhan

optimum ialah pada pH 7,4.

Pada pembenihan cair menyebabkan kekeruhan yang tidak merata dan
tidak membentuk pigmen. Pada nutrien agar, setelah diinkubasi selama 24 jam,
koloni berpigmen kuning emas, ukuran 2-4 mm, bulat, cembung, diameter 1-2
mm, mengkilat dan berkonsistensi lunak. Pada agar darah atau media BAP

koloninya lebih besar dan dikelilingi oleh zona hemolisis (Prescott, 2002).

S. aureus memproduksi enzim koagulase yang mampu mengubah
fiborinogen menjadi fibrin, kemudian akan menggumpalkan darah. Tes

koagulasenya positif, yang merupakan pembeda dengan Staphylococcus lainnya


http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus

(Shodikin, 2006). S. aureus mempunyai kemampuan untuk meragikan manitol.
Untuk mengetahui sifat fermentasi terhadap manitol digunakan Manitol salt agar
yang ditandai dengan terdapatnya daerah terang atau halo berwarna kuning di

sekitar koloni S. aureus (Jawetz et al., 2008).
2.1.3 Metabolit Bakterial

Staphylococcus aureus membuat tiga macam metabolit yang
diklasifikasikan berdasarkan sifatnya yakni nontoksin, eksotoksin, dan

enterotoksin (Prescott, 2002).
2.1.3.1 Metabolit Non Toksin

Sebagian besar substansi ekstraseluler yang dihasilkan oleh Staphylo-
coccus aureus bersifat antigenik yang menstimulasi pembentukan antibodi (Du-

ran et al., 2012).
2.1.3.1.1 Antigen Permukaan

Antigen permukaan bakteri S. aureus merupakan materi kapsul yang
berfungsi untuk mencegah fagositosis, mencegah reaksi koagulase, dan
mencegah melekatnya bakteriofaga (Foster, 2005).

Komponen dinding sel S. aureus memiliki protein A yang mengikat
molekul IgG dan mengganggu opsonisasi dan fagositosis. Mutan dari S. aureus
yang kurang protein A akan lebih efisien terfagositosis secara in vitro, dan mutan

dalam model infeksi memiliki virulensi yang telah berkurang (Todar, 2010).
2.1.3.1.2 Koagulase (Stafilokoagulasa)

S. aureus memproduksi enzim koagulase yang menyerupai protein. Enzim
ini dapat menggumpalkan plasma oksalat atau plasma sitrat karena memiliki

faktor koagulasa-reaktif di dalam serumnya yang kemudian bereaksi dengan



koagulasa dan menghasilkan suatu esterase. Esterase ini dapat membentuk
aktivitas penggumpalan sehingga terjadi deposit pada permukaan sel bakteri

yang dapat memghambat fagositosis (Prescott, 2002).

Koagulase terjadi dalam dua bentuk yaitu koagulase terlarut yang
diproduksi di luar sel bakteri dan koagulase terikat yang melekat pada sel bakteri

yang biasa disebut clumping factor (Mitchell, 2012).
2.1.3.1.3 Hialuronidase

Hialuronidase atau spreading factor adalah enzim yang dihasilkan oleh
bakteri jenis koagulase positif. Enzim ini dikatakan spreading factor karena dapat
membantu persebaran bakteri dengan menghidrolisa asam hyaluronat, yakni
semen jaringan yang merekatkan sel-sel hidup menjadi satu. Dengan enzim
hialuronidase ini, perekatan antar sel mudah pecah sehingga mudah termasuki

bakteri (Putranto, 2006).
2.1.3.1.4 Stafilokinase (Fibrinolisin)

Enzim ini dapat melisiskan bekuan darah dalam pembuluh darah yang
sedang meradang, sehingga bagian-bagian dari bekuan yang penuh bakteri

terlepas dan menyebabkan terjadinya lesi metastatik di tempat lain (Prescott,

2002).
2.1.3.1.5 Gelatinase dan Protease

Gelatinase merupakan enzim yang dapat mencairkan gelatin. Sementara
protease dapat melunakkan serum yang telah diuapkan airnya dan dapat

menyebabkan nekrosis jaringan termasuk jaringan tulang (Prescott, 2002).
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2.1.3.1.6 Lipase dan Tributirinase

Lipase terutama dihasilkan oleh jenis bakteri koagulase positif tetapi tidak
memiliki peranan yang khas. Sedangkan tributirinase atau biasa disebut egg
yolk factor merupakan suatu lipase-like enzyme vyang menyebabkan
terbentuknya droplet lemak dalam suatu perbenihan kaldu yang didalamnya

terdapat kandungan glukosa dan kuning telur (Prescott, 2002)
2.1.3.1.7 Fosfatase, Lisosim dan Penisilinase

Patogenitas bakteri berkaitan dengan aktivitas fosfatase dan
pembentukan koagulase. Tetapi pemeriksaan fosfatase lebih sulit dilakukan.
Lisozim dibuat oleh sebagian besar jenis koagulase positif dan penting untuk
menentukan patogenitas bakteri. Penisillinase diproduksi oleh beberapa Staphy-

lococcus untuk mempertahankan diri dari antibiotik beta-laktam (Prescott, 2002).
2.1.3.1.8 Katalase

Enzim ini dibuat oleh Staphylococcus dan micrococcus, sedangkan
Pneumococcus dan Streptococcus tidak. Enzim katalase adalah enzim yang
dapat memecah hidrogen peroksida (H.O,) menjadi oksigen (O,) dan air (H,O).
Keberadaan enzim ini dapat diketahui dengan menuangkan larutan H,O, 3%
pada koloni Staphylococcus berumur 24 jam dan akan timbul gelembung udara

(Prescott, 2002).
2.1.3.2 Eksotoksin
2.1.3.2.1 Alfa hemolisin

Alfa hemolisin merusak makrofag dan trombosit manusia, tetapi monosit
resisten terhadap toksin ini. Alfahemolisin melarutkan eritrosit dan merusak

trombosit kelinci, kambing,domba, dan sapi tetapi tidak melisiskan sel darah
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merah manusia .Toksin ini juga merusak sistem sirkulasi, jaringan otot dan
jaringankorteks ginjal. Meskipun alfa toksin bukan satu-satunya faktor virulensi
Staphylococcus, alfa toksin mempunyai peran yang nyata pada patogenitas

dengan menimbulkan kerusakan jaringan (Jawetz et al.,2008).
2.1.3.2.2 Beta hemolisin

Beta hemolisin mempunyai kemampuan untuk menghancurkan eritrosit
dan sphingomyelin di sekitar sel saraf. Beta toksin adalah enzim dengan
substrat spesifik yaitu merusak sphingomyelin (dan lisofosfolipida). Degradasi
sphingomyelin akan menyebabkan lesimembran dan akan memacu prose

hemolisis jika sel dalam kondisi kedinginan (Prescott, 2002).
2.1.3.2.3 Delta hemolisin

Eritrosit, makrofag, limfosit, netrofil dan trombosit dapat dirusak oleh delta
toksin. Delta toksin mempunyai kemampuan menghambat absorbsi air dalam
ileum serta dapat merubah permeabilotas ion pada ileum. Efek lain delta toksin
adalah mempengaruhi fungsi leukosit polimorfonuklear dan metabolisme platelet

activation factor (PAF) (Jawetz et al, 2008)
2.1.3.2.4 Leukosidin

Leukosidin  mempunyai kemampuan menghambat fgositosis oleh
granulosit dan dapat menghancurkan sel dengan pembentukan pori-pori pada

bekas fagosomnya (Prescott, 2002). Antibodi terhadap leukosidin dapat berperan

dalam resistensiterhadap infeksi Staphylococcus berulang (Jawetz et al, 2008)
2.1.3.2.5 Sitotoksin

Toksin ini mempengaruhi arah gerak sel darah putih dan sifatnya adalah

termostabil (Prescott, 2002).
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2.1.3.2.6 Toksin Eksfoliatif

Toksin Staphylococcus ini merupakan suatu protein ekstraselluler yang
tahan panas tetapi tidak tahan asam dan dapat menyebabkan dermatitis
eksfoliatif pada bayi baru lahir (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome), impeti-

go, dan nekrosis pada kulit (Prescott, 2002).
2.1.3.3 Enterotoksin

Toksin ini dibuat jika kuman ditanam dalam perbenihan semisolid dengan
konsentrasi CO2 30%. Toksin ini terdiri dari protein yang bersifat nonhemolitik,
nondermonekrotik, nonparalitik, termostabil (dalam air mendidih tahan selama 30
menit) dan tahan terhadap pepsin dan tripsin. Enterotoksin penyebab keracunan
makanan dengan gejala yang timbul mendadak yaitu mual, muntah, dan diare.
Efek muntah terjadi karena enterotoksin merangsang pusat muntah di susunan

saraf pusat (Prescott, 2002).
2.1.4 Patogenesis

Staphylococcus aureus memproduksi koagulase yang mengkatalisis
perubahan fibrinogen menjadi fibrin dan dapat membantu organisme ini untuk
membentuk barisan perlindungan. Bakteri ini juga memiliki reseptor terhadap
permukaan sel penjamu dan protein matriks (misalnya fibronektin, kolagen) yang
membantu organisme ini untuk melekat. Bakteri ini memproduksi enzim litik
ekstraselular (misalnya lipase), yang memecah jaringan penjamu dan membantu
invasi. Selain itu, bakteri ini juga dapat menyebabkan berbagai supuratif (nanah)
dan toxinoses infeksi pada manusia. Hal ini menyebabkan lesi pada permukaan
kulit seperti abses, styes (hordeolum/infeksi staphylococcus yang biasanya
mengenai kelopak mata) dan furuncles (nodul yang terasa nyeri yang terdapat di

kulit akibat peradangan), infeksi yang lebih serius dari staphylococus ini dapat
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dilihat seperti pneumonia, mastitis, flebitis, meningitis, dan infeksi saluran kemih,
dan infeksi dalam, seperti osteomielitis dan endokarditis. Staphylococus aureus
sering juga penyebab utama dari (nosocomial infection) luka bedah dan infeksi
yang terkait dengan berdiamnya peralatan medis. Staphylococus aureus
merupakan faktor penyebab keracunan makanan dengan mengeluarkan
enterotoksin ke dalam makanan, dan toxic shock syndrome oleh lepasnya

superantigens ke dalam aliran darah.
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Gambar 2.2 Patogenesis

Staphylococcus aureus pada

jaringan (Imam Kris Biantoro, 2008)

2.1.5 Patologi

Infeksi Staphylococcus aureus dapat menyebabkan furunkel atau abses

setempat lainnya. Bakteri berkembang biak dalam folikel rambut dan

menyebabkan nekrosis jaringan setempat. Sehingga terjadi koagulasi fibrin di
sekitar lesi dan pembuluh getah bening, kemudian terbentuk dinding yang

membatasi proses nekrosis. Kemudian dilanjutkan dengan adanya sel-sel
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radang, di pusat lesi akan terjadi pencairan jaringan nekrotik, cairan abses ini
akan mencari jalan keluar di tempat yang tidak memiliki ketahanan adekuat.

Pengeluaran cairan abses diikuti dengan pembentukan jaringan granulasi.

Peradangan setempat merupakan sifat khas dari infeksi bakteri ini. Dari
fokus ini, bakteri akan menyebar ke lain bagian tubuh melalui pembuluh getah
bening dan pemubulh darah, sehingga peradangan dari vena dan trombosis pun

merupakan hal yang biasa (Prescott, 2002)
2.1.6 Epidemiologi

Manusia merupakan koloni alamiah dari S. aureus. Tiga puluh sampai
dengan lima puluh persen manusia dewasa sehat terkolonisasi bakteri ini,
dengan 10-20% terkolonisasi secara persisten. Seseorang yang terkolonisasi
olehS. aureus akan terjadi peningkatan risiko untuk mendapat infeksi tumpangan
lainnya. Rerata kolonisasi staphylococcus tinggi pada pasien-pasiendengan
diabetes melitus (DM) tipe 1, pengguna obat-obat intravena, menjalani
hemodialisisrutin, menjalani pembedahan, acquired immunodeficiency syndrome

(AIDS), sirosis hati dan defek pada kualitas atau kuantitas leukositnya.

Jumlah infeksi staphylococcus baik yang community-
acquired danhospital-acquired telah meningkat selama 20 tahun ini. Kejadian ini
sejalan dengan makin banyaknya penggunaanalat-alat intravaskuler . Selama
periode tahun 1990 sampai dengan 1992 S. Aureus merupakan penyebab
tersering dari kasus-kasus pneumonia nosokomial dan infeksi luka operasi, serta

penyebab kedua tersering pada kejadian septikemianosokomial (Biantoro, 2008).
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2.1.7 Diagnosis Laboratorium
2.1.7.1 Bahan

Bahan untuk pemeriksaan dapat diperoleh dengan cara swabbing, atau

langsung dari darah, pus, sputum, atau liquor serebrospinalis (Necel, 2009).
2.1.7.2 Pemeriksaan Langsung

Kuman dapat terlihat jelas terutama jika bahan pemeriksaan berasal dari
pus atau sputum. Dari sediaan langsung tidak dapat dibedakan antara
Staphylococcus aureus atau Staphylococcus epidermidis . Pada sediaan
langsung dari nanah, kuman dapat terlihat tersusun sendiri, berpasangan,

bergerombol, atau bahkan dapat tersusun seperti rantai pendek (Necel, 2009).
2.1.7.3 Perbenihan

Bahan yang ditanam pada Blood Agar Plate akan menghasilkan koloni
yang khas setelah diinkubasi 18 jam pada suhu 37°C, tetapi hemolisis dan
pembentukan pigmen baru terlihat setelah beberapa hari dibiarkan pada suhu
ruang. Jika bahan pemeriksaan mengandung bermacam-macam bakteri, dapat
dipakai perbenihan yang mengandung NaCl 10%. Pada umumnya
Staphylococcus yang berasal dari manusia tidak patogen terhadap hewan. Pada
perbenihan yang mengandung telurit, Staphylococcus koagulasi positif
membentuk koloni yang berwarna hitam karena dapat mereduksi telurit (Necel,

2009).
2.1.7.4 Penentuan Tipe Bakteriofaga (Lisotopi)

Cara ini penting untuk menentukan tipe Staphylococcus yang

diasingkan dari lingkungan rumah sakit. Sebanyak 70-80% flora Staphylococcus
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di rumah sakit tahan terhadap penisilin. Selain itu, dengan lisotopi dapat pula

ditentukan apakah koloni berasal dari hewan atau manusia (Necel, 2009).
2.2 Biofilm

Biofilm merupakan komunitas yang dibentuk oleh bakteri, dan yang
selanjutnya dapat ditempati oleh banyak mikroorganisme yang berbeda termasuk
alga, protozoa, dan beberapa fungi. Biofilm terbentuk ketika sekumpulan bakteri
melekatkan diri pada sebuah permukaan padat dan menyelimuti atau melapisi
diri dengan polisakarida yang lengket. Ketika polisakarida ini terbentuk, bakteri
tidak dapat lepas dari permukaan, dan bakteri yang baru terbentuk akan tinggal
dalam lapisan polisakarida tersebut. Lapisan ini, yakni biofilm, merupakan lapisan
yang sangat kuat dan protektif bagi bakteri yang terdapat di dalamnya. Faktanya,

banyak bakteri yang tidak dapat bertahan hidup di luar lapisan biofilm.

Biofilm banyak dijumpai di lingkungan. Mereka terbentuk pada gigi,
terdapat di dalam tubuh, di sungai dan lautan , juga pada permukaan yang terus
dibasahi oleh tetesan air. Mereka juga terbentuk dalam semua pipa dan saluran

air, toilet, dan di lingkungan yang mengandung banyak air (Burge, 2010)
2.2.1 Definisi Biofilm

Biofilm adalah suatu istilah yang digunakan untuk menggambarkan suatu
lingkungan kehidupan yang khusus dari sekelompok mikroorganisme, yang
melekat pada suatu permukaan padat dalam lingkungan perairan. Hal ini menjadi
mikrolingkungan yang unik dimana mikroorganisme dalam biofilm berbeda
secara structural maupun fungsional dengan yang hidup bebas (planktonik). Bio-
film terdiri dari sel-sel mikroorganisme yang melekat erat ke suatu permukaan
sehingga berada dalam keadaan diam (sesil), tidah mudah lepas atau berpindah

tempat (irreversible). Pelekatan ini seperti pada mikroba disertai oleh
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penumpukan bahan-bahan organik yang diselubungi oleh matrik polimer
ekstraseluller yang dihasilkan oleh mikroba tersebut. Matrik ini berupa struktur
benang-benang bersilang satu sama lain yang dapat berupa perekat bagi biofilm.
Biofilm terbentuk khususnya secara cepat dalam sistem yang mengalir dimana
suplai nutrisi tersedia secara teratur bagi mikroba. Pertumbuhan mikroba secara
ekstensif disertai oleh sejumlah besar polimer ekstraseluller, menyebabkan

pembentukan lapisan biofilm (Jamilah, 2003).

Gambar 2.3 Struktur Biofilm Staphylococcus aureus (NBC News, 2012)

Keterangan: Gambar 2.3 merupakan gambaran struktur biofilm S.aureus yang terlihat
melalui Scanning Electron Micrograph (SEM). Biofilm itu sendiri
merupakan sekumpulan enzim yang membentuk selimut sebagai
perlindungan diri bakteri seperti yang ditunjuk oleh anak panah berwarna
merah.

2.2.2 Komposisi dan Struktur Biofilm

Komposisi  biofilm terdiri dari sel-sel mikroorganisme, produk
ekstraseluler, detritus, polisakarida sebagai bahan pelekat, dan air yang adalah
bahan penyusun utama biofilm dengan kandungan hingga 97%. Polisakarida
(polimer dari monosakarida atau gula sederhana) yang diproduksi oleh mikrob

untuk membentuk biofilm termasuk eksopolisakarida (EPS) yaitu polisakarida
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yang dikeluarkan dari dalam sel, EPS yang disintesis oleh sel mikrob berbeda-
beda komposisi dan sifat kimiawi dan fisikanya. Beberapa adalah makromolekul
yang bersifat netral, namun mayoritas bermuatan karena keberadaan asam
uronat (Asam D-glukuronat), Asam D-galakturonat, dan Asam D- manuroniat.
Bahan-bahan penyusun biofilm yang lain contohnya adalah protein, lipid, dan

lektin.

Struktur dari suatu biofilm adalah unik tergantung dari lingkungan
tempatnya berada, contohnya adalah kandungan nutrisi dan keadaan fisik.
Selain itu, di alam, sangat jarang terdapat biofilm yang hanya terdiri dari satu
spesies, biasanya biofilm tersusun dari beberapa spesies dalam lapisan-lapisan

yang berbeda.

Mikroorganisme  fotosintetik ada di permukaan paling atas,
mikroorganisme kemoorganotrof anaerob fakultatif di bagian tengah, sedangkan
di bagian dasar adalah mikroorganisme anaerob pereduksi sulfat Pada bagian
atas, cahaya matahari lebih mudah didapat sehingga dapat digunakan untuk
fotosintesis, sedangkan bagian tengah dapat dihuni oleh mikrob kemoorganotrof
fakultatif anaerob karena dapat mentolerir kandungan udara yang sedikit serta
banyak dapat mengakses bahan organik sebagai sumber energinya (Rohmat,

2013).
2.2.3 Pembentukan Biofilm

Pembentukan biofilm terdiri dari 5 tahap yaitu pelekatan awal, pelekatan
permanen, maturasi I, maturasi I, dan dispersi, seperti yang terlihat pada gambar

2.4
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Keterangan: Gambar 2.4 menunjukkan ilustrasi pembentukan biofilm yang dimulai dengan
tahap | perlekatan awal dimana organel ekstraseluler merekat pada permukaan
substrat. Tahap Il adalah perlekatan permaanen yang diinduksi oleh EPS
sehingga adhesi terfasilitasi. Dilanjutkan pada tahap Il yakni mulai terbentuknya
barier fisik biofilm itu sendiri. Tahap IV adalah tahap dimana struktur biofilm ini
berkembang menjadi 3 dimensi dan dilanjutkan tahap V yaitu pelepasan diri
sehingga menempel di substrat lain dan membentuk biofilm lagi.

2.2.3.1 Perlekatan Reversibel

Fase perlekatan reversibel ini, bakteri menggunakan berbagai organel
ekstraseluler dan protein untuk merasa dan merekat pada permukaan termasuk
flagella, pili, fimbriae, curli fibers, dan membran protein terluar. Sel menempel
pada substrat yang terkontak dengannya, juga cairan yang mengandung
elektrolit dan makromolekul (misalnya, DNA, protein, dan asam humat, yang
dibentuk oleh degradasi biomolekul). Komponen larut ini menyerap pada
permukaan dan menyaring sifat kimia dan fisik intrinsik material-material. Ada
kesamaan antara bakteri ini menempel pada alur permukaan dan lampiran dan
penyebaran sel mamalia pada substrat yang direnovasi oleh adsorpsi protein

matriks dan DNA yang disekresikan oleh sel-sel (Renner, 2011).
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2.2.3.2 Perlekatan Ireversibel

Setelah melekat pada permukaan, bakteri mensekresi zat polimer
ekstraseluler (EPS) yang terdiri dari DNA, protein, lipid, dan lipopolisakarida
memfasilitasi adhesi antara sel dan permukaan. Karena terdapat sekresi EPS
itulah dapat terjadi perlekatan ireversibel, proliferasi, dan akumulasi sel kluster

(Renner, 2011).
2.2.3.3 Maturasi Biofilm |

Sel-sel teradsorpsi pada permukaan, kemudian bereplikasi dan tumbuh
menjadi mikrokoloni. Bakteri ini mengeluarkan EPS dan terkapsulasi dalam
lapisan hidrogel, yang membentuk barrier fisik seperti dinding antara koloni
dengan lingkungan ekstraselularnya. Komposisi EPS bervariasi antara kondisi
spesies dan pertumbuhan, dan komunikasi kimiawi antara sel-sel di komuni
merangsang pembentukannya dan sekresi Quorum sensing (QS) adalah contoh

dari komunikasi kimiawi dalam bakteri (Renner, 2011).
2.2.3.4 Maturasi Biofilm I

Komuni bakteri tersebut tumbuh menjadi struktur tiga dimensi dan
mengalami maturasi seiring dengan sel-sel yang bereplikasi dan terakumulasinya
EPS. Sel-sel yang terikat dalam biofilm menempel satu sama lain oleh karena
EPS, dimana bersifat tahan tekanan mekanis dan pelepasan komuni dari

permukaan substrat (Renner, 2011).
2.2.3.5 Pelepasan atau Detachment Biofilm

Setelah membentuk biofilm, beberapa bakteri akan melepaskan diri dan
kembali menjadi bentuk planktonik kemudian menyebar ke dalam cairan massal,

di mana mereka dapat menempel pada permukaan dan membentuk biofilm di
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lingkungan yang baru. Langkah ini penting untuk propagasi dan pembaruan diri

dari koloni (Renner, 2011).
2.2.4 Faktor yang Mempengaruhi Pembentukan Biofilm

Banyak faktor fisika, kimia, dan biologis memfasilitasi penempelan bakteri
ke permukaan. Interaksi spesifik (contohnya receptor ligand binding) dan
interaksi non-spesifik (contohnya hidrofobisitas) berpartisipasi pula dalam
penempelan sel. Sedangkan faktor mekanis dan topografis yang berperan dalam
perlekatan sel cukup rumit, karena kondisi ini dapat bervariasi pada strain bakteri
dan kondisi ekstraseluler termasuk kondisi lingkungan sekitar substrat dalam
kecepatan pertumbuhan sel (contohnya suhu , sumber karbon , aliran fluida , dan

komposisi media nutrisi dan faktor pertumbuhan) (Renner, 2011).
2.2.5 Quorum Sensing Staphylococcus aureus

Quorum sensing (QS) adalah komunikasi antar sel bakteri yang
dimediasi oleh autoinduser (Al) pada quorum populasi tertentu untuk mengatur
ekspresi gen-gen tertentu (Rukayadi dan Hwang 2009). Al adalah senyawa
berbobot molekul rendah, pada umumnya merupakan homoserine lactone (HSL)
yang disekresikan bakteri dan diakumulasikan sehingga Al dikenali sel bakteri
lainnya kemudian diserap kembali. Jika sinyal HSL yang dihasilkan memiliki
konsentrasi yang rendah, maka aktivitas bakteri tidak akan terpengaruh.
Sebaliknya, jika sinyal HSL meningkat, maka bakteri lain akan menangkap
sinyal tersebut. HSL yang dikeluarkan akan masuk kembali dalam bakteri-
bakteri tersebut dan menempel pada reseptor HSL. Hal ini dapat memicu respon
sel seperti aktivitas metabolik yang berubah atau produksi toksin (Costerton,

2004).
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Gambar 2.5 llustrasi Quorum Sensing pada Biofilm (Bill Costerton, 2004)

Keterangan: Gambar 2.5 adalah ilustrasi komunikasi yang dilakukan antar sel untuk
membentuk biofilm. Gambar di atas menyatakan bahwa HSL yang berjumlah
tinggi akan ditangkap oleh sel lain sehingga meningkatkan aktivitas perlekatan
dalam membentuk biofilm.

Sementara sistem quorum-sensing Staphylococcus aureus dikodekan
oleh lokus accesory gen regulator (Agr). Sistem Agr berkontribusi untuk virulensi
dalam pembentukan biofilm terkait infeksi, termasuk endokarditis dan
osteomielitis, meskipun peran yang spesifik dari sistem Agr bervariasi dengan

jenis model infeksi yang terjadi (Yarwood et al., 2004).
2.2.6 Resistensi Bakteri terhadap Antibiotika

Resistensi antibiotika yang diperantarai oleh biofilm saat ini telah menjadi
fenomena baru. Paska pemberian antibiotika dengan dosis bakteriosidik, sebuah
populasi kecil bakteri yang selamat dapat berkoloni pada permukaan substrat
dan membentuk galur bakteri yang lebih resisten terhadap terapi antibiotika

(Wood et al., 2009). Organisme pada biofilm sangat sulit dieradikasi. Substansi
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biosidik membutuhkan konsentrasi 50-600 kali lebih besar dibandingkan dengan

konsentrasi bakterisidik minimal (Kumar and Menon, 2006).

Bakteri pembentuk biofilm mempunyai kelebihan dibandingkan bakteri
lain. Dengan struktur biofilm, bakteri dapat terlindung dari agen topikal,
mencegah migrasi dan proliferasi dari sel keratinosit, dan terlindung dari

antibiotik sistemik (Wood et al., 2009).

Biofilm dapat menimbulkan resistensi antibiotika tiga kali lebih banyak
dibandingkan sel bakteri planktonik. Namun, bila sel bakteri tersebut melepaskan
diri dari biofilm, maka sel bakteri berubah kembali menjadi sel yang sensitif
terhadap antibiotika. Sejumlah faktor yang mungkin menyebabkan resistensi
telah diteliti, di antaranya adalah pembentukan penahan difusi terhadap bahan
kimia yang diperantarai oleh glikokaliks, interaksi eksopolimer dengan antibiotika,
pertumbuhan lambat sel bakteri, hipermutasi sel, keadaan multiseluler dan

ekspresi gen resistensi tertentu (Pace et al., 2006).
2.2.7 Uji Pembentukan Biofilm
2.2.7.1 Metode Tabung

TSB dengan 2% sukrosa digunakan dalam metode ini. TSB dengan
sukrosa diinokulasi dengan satu ose penuh mikroorganisme dari kultur semalam
dan diinkubasi selama 24 jam pada 37 ° C. Tabung kemudian dituang dan dicuci
dengan PBS pH 7,2 untuk menghilangkan sel-sel non-adheren. Tabung
kemudian dikeringkan dan diwarnai dengan 0,1% kristal violet selama 30 menit.
Kelebihan pewarnaan dicuci dengan air dan tabung dibiarkan kering di posisi
terbalik dan diamati untuk pembentukan biofilm. Sebuah film terlihat melapisi sisi

dan dasar tabung. Hal ini sebagai indikasi pembentukan biofilm. Jumlah biofilm
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dinilai sebagai O - tidak ada, 1 - lemah, 2 - sedang atau 3 — kuat (Praharaj et al.,

2013)

Tube Method
- {Varying degrees of biofilm fornmation)

Gambar 2.6 Perbedaan warna pada pembentukan biofilm dengan metode
tabung (Praharaj et al., 2013)

Keterangan: Gambar 2.6 menunjukkan warna ungu yang berada pada tabung merupakan
biofilm yang terbentuk. Tabung dengan keterangan 2+ menunjukkan warna ungu
pekat yang menandakan biofilm yang terbentuk masih kuat. Tabung dengan
keterangan 1+ menunjukkan warna ungu yang cukup pudar menunjukkan biofilm
lemah. Sementara tabung dengan keterangan negatif atau tidak berwarna ungu
menunjukkan tidak ada biofilm yang terbentuk.

2.2.7.2 Metode Congo Red Agar

Metode Congo Red Agar (CRA) dapat mendeteksi kemampuan produksi
bakteri akan biofilm. Agar plate diberi 5% sukrosa dan stain Congo Red (0,8 g/L)
dan diinkubasi selama 24 sampai 72 jam dalam suhu 37°C. Produsen biofilm
akan membentuk koloni hitam pada Congo Red Agar, sementara non-produsen
biofilm membentuk koloni merah. Pewarnaan Congo red ini berinteraksi langsung
dengan polisakarida tertentu, membentuk kombinasi warna yang kompleks. Pada
kultur ini, terdapat lima skala warna. Dua jenis warna diantaranya hitam terang

(Bright Black) dan hitam kering-opak (dry-opaque Black) diklasifikasikan sebagai
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produsen biofilm. Sementara warna merah, merah muda, dan bordeaux
diklasifikasikan sebagai biofilm negatif atau non-produsen biofiim. Dalam
beberapa kasus, subkoloni merah dan bordeaux muncul di tengah koloni hitam
setelah 48 jam kultur. Subkoloni ini harus diambil dan dikultur pada Congo Red
Agar selama 24 jam untuk menetukan varian produsen atau non-produsen

(Oliveira, 2010).

Biofilm
positive strain
: Biofilm
" ps negative strain
Congo Red agar with biofilm positive &
negative strains

Gambar 2.7 Perbedaan Warna Bakteri Pembentuk Biofilm dan Non Biofilm

pada Congo Red Agar (Praharaj et al., 2013)

Keterangan: Gambar 2.7 menunjukkan perbedaan warna antara bakteri pembentuk biofilm
dengan bakteri yang tidak membentuk biofilm pada media CRA. Warna hitam
seperti yang ditunjuk oleh panah merah membuktikan bahwa biofilm terbentuk.
Sementara warna merah seperti yang ditunjuk panah kuning membuktikan tidak
ada biofilm yang terbentuk.

2.2.7.3 Metode Microtiter Plate-Test

Tes pembentukan biofilm oleh bakteri S. aureus dapat digunakan
microtiter plate-test. Koloni bakteri yang telah tumbuh dalam semalam pada agar
darah diinokulasi di kaldu kedelai triptycase ( TSB ) dengan 2 % sukrosa dan
diinkubasi pada suhu 37 ° C semalam . Pertumbuhan semalam ini diencerkan 1 :

100 di TSB dengan sukrosa . 200 uL inokulum yang telah diencerkan ini
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ditambahkan ke microtiter plate . Microtiter plate diinkubasi secara aerob pada
suhu 37 ° C selama 48 jam . Pada akhir 48 jam , koloni dibuang dari well . Well
dicuci dengan PBS ( pH 7,2 ) untuk mengangkat sel planktonik nonadherent.
Biofilm yang adheren kemudian difiksasi dengan menggunakan 2 % natrium
asetat selama 20 menit . Microtiter plate kemudian dikeringkan pada suhu kamar
dan akhirnya diwarnai dengan 0,1 % safranin selama 20 menit . Plate kemudian
dicuci lima kali dan dikeringkan. Absorbansi biofiim pada permukaan bawah
setiap well ditentukan pada 490 nm dengan metode ELISA . Semua strain
diinokulasi rangkap tiga pada microtiter plate dan semua percobaan diulang tiga

kali (Praharaj et al., 2013).

Biofilm positive
strain

Microtitre Plate assay for biofilm
formation

Gambar 2.8 Perbedaan Warna Bakteri Pembentuk Biofilm dan Non Biofilm
pada Microtiter Plate (Praharaj et al. 2013)

Keterangan: Gambar 2.8 menunjukkan warna merah tua pada microtiter plate membuktikan
bakteri yang diinokulasi tersebut membentuk biofilm
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2.3 Teh Hijau
2.3.1 Klasifikasi Teh

Teh diproduksi dari pucuk daun muda tanaman teh (Camellia sinensis).
Produk daun teh dapat menjadi berbeda satu sama lain karena melalui berbagai
metode atau cara pengolahan yang berbeda. Oleh karena itu, berdasarkan
penanganan pasca panennya produk teh diklasifikasikan menjadi 4 (empat) jenis

di antaranya adalah sebagai berikut.
2.3.1.1. Teh hijau

Teh hijau diperoleh tanpa proses fermentasi (oksidasi enzimatis), yaitu
dibuat dengan cara menginaktifkan enzim fenolase yang ada dalam pucuk daun
teh segar, dengan cara pemanasan sehingga oksidasi terhadap katekin (zat
antioksidan) dapat dicegah. Pemanasan dapat dilakukan dengan dua cara yaitu
dengan udara kering (pemanggangan/sangrai). Cara ini biasa dijumpai pada
pengolahan teh hijau China. Sementara cara kedua adalah pemanasan basah
dengan uap panas (steam). Cara ini biasa digunakan pada pengolahan teh hijau
Jepang atau biasa disebut sencha (Jee Hyun Lee, 2009). Pada kedua metode
tersebut, daun teh sama-sama menjadi layu, tetapi karena daun teh ini segera
dipanaskan setelah pemetikan, maka hasil tehnya tetap berwarna hijau (Juniaty,

2013).
2.3.1.2 Teh Hitam

Teh hitam biasa disebut juga sebagai teh merah, hal tersebut
dikarenakan kebiasaan orang timur menyebutnya teh merah karena larutan teh
yang dihasilkan dari teh ini akan berwarna merah, sedangkan orang barat
menyebutnya teh hitam karena daun teh yang digunakan untuk penyeduhan

biasanya berwarna hitam. Teh hitam merupakan jenis teh yang paling banyak di
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produksi di Indonesia, dimana Indonesia sendiri merupakan pengekspor teh

hitam ke-5 terbesar di dunia.

Teh hitam diperoleh melalui proses fermentasi, dalam hal ini fermentasi
tidak menggunakan mikrobia sebagai sumber enzim, melainkan dilakukan oleh
enzim fenolase yang terdapat di dalam daun teh itu sendiri. Pada proses ini,
sebagian besar katekin dioksidasi menjadi teaflavin dan tearubigin, suatu
senyawa antioksidan yang tidak sekuat katekin. Teh hitam merupakan daun teh
yang paling banyak mengalami pemrosesan fermentasi, sehingga dapat
dikatakan pengolahan teh hitam dilakukan dengan fermentasi penuh. Tahap
pertama, daun diletakkan di rak dan dibiarkan layu selama 14 sampai 24 jam.
Kemudian daun digulung dan dipelintir untuk melepaskan enzim alami dan
mempersiapkan daun untuk proses oksidasi, pada tahap ini daun ini masih
berwarna hijau. Setelah proses penggulungan, daun siap untuk proses oksidasi.
Daun diletakkan di tempat dingin dan lembab, kemudian proses fermentasi
berlangsung dengan bantuan oksigen dan enzim. Proses fermentasi memberi
warna dan rasa pada teh hitam, dimana lamanya proses fermentasi sangat
menentukan kualitas hasil akhir. Setelah itu, daun dikeringkan atau dipanaskan

untuk menghentikan proses oksidasi (Juniaty, 2013)
2.3.1.3 Teh Oolong

Teh oolong diproses secara semi fermentasi dan dibuat dengan bahan
baku khusus, yaitu varietas tertentu seperti Camellia sinensis varietas Sinensis
yang memberikan aroma khusus. Jenis teh oolong, memang belum begitu popu-
lar dibandingkan dengan jenis teh hijau atau teh hitam. Kebanyakan daun teh
oolong dihasilkan perkebunan teh di Cina dan Taiwan, tetapi saat ini teh oolong

telah diproduksi di Indonesia, seperti Jawa Oolong, Olong Bengkulu, dan Olong
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Organik Banten. Proses pembuatan dan pengolahan teh oolong berada diantara
teh hijau dan teh hitam, dimana teh oolong dihasilkan melalui proses pemanasan
yang dilakukan segera setelah proses penggulungan daun, dengan tujuan untuk
menghentikan proses fermentasi, oleh karena itu teh oolong disebut sebagai teh

semi fermentasi.

Bahan baku teh oolong diambil dari 3 daun teh teratas, yang dipetik tepat
pada waktunya, yaitu pada saat tidak terlalu muda dan juga tidak terlalu tua.
Langkah pertama pengolahan teh oolong adalah membuat daun menjadi layu
yaitu daun dibiarkan layu selama beberapa jam dibawah sinar matahari, tapi
kurang dari satu hari. Setelah daun layu, daun diaduk untuk mengeluarkan tetes
kecil air dari daun sehingga proses oksidasi bisa dimulai. Ketika daun terpapar
udara, maka akan berubah warna menjadi lebih gelap. Lamanya waktu daun
mengalami oksidasi tergantung dari jenis oolong, beberapa jenis hanya 10%
teroksidasi, sedangkan yang lain bisa sampai 50% yang teroksidasi. Daun teh
kemudian dipanaskan untuk  menghentikan proses oksidasi dan

mengeringkannya (Juniaty, 2013)
2.3.1.4 Teh Putih

Teh putih merupakan jenis teh yang tidak mengalami proses fermentasi
sama sekali, dimana proses pengeringan dan penguapan dilakukan dengan
sangat singkat. Teh Putih diambil hanya dari daun teh pilihan yang dipetik dan
dipanen sebelum benar-benar mekar. Disebut teh putih karena ketika dipetik
kuncup daunnya masih ditutupi seperti rambut putih yang halus. Daun teh yang
dipetik adalah pucuk daun yang muda, kemudian dikeringkan dengan metode
penguapan (steam dried) atau dibiarkan kering oleh udara (air dried). Daun teh

putih adalah daun teh yang paling sedikit mengalami pemrosesan dari semua
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jenis teh, sedangkan teh jenis yang lain umumnya mengalami empat sampai lima
langkah pemrosesan. Dengan proses yang lebih singkat tersebut, kandungan zat
katekin pada teh putih adalah yang tertinggi. Pucuk daun muda (kuntum daun
yang baru tumbuh) tidaklah dioksidasi; pucuk-pucuk ini dihindarkan dari sinar
matahari demi mencegah pembentukan klorofil. Karenanya teh putih diproduksi
hanya sedikit dibandingkan jenis teh lain, dan akibatnya menjadi lebih mahal

dibandingkan teh lainnya (Juniaty, 2013).
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Gambar 2.9 Diagram Alir Pengolahan Teh (Repository ITB, 2011)

2.3.2 Morfologi Teh (Camellia sinensis)

Daun teh berbau khas aromatik, rasanya agak sepet. Selain itu daun teh
mempunyai ciri—ciri ( morfologi ) sebagai berikut. Helai—helai daun yang cukup
tebal, kaku, berbentuk sudip melebar sampai sudip memanjang, panjangnya
tidak lebih dari 5 cm, bertangkai pendek. Kemudian permukaan daun bagian atas

mengkilat, pada daun muda permukaan bawahnya berambut jika telah tua



31

menjadi licin. Selain itu tepi daun bergerigi, agak tergulung ke bawah, berkelenjar
yang khas dan terbenam (Kartasapoetra, 1992). Camellia sinensis sendiri
memiliki dua varietas yakni var.assamica yang berasal dari Assam (India) dan
var.sinensis yang berasal dari Cina. Varietas assamica daunnya agak besar
dengan ujung yang runcing. Varian teh ini biasanya digunakan untuk
memproduksi jenis minuman teh hitam. Sedangkan varietas sinensis daunnya
lebih kecil dan ujungnya agak tumpul. Daun teh jenis ini biasanya digunakan

untuk memproduksi jenis teh hijau atau green tea.

P

Gambar 2.9 Dedaunan Camellia sinensis (Boldt, 2004)

2.3.3 Taksonomi Teh Hijau

Taksonomi dari tanaman teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) adalah

sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Ericales

Famili : Theaceae



32

Genus : Camellia
Spesies : C. Sinensis
Varietas : var.sinensis

2.3.4 Kandungan Kimia

Kandungan kimia dalam daun teh, khususnya teh hijau digolongkan
menjadi empat kelompok besar yakni substansi fenol, substansi lain, substansi
penyebab aroma, dan enzim (Alamsyah, 2006).
2.3.4.1 Substansi fenol
2.3.4.1.1 Tanin

Tanin merupakan senyawa kimia yang tergolong dalam senyawa polifenol
(Deaville et al., 2010). Tanin mempunyai kemampuan mengendapkan protein,
karena tanin mengandung sejumlah kelompok ikatan fungsional yang kuat
dengan molekul protein yang selanjutnya akan menghasilkan ikatan silang yang
besar dan komplek yaitu protein tanin (Ahadi, 2003). Tanin pada tanaman
diklasifikasikan sebagai tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin
terhidrolisis merupakan jenis tanin yang mempunyai struktur poliester yang
mudah dihidrolisis oleh asam atau enzim, dan sebagai hasil hidrolisisnya adalah
suatu asam polifenolat dan gula sederhana. Golongan tanin ini dapat dihidrolisis
dengan asam, mineral panas dan enzim-enzim saluran pencernaan. Sedangkan
tanin terkondensasi, yang sering disebut proantosianidin, merupakan polimer dari
katekin dan epikatekin
2.3.4.1.2 Katekin (Polifenol)

Polifenol teh atau sering disebut dengan katekin merupakan zat yang
unik karena berbeda dengan katekin yang terdapat pada tanaman lain. Katekin

dalam teh tidak bersifat menyamak dan tidak berpengaruh buruk terhadap
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pencernaan makanan. Katekin teh bersifat antimikroba (bakteri dan virus),
antioksidan, antiradiasi, memperkuat pembuluh darah, melancarkan sekresi air

seni, dan menghambar pertumbuhan sel kanker.

Katekin merupakan kelompok utama dari substansi teh hijau dan paling
berpengaruh terhadap seluruh komponen teh. Dalam pengolahannya, senyawa
tidak berwarna ini, baik langsung maupun tidak langsung selalu dihubungkan

dengan semua sifat produk teh, yaitu rasa, warna, dan aroma.

Katekin merupakan kelompok terbesar dari komponen daun teh, terutama
kelompok katekin flavanol. Katekin tersintesis dalam daun teh melalui jalur asam
melanik dan asam shikimik. Sedangkan, asam galik diturunkan dari suatu produk

antara yang diproduksi dalam jalur metabolik asam shikimik.

Katekin tanaman teh dibagi menjadi dua kelompok utama, yaitu
proanthocyanidin dan poliester. Katekin teh hijau tersusun sebagian besar atas
senyawa-senyawa katekin, (C), epikatekin (EC), galokatekin (GC), epigalokatekin
(EGC), epikatekin galat (ECG), galokatekin galat (GCG), dan epigalokatekin galat
(EGCG). Konsentrasi katekin sangat tergantung pada umur daun. Pucuk dan
daun pertama paling kaya katekin galat. Kadar katekin bervariasi tergantung

pada varietas tanaman tehnya.

Katekin membentuk beberapa kompleks dalam reaksi dengan kafein,
protein, peptida, ion tembaga, atau siklodekstrin. Dalam kemunculan oksigen
tidak terlarut, tampak bahwa sifat-sifat kimia pembentukan katekin kompleks teh
hijau dengan substansi yang disebutkan di atas sangat berhubungan dengan

fungsi fisiologis katekin teh hijau (Alamsyah, 2006).
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Gambar 2.10 Susunan dari Cathecin, Gallocathecin, Epikatekin, dan
Epigallocathecin (Yamanishi, 1968)

2.3.4.1.3 Flavanol

Flavanol tanaman teh menunjukkan suatu kelompok senyawa yang

sangat mirip komposisi kimianya dengan katekin. Flavanol pada teh meliputi

guersetin, kaemmferol, dan mirisetin. Flavanol merupakan satu di antara sekian

banyak antioksidan alami yang terdapat dalam tanaman pangan dan mempunyai

kemampuan mengikat logam. Aktivitas antioksidan flavanol meningkat seiring

dengan bertambahnya gugus hidroksil dalam cincin A dan B (Alamsyah, 2006).
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Tabel 2.1 Kandungan Flavonoid Teh hijau (mg/100gram) (Amiot, 2003)

Sub kelas Flavonoid Rata-rata Minimal Maksimal
Polifenol Epicathecin 791,46 190,00 2000,00
Epicathecin-3 1701,59 500,00 4630,00
gallate
Epigallocathecin 1695,02 100,00 5440,00
Epigallocathecin- 8294,91 1600,00 20320,00
3 gallate
Cathecin 33,00 0,00 100,00
Flavanols Kaempferol 151,90 77,61 331,00
Myricetin 108,25 52,00 159,00
Quercetin 255,55 140,00 405,00

2.3.4.2 Substansi bukan fenol

2.3.4.2.1 Karbohidrat

Daun teh juga mengandung karbohidrat, dari gula sederhana hingga
yang kompleks. Karbohidrat yang penting diantaranya sukrosa, glukosa, dan
fruktosa. Keseluruhan karbohidrat yang dikandung teh adalah 0,75% dari berat
kering daun (Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.2 Substansi pektin

Substansi pektin terutama terdiri atas pektin dan asam pektat. Besarnya
bervariasi, yaitu 4,9-7,6% dari berat kering daun. Substansi ini dianggap ikut

menentukan sifat baik dari teh hitam karena dua hal.
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Pertama, pektin akan diurai menjadi asam pektat dan metil alkohol
akibat adanya enzim pektin metil esterase. Metil alkohol ini akan menguap ke
udara, tetapi sebagian yang kembali akan berubah menjadi ester-ester dengan

asam organik yang ada.

Kedua, asam pektat dalam suasana asam akan membentuk gel. Gel ini
akan membuat daun mempertahankan bentuk keritingnya setelah digiling.
Selanjutnya, gel ini akan membentuk lapisan di permukaan teh sehingga akan
ikut mengendalikan proses oksidasi. Pada saat pengeringan, lapisan gel akan
mengering membentuk lapisan mengilat yang sering disebut dengan bloom dari
teh (Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.3 Alkaloid

Popularitas teh sebagian besar disebabkan oleh adanya alkaloid yang
dikandungnya. Sifat penyegar teh berasal dari bahan tersebut, yaitu sebesar 3-

4% dari berat kering daun. Alkaloid utama dalam daun teh adalah kafein.

Kafein tidak mengalami perubahan selama pengolahan teh, tetapi
dipandang sebagai bahan yang menentukan kualitas teh. Kafein akan bereaksi
dengan katekin atau hasil oksidasinya membentuk senyawa yang menentukan
kesegaran (briskness) dari seduhan teh (Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.4 Klorofil dan zat warna yang lain

Salah satu unsur penentu kualitas teh hijau adalah warnanya. Warna
hijau pada daun teh ditentukan oleh adanya klorofil. Zat warna dalam daun teh
mendukung 0,019% dari berat kering daun. Pada oksidasi katekin, selain karena
tertutup oleh hasil oksidasi katekin, klorofil tidak tampak karena mengalami

pembongkaran menjadi feofitin yang berwarna hitam.
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Dalam proses inaktivasi enzim terjadi pemanasan senyawa Kklorofil
dalam lingkungan yang basah dan dalam suasana asam. Keadaan ini
menyebabkan perubahan dari warna hijau segar menjadi hijau zaitun karena
klorofil diubah menjadi feofitin. Jika terjadi suasana yang sangat asam, feofitin
akan diubah menjadi feoforbid yang berwarna hijau kecokelatan (Alamsyah,
2006).
2.3.4.2.5 Protein dan asam amino

Daun teh mengandung protein yang dirasakan sangat besar peranannya
dalam pembentukan aroma pada teh. Diketahui bahwa perubahan utama selama
proses pelayuan teh hitam adalah pembongkaran protein menjadi asam-asam
amino. Asam amino bersama karbohidrat dan katekin akan membentuk senyawa
aromatis. Asam amino yang banyak berpengaruh dalam hal ini adalah alanin,
fenil alanin, valin, leusin, dan isoleusin. Seluruh kandungan protein dan asam

amino bebas adalah 1,4-5% dari berat kering daun.

Asam amino mempunyai peran penting dalam menentukan aroma teh.
Reaksi asam amino dengan katekin pada temperatur tinggi menghasilkan
aldehid yang bertanggungjawab atas aroma teh. Dalam daun teh juga muncul
asam amino yang biasanya dikenal sebagai tehanin. Kemunculannya dalam teh
hijau berhubungan dengan kualitas minuman teh (Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.6 Asam organik

Dalam proses metabolisme (terutama respirasi), asam organik berperan
penting sebagai pengatur proses oksidasi dan reduksi. Selain itu, asam organik
juga merupakan bahan pembentuk karbohidrat, asam amino, dan lemak untuk

tanaman.
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Peranan asam organik selama pengolahan teh tidak terlalu nyata.
Kemungkinan yang tampak adalah reaksinya dengan metil alkohol (akibat
terbongkarnya pektin) membentuk ester yang memberi aroma sedap pada teh
(Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.7 Substansi resin

Aroma teh juga tergantung pada minyak esensial dan resin. Sebagai
bahan kimia, resin sukar dibedakan dengan minyak esensial dan terpene.
Kandungan resin besarnya 3% dari berat kering daun. Peranan resin yang lain
adalah menaikkan daya tahan tanaman teh terhadap kondisi beku (Alamsyah,
2006).
2.3.4.2.8 Vitamin

Daun teh mengandung beberapa vitamin, yaitu vitamin C, K, A, B1, dan
B2. Vitamin C merupakan senyawa yang sangat peka terhadap oksidasi. Laju
oksidasi vitamin C dan komponen lain dipacu oleh adanya temperatur yang
tinggi.

Kandungan vitamin C dalam teh dapat dikatakan kecil karena selama
proses pengolahannya telah mengalami oksidasi sehingga menghilangkan vita-
min C. Demikian juga dengan vitamin E yang banyak hilang selama proses

pengolahan dan penyimpanan.

Kandungan vitamin C pada teh sebesar 100-250 mg. Namun,
kandungan sebesar itu hanya terdapat pada teh hijau. Vitamin K dalam teh hijau
juga terdapat dalam jumlah banyak (300-500 IU/g) (Alamsyah, 2006).
2.3.4.2.9 Substansi mineral

Substansi mineral bertanggung jawab atas perubahan koloid dan

langsung berpengaruh pada metabolisme sel. Kandungan mineral dalam daun
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teh cukup banyak. Mineral berfungsi dalam pembentukan enzim di dalam tubuh,
termasuk antioksidan. Teh ternyata menyimpan potensi sebagai sumber mineral
tubuh yang penting dalam berbagai proses metabolisme. Kandungan mineral
tersebut berupa makro dan trace mineral. Keduanya sangat diperlukan sebagai
nutrisi tubuh. Kandungan mineral dalam daun teh yaitu magnesium, kalium, flour,

natrium, kalsium, seng, mangan, cuprum, dan selenium (Alamsyah, 2006).
2.3.4.3 Substansi Penyebab Aroma

Salah satu sifat penting dari kualitas teh adalah aroma. Munculnya
aroma pada teh hijau langsung atau tidak langsung selalu dihubungkan dengan
terjadinya oksidasi senyawa katekin. Penelitian yang intensif terhadap aroma teh
telah dilakukan oleh para peneliti Jepang. Mereka menggolongkan aroma teh ke
dalam empat kelompok, yaitu fraksi karboksilat, fenolat, karbonil, dan fraksi netral

bebas karbonil.

Ada beberapa pendapat mengenai sumber aroma dari teh. Pendapat
tertua mengatakan bahwa aroma teh berasal dari glikosida yang terurai menjadi
gula sederhana dan senyawa yang beraroma. Peneliti lain menyatakan bahwa
munculnya aroma teh adalah akibat dari penguraian protein. Adanya minyak
esensial yang mudah menguap juga disebut sebagai sumber aroma teh jadi.
Pendapat lain mengatakan bahwa aroma berasal dari oksidasi karotenoid yang
menghasilkan senyawa mudah menguap (aldehid dan keton tak jenuh)

(Alamsyah, 2006).
2.3.4.4Enzim-enzim

Beberapa enzim terdapat dalam daun teh. Peranan penting dari enzim-

enzim ini adalah sebagai biokatalisator pada setiap kali reaksi kimia di dalam
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tanaman. Enzim yang dikandung dalam daun teh di antaranya invertase,

amilase, b-glukosidase, oximetilase, protease, dan peroksidase.

Enzim lain yang tidak penting dalam proses kehidupan tanaman tetapi
penting pada proses pengolahan teh adalah polifenol oksidase yang dapat
mengatalisa reaksi oksidasi katekin. Enzim ini tersimpan dalam sitoplasma,
sedangkan katekin ada dalam vakuola. Oleh karena itu, dalam keadaan tidak

ada perusakan sel, kedua bahan ini tidak saling bertemu untuk bereaksi.

Enzim polifenol oksidase teh merupakan bagian terpenting dalam
pengolahan teh, karena bertangung jawab langsung atau tidak langsung pada
sebagian besar atau keseluruhan reaksi yang terjadi selama oksidasi enzimatis.
Aktivitas polifenol oksidase yang paling besar terdapat pada daun teh yang

paling muda (Alamsyah, 2006).
2.3.5 Khasiat Teh Hijau
2.3.5.1 Teh Hijau sebagai Antikanker

Senyawa terbesar teh hijau adalah epigalokatekin gallat (EGCG)
yang diunggulkan sebagai senyawa pencegah kanker (chemopreventive agent).
Penggunaan 1,25% ekstrak teh hijau (serupa dengan kadar teh dalam minuman
sehari-hari) dapat menekan pembentukan tumor yang diinduksi oleh 7,12-dimetil-
benz-a-antrasena (DMBA) pada tikus hingga 82%. EGCG juga dapat
menghambat karsinogenesis yang disebabkan oleh benzo-a-piren (polutan yang
berasal dari asap tembakau). EGCG yang ada dalam teh hijau dalam konsentrasi
yang cukup tinggi mengandung enzim dihydrofolate reductase (DHFR) yang

dikenal sebagai target bahan obat antikanker.

Teh hijau dapat menghambat pertumbuhan sel kanker karena dapat

menghambat aktivitas mutagenik beberapa senyawa karsinogen. Kanker yang
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terbukti dapat dihambat pertumbuhannya oleh teh hijau antara lain kanker kulit,
kanker usus besar, kanker kelenjar pankreas, kanker hati, kanker payudara,

kanker paru dan kanker kerongkongan (Alamsyah, 2006).
2.3.5.2 Teh Hijau untuk Kesehatan Jantung

Hasil penelitian menunjukkan bahwa mengonsumsi secangkir teh hijau
setiap hari dapat menurunkan resiko penyakit jantung hingga 44%. Hal ini
disebabkan antioksidan yang terkandung dalam teh hijau dapat menghancurkan
lemak pada arteri sehingga dapat menurunkan resiko penyakit jantung. Selain
itu, antioksidan dapat memperlancar sistem sirkulasi darah, menguatkan
pembuluh darah, dan membantu meningkatkan jumlah leukosit yang

bertanggung jawab melawan infeksi.

Katekin dan theaflavin dalam teh hijau akan menghambat aktivitas
angiotensin converting enzym (ACE) yaitu suatu enzim yang mengkatalisa
senyawa yang dapat menyebabkan tingginya tekanan darah. Timbulnya
arterosklerosis juga dapat dicegah oleh teh hijau karena teh hijau dapat
mengurangi pengentalan dan agregasi darah dan menurunkan kadar kolesterol

dalam darah (Alamsyah, 2006).
2.3.5.3 Teh Hijau untuk Penyakit Ginjal dan Antidiabetes

Metilguanidin merupakan racun uremik yang potensial. Metilguanidin
diproduksi dari senyawa protein kreatin melalui kreatol oleh oksigen aktif atau
radikal hidroksil. Jadi, radikal hidroksil merupakan penyebab kesalahan metabolik
uremia sehingga dapat menimbulkan beberapa penyakit ginjal. Kandungan

EGCG pada teh hijau dapat berperan sebagai penetral hidroksi radikal.

Kandungan Mangan (Mn) yang terdapat dalam teh khususnya teh hijau

dapat membantu menguraikan gula menjadi energi dimana hal ini esensial bagi
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penderita diabetes. Selain itu, katekin dalam teh hijau dapat membantu

menurunkan kadar gula darah (Alamsyah, 2006).
2.3.5.4 Teh Hijau Mencegah Karies Gigi

Katekin yang terkandung dalam teh hijau mengandung flour yang dapat
memperkuat struktur email gigi serta menurunkan kadar asam yang dihasilkan

oleh bakteri plak sehingga teh hijau dapat mencegah karis gigi (Alamsyah, 2006).
2.3.5.5 Teh Hijau sebagai Antibakteri

Kandungan teh yang berperan sebagai antibakteri adalah katekin (Tiwari
et al, 2005). Katekin merupakan prekursor pembentuk tanin. Tanin termasuk
dalam kelompok polifenol yang menghambat fungsi membran sitoplasma dan
mendenaturasi protein. Katekin menghancurkan membran lipid bilayer sehingga

sel kehilangan struktur dan fungsinya dan menjadi lisis (Ciraj et al, 2005).

Epigalokatekin, epigalokatekin gallat dan flavanol memiliki peran utama
dalam menghambat sintesis asam lemak bakteri (Zhang & Rock, 2004). Asam
lemak dalam bakteri digunakan terutama untuk membentuk membran sel bakteri.
Oleh karena adanya hambatan sintesis asam lemak, maka pembentukan
membran sel bakteri pun terganggu. Hal ini mengakibatkan struktur dan fungsi
membran sel bakteri rusak dan pada akhirnya sel bakteri akan mengalami lisis

dan mat.

Sifat katekin yang sangat larut air dan lipofilik menyebabkan katekin
sangat mudah melekat pada protein bakteri serta toksin yang dihasilkan bakteri.
Sehingga terbentuk ikatan yang menghambat perlekatan pada sel tubuh manusia

(Zhang & Rock, 2004).
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2.3.5.6 Teh Hijau dan Farmakokinetiknya

Teh hijau mengandung polifenol dengan jumlah tertinggi dibandingkan
dengan tiga jenis teh lainnya. Polifenol pada teh hijau merupakan antioksidan
kuat yang didominasi oleh katekin dimana terdiri dari empat komponen terbanyak
seperti yang telah dijelaskan sebelumnya yakni EC, EGC, ECG dan EGCG.
Farmakokinetik polifenol teh setelah meminumnya, metabolithnya memberikan
aksi lokal jaringan. Dalam satu cangkir teh hijau mengandung 100-200 mg
EGCG, efek sebagai antioksidan mencapai puncaknya dalam tubuh kurang lebih
antara 30-50 menit kemudian setelah mengkonsumsi teh (Benelli, 2002). Kadar
EGCG, EGC dan EC dijumpai dalam saliva 10-20 menit kemudian setelah
mengkonsumsi teh hijau 2-3 cangkir. Waktu paruh EGCG kira-kira 5-5.5 jam,
hampir dua kali EGC (2.5-3.4 jam). EGC dan EC dalam 8 jam diekskresikan
kedalam urin (Hasan, 2000). Pada penelitian di Jepang terbukti dengan
mengkonsumsi teh 5-10 cangkir /hari, signifikan menurunkan frekuensi
karsinoma gaster, menurunkan risiko kanker kolorektal dan kanker oesopagus.
Selain itu antioksidan teh hijau mempunyai potensi dalam mereduksi 4-metil ni-
trosamin-1-3piridil-1-butanon suatu zat karsinogenik dalam tembakau, sehingga
mereduksi stress oksidasi pada perokok yang berimplikasi menurunkan kanker

paru pada perokok (Katiyar, 2001).
2.3.5.7 Efek Samping Teh Hijau

Teh hijau mengandung setengah jumlah kafein yang ditemukan dalam
kopi. Bagi sebagian orang yang sensitif dengan kafein, akan mendapati gejala
seperti kegelisahan, mudah tersinggung, susah tidur, tremor, jantung berdebar,
hilangnya nafsu makan, mual, terlalu sering buang air kecil bahkan merah pada

kulit. Selain kanfungan kafein, terdapat juga katekin dan tanin yang telah
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seringkali dikaitkan dengan risiko kehamilan, salah satunya menyebabkan
gangguan saraf pada bayi. Namun jika dikonsumsi secara wajar, resiko tersebut

tidak perlu dikhawatirkan terjadi (Ekasari, 2011).
2.3.6 Senyawa Penghambat Biofilm
2.3.6.1 Tanin

Tanin memiliki kemampuan untuk menginaktivasi adhesin, enzim
protease, protein, transport dinding sel, perusakan substrat, dan berikatan
dengan polisakarida dinding sel bakteri (Naim, 2004). Tanin dapat menghambat
pembentukan biofiim dengan menghambat koagulasi plasma yang mana
koagulasi plasma ini dibutuhkan oleh bakteri untuk membentuk biofilm. Tanin
juga dapat menghambat sinyal pada mekanisme quorum sensing meskipun efek

yang ditimbulkan tidak signifikan (Huber, 2003).
2.3.6.2 Flavanol

Flavanol yang terdapat pada teh hijau yang mempunyai efek inhibisi
terhadap molekul adhesin dimana adhesin merupakan salah satu faktor utama
yang mempengaruhi pembentukan biofilm selain eksopolisakarida (EPS).
Adhesin berperan pada transkripsi dan perlekatan sel bakteri di permukaan

substrat.
2.3.6.3 Katekin (Polifenol)

Senyawa polifenol pada teh hijau terdiri dari empat komponen senyawa
utama yakni epikatekin (EC), epigalokatekin (EGC), epikatekin galat (ECG),dan
epigalokatekin galat (EGCG). Senyawa EGCG yang terdapat dalam polifenol ini
mampu menghambat biofilm dengan cara menurunkan pertumbuhan sel bakteri
pada dosis tinggi dan menginhibisi quorum-sensing. Pada pemberian yang

mencapai konsentrasi tertentu, EGCG dapat mereduksi intensitas sinyal pada
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guorum-sensing bakteri hingga 50%. Selain itu EGCG yang terdapat dalam
polifenol dapat mengurangi daya motilitas dan ketebalan biofilm yang dibentuk
bakteri secara signifikan (Huber, 2003). Selain itu EGCG berperan dalam
aktivitas perusakan biofilm. Aktivitas ini meliputi penempelan pada koloni bakteri,
pendegradasian eksopolisakarida, dan perusakan membran pada bakteri
(Maeyama, 2005). EGCG mengintervensi polisakarida yang membentuk
glycocalix, dan menghambat interaksi antar sel maupun dengan dinding sel
sehingga mereduksi jumlah lendir yang diproduksi untuk perlekatan koloni.
EGCG juga dapat mengikat peptidoglikan dan merusak kekuatan dinding sel
bakteri sehingga fase awal pembentukan biofilm yang membutuhkan interaksi
hidrofobik antar dinding sel bakteri dengan permukaan yang akan terkolonisasi

dapat diintervensi (Blanco A.Rita et al, 2005).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep
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Tanin pada teh hijau memiliki kemampuan untuk menghambat koagulasi
plasma, dimana koagulasi ini penting dalam pembentukan biofilm (Huber, 2003).
Flavanol mempunyai efek inaktivasi terhadap adhesin (Cowan 1999; Crespo et
al., 2008). Sementara katekin mengintervensi polisakarida yang membentuk
glycocalix, dan menghambat interaksi antar sel dengan mereduksi sinyal

qguorum-sensing (Blanco A.Rita et al, 2005).
3.2 Hipotesis Penelitian

Ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) dapat menghambat

pembentukan biofilm Staphylococcus aureus secara in vitro.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan menggunakan rancangan true experimental untuk
mengetahui pengaruh ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis) terhadap
pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus aureus. Desain penelitian ini

adalah post-test only control group design menggunakan metode tube-test.

Kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak mendapat perlakuan.
Kelompok perlakuan adalah kelompok yang mendapat perlakuan berupa
pemberian ekstrak dengan dosis 1,625%, 2,125%, 2,625%, 3,125%, 3,625%,
4,125%, dan 4,625%. Hal ini didasarkan pada uji eksplorasi yang dilakukan
sebelumnya yang menunjukkan bahwa ekstrak teh hijau dapat menghambat

pembentukan biofilm Staphylococcus aureus pada konsentrasi 3,125%.
4.2 Populasi dan Sampel

Penelitian ini menggunakan sampel Staphylococcus aureus pembentuk
biofilm. Sampel ini diperoleh dari isolat Staphylococcus aureus swab tenggorok
pembentuk biofilm yang dimiliki Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Jumlah pengulangan penelitian dihitung dengan rumus

sebagai berikut (Notobroto, 2005):

(p-1) (n-1) >15
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8-1) (n-1) >15

7n-7 =15
7n > 22
n >3,1

Keterangan:

n = jumlah pengulangan

p = jumlah perlakuan (dosis ekstrak teh hijau): 0 (kontrol), 1,625%,
2,125%, 2,625%, 3,125%, 3,625%, 4,125%, dan 4,625% = 8 perlakuan

dipilih berdasarkan hasil uji eksplorasi yang dilakukan sebelumnya.
Berdasarkan hasil penghitungan menggunakan rumus tersebut, minimal
harus dilakukan 4 kali pengulangan pada penelitian ini.
4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas penelitian adalah konsentrasi ekstrak teh hijau. Dalam
penelitian ini digunakan konsentrasi 1,625%, 2,125%, 2,625%, 3,125%, 3,625%,

4,125%, dan 4,625% .
4.3.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah pembentukan biofilm oleh

Staphylococcus aureus yang diukur dengan metode tube-test.
4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2014 sampai dengan September
2014 di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang. Pembuatan ekstrak teh hijau dilakukan di Laboratorium farmakologi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
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4.5.1 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Teh hijau

1.

10.

11.

12.

13.

4.5.2 Alat dan Bahan ldentifikasi Bakteri

Alat dan Bahan Penelitian

Teh hijau (Camelia sinensis var. sinensis)

Etanol 96%
Timbangan analitik
Sokhlet

Gelas kimia 250 ml
Cawan petri
Spatula

Desikator

Penjepit cawan petri
Thimble

Kertas saring
Pemanas aquades

Oven.

Isolat Staphylococcus aureus
NAP (Natrium Agar Plate)

Bahan tes Katalase : H,O, 3 %

50

Bahan latex agglutination test : Staphylococcus aureus test latex reagent

Bahan pengecatan Gram : kristal violet, lugol, alkohol 96 %, dan safranin

Minyak imersi, ose, dan mikroskop

Lampu spiritus
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8. Tabung reaksi
9. Medium Chrom Agar
45.3 Alat dan Bahan Deteksi Biofilm

1. Tryticase Soy Broth (TSB) dengan 1% glukosa (TSBglu)

2. Biakan Staphylococcus aureus pembentuk biofilm
3. Tabung reaksi

4. Phospate Buffer Saline (PBS) PH 7,3

5. Kristal violet

6. Deionized water

7. Ose

8. Pipet

9. Beaker glass

10. Inkubator
4.6 Definisi Operasional

1. Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif berbentuk kokus, be-
gerombol seperti buah anggur, hasil tes katalase positif, dan tes koagulase
positif, membentuk koloni berwarna kuning emas pada medium Nutrient
Agar Plate. Staphylococcus aureus yang dipakai dalam penelitian ini
didapat dari swab tenggorok yang dimiliki oleh Laboratorium Mikrobiologi

FK UB yang pengidentifikasiannya menggunakan metode tube-test.

2. Biofilm adalah agregat multiseluler yang membentuk lapisan padat pada
permukaan suatu substrat atau medium. Pada penelitian ini biofilm diben-

tuk oleh Staphylococcus aureus pada medium tabung.
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Ekstrak teh hijau adalah hasil ekstraksi cair teh hijau dengan pelarut
etanol. Ekstrak yang didapat dianggap memiliki kandungan ekstrak sebe-
sar 100%. Teh  hijau berasal dari teh kemasan bernama
“YAMAMOTOYAMA SEN CHA Green tea” yang diimpor dari perusahaan

Yamamotoyama of America, California.

Metode tabung adalah metode deteksi biofilm dengan menggunakan

tabung sebagai medium yang bersifat kualitatif.

Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) adalah konsentrasi
ekstrak teh hijau terendah yang mampu menghambat pembentukan biofilm
Staphylococcus aureus yang ditandai dengan menipisnya bentukan cincin

dan lapisan ungu kebiruan pada dinding dan dasar tabung.

Mean Gray Value adalah skala intensitas warna pada program Adobe
Photoshop CS3. Skala berkisar antara 0-255. Angka mendekati O
menunjukkan kepekatan warna yang tinggi. Sedangkan angka mendekati

255 menunjukkan kepekatan warna yang rendah.

Prosedur Penelitian

4.7.1 Persiapan Teh hijau (Camellia sinensis var.sinensis)

4.7.1.1 Ekstraksi dan Evaporasi

1.

2.

Teh hijau kering ditimbang dalam neraca analitik seberat 100 gram.
Teh hijau tersebut diletakkan dalam thimble atau selongsong tempat

sampel dan dimasukkan dalam ekstraktor sokhlet.
Labu yang sudah berisi etanol 96% dihubungkan dengan sokhlet.

Kondensor dihubungkan juga dengan sokhlet dan dipasang selang air
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5. Buka aliran air sehingga selang air terisi dan berfungsi sebagai pendingin.
Nyalakan alat pemanas listrik yang ditempatkan di bawah labu, dan proses

ekstraksi dimulai.

6. Uap dari hasil didihan pelarut atau etanol 96% akan berjalan melalui
sokhlet menuju kondensor, dan di sana akan kembali menjadi fase cair
karena terdapat proses pendinginan yang disebabkan oleh adanya aliran
air. Fase cair ini akan menetes ke thimble dan melarutkan lemak sampel
sehingga sari atau tetesan ekstrak akan mengalir menuju labu. Proses ini

berlangsung selama £5 jam.

7. Pelarut atau etanol 96% dipisahkan dari ekstrak dengan cara melepas
thimble dan dilanjutkan dengan proses destilasi dengan cara yang sama
dengan ekstraksi sokhlet sehigga ekstrak yang diperoleh menjadi lebih

pekat dilanjutkan dengan memindahkan ekstrak ke dalam botol timbang

8. Kemudian untuk memastikan bahwa hasil ekstrak sudah tidak terkandung
pelarut atau etanol 96%, hasil ekstrak dioven dengan suhu 70°-80°C

hingga aroma etanol tidak tercium dan diperoleh bobot konstan.
4.7.2 Persiapan Biofilm Staphylococcus aureus
4.7.2.1 ldentifikasi Staphylococcus aureus
4.7.2.1.1 Pemeriksaan Mikroskopis
4.7.2.1.1.1. Pembuatan sediaan slide

Object glass dibersihkan dengan kapas, kemudian difiksasi dengan
dilewatkan di atas api dan biarkan dingin sehingga object glass menjadi steril dari
bahan pencemar lain. Dilanjutkan pembuatan sediaan yang tidak terlalu tebal

dan tidak terlalu tipis dengan cara:
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Teteskan satu ose aquades steril pada object glass. Ambil sedikit biakan
kuman menggunakan ose, selanjutnya suspensikan dengan aquades
pada object glass dan ratakan. Untuk sediaan cair tidak perlu
disuspensikan dengan aquades.

Biarkan sediaan kering di udara, kemudian lakukan fiksasi dengan cara

melewatkan sediaan di atas api satu atau dua kali (Forbes et al, 2007).

4.7.2.1.1.2 Pewarnaan Gram

1.

5

Pada object glass yang sudah terdapat sediaan, teteskan larutan kristal
violet kemudian diamkan selama 1 menit dan bilas dengan air

Kemudian teteskan larutan lugol dan diamkan selama 1 menit dan bilas
dengan air

Teteskan alkohol 96% selama 5-10 detik hingga cat luntur dan bilas

dengan air

Kemudian teteskan safranin dan diamkan selama 30 detik. Dilanjutkan

pembilasan dengan air dan keringkan

Lihat di bawah mikroskop dengan perbesaran 100x

47.2.1.2 Tes Katalase

1.

Pada sediaan di object glass, teteskan H,O, 3 % dan campurkan dengan
suspensi bakteri pada sediaan

Tunggu 5-10 detik dan amati pembentukan gelembung

Apabila terdapat gelembung (positif), maka hasil menunjukkan bahwa
suspensi bakteri adalah Staphylococcus, sedangkan apabila tidak
terdapat gelembung (negatif) menunjukkan bahwa suspensi bakteri

adalah Streptococcus atau Enterococcus.

4.7.2.1.3 Tes Koagulase
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1. Ambil sediaan pada media plasma dan letakkan pada object glass
sebanyak 1-2 tetes

2. Gunakan ose untuk mengambil bakteri dari NAP dan oleskan pada object
glass yang sudah berisi media plasma

3. Amati reaksi aglutinasi yang terjadi

4. Hasil dikatakan positif bila terjadi aglutinasi atau penggumpalan yang

berarti bakteri tersebut mempunyai potensi menjadi patogen invasif.
4.7.2.2 Pembuatan Perbenihan Cair Bakteri

Koloni yang telah ditanam dalam medium NAP kemudian dikultur dalam
medium Nutrient Broth (NB) dan diinkubasi dalam suhu 37°C. Setelah itu
dilakukan pengukuran kepadatan bakteri dengan spektofotometri yg panjang
gelombangnya (A) 610 nm dengan harapan nilai kepadatan bakteri adalah 10°
bakteri/ml. Selanjutnya kepadatan bakteri tersebut dicampur dengan TSBglu
menggunakan rumus rumus V; x N; = V, X N,. Adapun penghitungannya adalah

sebagai berikut.
V1 x N1 = V2 x N2

V1 x1,521= 30 x 0,1

Vi = 1,97
Keterangan
Vi : volume suspensi bakteri yang diambil (mL)
N1 : Optical Density (OD) bakteri hasil spektrofotometri (bakteri/mL)
V2 : Volume keseluruhan dalam satu tabung (mL)
N2 : OD bakteri dengan kepadatan 10° bakteri/mL

Suspensi bakteri akan diambil 1,97 mL dan ditambahan 28,3 mL TSBglu

sehingga menjadi suspensi bakteri dengan kepadatan 108 bakteri/mL.

4.7.2.3 Uji Pembentukan Biofilm (Metode Tube-test)
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Bakteri Staphylococcus aureus ditanam dalam Nutrient Broth (NB) dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Kemudian bakteri yang sudah
tumbuh pada Nutrient Broth (NB), ditanam kembali pada NAP dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Mikroba kultur tersebut dimasukkan ke tabung
TSBglu (10 mL) kemudian diinkubasi lagi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah itu tabung TSBglu yang telah diinkubasi dicuci dengan larutan PBS (pH
7,3) dan dikeringkan. Setelah kering tabung diberi larutan kristal violet (0,1%).
Selanjutnya kelebihan warna dibuang dan tabung dicuci dengan aquades.

Tabung dikeringkan dan biofilm yang terbentuk diamati (Christensen et al., 2000).

4.7.3 Uji Hambat Pembentukan Biofilm

1. Ekstrak teh hijau yang kental diambil sebanyak 5 mL dan dicampur
dengan aquades sebanyak 5 mL pula sehingga didapatkan ekstrak teh
hijau dengan konsentrasi 50% untuk memudahkan pengambilan ekstrak
menggunakan pipet mikro

2. Delapan tabung steril dipersiapkan dan akan diberikan konsentrasi
ekstrak berbeda, yakni 0% (kontrol), 1,625%, 2,125%, 2,625%, 3,125%,
3,625%, 4,125%, dan 4,625%.

3. Bakteri yang sudah dikultur sebelumnya disiapkan dengan perhitungan
OD melalui spektrofotometri sehingga kepadatan bakteri 1 x 108
bakteri/mL.

4. Tujuh tabung diberikan larutan ekstrak teh hijau dengan konsentrasi
berbeda seperti yang telah tersebut di atas dengan penghitungan
volumenya sebagai berikut.

Rumus : Vi XNy =V, x N,

Keterangan :
Vi : volume ekstrak teh hijau yang diberikan (x mL)
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N1 : Konsentrasi ekstrak teh hijau yang diberikan (50%)

V2 : Volume total larutan ekstrak teh hijau (2 mL)

N2 : Konsentrasi yang dicapai (y %)

Tabel 4.1. Perlakuan Pemberian Konsentrasi Ekstrak Teh Hijau
Konsentrasi Ekstrak Teh Hijau Aquades

(y %) (xmL) (mL)
1,625 0.065 1,935
2,125 0,085 1,915
2,625 0,105 1,895
3,125 0,125 1,875
3,625 0,145 1,855
4,125 0,165 1,835
4,625 0,185 1,815

Tabung kedelapan tidak diberikan ekstrak teh hijau, melainkan hanya
aquades sebanyak 2 mL (kontrol)

Kepada masing-masing kedelapan tabung tersebut ditambahkan 2 mL
suspensi bakteri yang terdapat pada TSBglu

Kedelapan tabung tersebut diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam
pada suhu 37°C.

Setelah 24 jam, tabung-tabung tersebut dicuci dengan larutan PBS (pH
7,3) lalu dikeringkan

Setelah kering, seluruh tabung dicat dengan Kristal violet (0,1%)
sebanyak 5 mL atau hingga larutan kristal violet mengisi lebih tinggi dari

batas larutan yang telah dibentuk pada masing-masing tabung. Diamkan
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selama 15 menit, buang larutan kristal violet dan cuci dengan air,
kemudian dikeringkan
10. Pembentukan biofilm dapat diamati berupa bentukan cincin ungu

kebiruan pada dinding tabung
4.7.4 Pengukuran Mean Gray Value

Biofilm yang telah terbentuk pada tabung difoto dengan menggunakan
kamera. Untuk menilai kuantitas dari intensitas warna cincin yang terbentuk
pada masing-masing tabung digunakan program Adobe Photoshop CS3.
Langkah-langkahnya dengan membuka Photoshop CS3, pilih File, open dan
masukkan hasil foto yang akan dinilai. Kemudian klik Window dan pilih Meas-
urement Log, kemudian dengan Rectangular Marquee Tool , blok area yang
akan dilihat intensitas warnanya lalu klik Record Measurements. Catat hasil yang
terdapat pada Mean Gray Value maka itulah hasil kuantitatif dari intensitas warna

tabung. Langkah-langkah ini dilakukan untuk setiap tabung.
4.8 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini menggunakan program SPSS (Statistical
Product of Service Solution) versi 17.0. Adapun uji yang digunakan adalah Uji
One Way ANOVA dilanjutkan dengan Uji Korelasi Pearson. Uji One Way ANO-
VA dengan derajat kepercayaan 95 % (a = 0,05) dimaksudkan untuk mengetahui
adakah perbedaan pengaruh yang signifikan antara pemberian konsentrasi
ekstrak teh hijau yang berbeda terhadap intensitas warna cincin biofilm pada
tabung (Mean Gray Value). Sedangkan Uji Korelasi Pearson dimaksudkan untuk
mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi ekstrak teh hijau terhadap

Mean Gray Value.
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Rancangan Operasional Penelitian

Staphylococcus aureus

A 4

Identifikasi Bakteri:

1. Pewarnaan Gram
2. Tes Katalase
3. Tes Koagulase

Ekstraksi daun teh hijau
(Camellia sinensis

var.sinensis) metode:

\ 4
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Y konsentrasi 0%, 1,625%, 2,125%,
Identifikasi Biofilm: 2,625%, 3,125%, 3,625%, 4,125%
Congo red Agar dan 4,625% dgn pengulangan 4x

A 4

Pembuatan suspensi
bakteri + TSBglu

\ 4

Pengamatan pembentukan biofilm
dengan metode tabung:
1. Inkubasi pada 37°C selama 24 jam
2. Cuci dengan PBS (pH 7.3)
3. Cat dengan kristal violet 0.1%
4. Cuci dengan air biasa

A 4

Hasilnya difoto dengan kamera

v
Ukur Mean Gray Value dengan Adobe Photoshop CS3

v
Analisis data dengan SPSS for Windows 17.0
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Hasil Ekstraksi Teh Hijau (Camellia sinensis var.sinensis)

Teh hijau yang telah dihaluskan menjadi bentuk bubuk diletakkan dalam
thimble atau tempat sampel yang digunakan pada alat sokhlet. Kemudian etanol
96% dididihkan sehingga uapnya naik melewati sokhlet menuju pipa pendingin
dan kembali ke fase cair dan menetes ke thimble sehingga lemak dalam teh hijau
terlarut dan didapatkan larutan ekstraknya. Proses ini berlangsung selama 6 jam
hingga senyawa aktif benar-benar telah terpisah dari bahan asalnya. Setelah
proses ekstraksi selesai, sisa pelarut pada ekstrak dihilangkan dengan cara

dioven pada suhu 70°-80°C hingga diperoleh bobot konstan ekstrak.

Gambar 5.1 Hasil Ekstraksi Teh Hijau pada Falcon
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5.1.2 Hasil Identifikasi Bakteri

Pada pengembangan di medium chrom agar, bakteri menunjukkan koloni
berwarna merah muda seperti tampak pada gambar 5.2. Kemudian pada
pewarnaan Gram yang telah diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
1000 kali, didapatkan bakteri berbentuk bulat atau coccus yang bergerombol dan
berwarna biru keunguan. Sementara pada tes katalase sediaan menunjukkan
adanya gelembung-gelembung udara yang terbentuk. Dari hasil biakan pada
chrom agar ini dapat diambil kesimpulan bahwa biakan tersebut merupakan

bakteri Staphylococcus aureus.

”

) K 0|lONi
Staphylococcus aureus

&
L)
&

Y
a

g

Gambar 5.2 Koloni Berwarna Kuning Keemasan pada Medium Nutrient
Agar Plate yang Merupakan Koloni Staphylococcus aureus

Keterangan: Warna kuning keemasan yang terbentuk membuktikan bakteri yang tumbuh pada
pembiakan NAP merupakan bakteri Staphylococcus aureus

5.1.3 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm

Setelah dipastikan koloni pada chrom agar merupakan koloni
Staphylococcus aureus, maka dilakukan uji pembentukan biofilm. Uji

pembentukan biofilm ini dilakukan dengan menginokulasi Staphylococcus aureus
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pada Congo Red Agar. Bakteri dapat dipastikan membentuk biofilm jika

menghasilkan warna hitam di medium tersebut.

Biofilm

Gambar 5.3 Warna Hitam Dihasilkan Oleh Staphylococcus aureus Pada
Medium Congo Red Agar

Keterangan: Gambar 5.3 menunjukkan pada medium Congo Red Agar terbentuk hapusan
warna hitam seperti yang ditunjuk panah. Warna hitam menandakan biofilm yang
terbentuk dari bakteri Staphylococcus aureus yang digunakan

Sebelum ditentukan konsentrasi yang akan digunakan, dilakukan uji
pendahuluan yakni koloni diberikan ekstrak dengan konsentrasi berbeda.
Adapun konsentrasi tersebut 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125% dan 1,5625%.
Kemudian dari hasil penelitian pendahuluan tersebut ditentukan konsentrasi yang
memiliki daya hambat paling efektif yang selanjutnya akan dilakukan uji
sesungguhnya. Pada penelitian pendahuluan ini, didapat konsentrasi yang paling

efektif adalah 3,125% (gambar 5.4).
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\ 4

1,5675% 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% Kontrol

Gambar 5.4 Daya Hambat Efektif pada Biofilm Staphylococcus
aureus Terdapat di Konsentrasi 3,125%

Keterangan:Hasil penelitian pendahuluan seperti yang terlihat pada gambar 5.4
menunjukkan garis keunguan pada tabung merupakan cincin biofilm yang
terbentuk. Cincin biofilm mulai efektif terhambat pada konsentrasi 3,125%.

Penelitian sesungguhnya dilakukan berdasarkan hasil penelitian
pendahuluan yang menghasilkan angka 3,125%. Kemudian dilakukan uji hambat
biofilm Staphylococcus aureus dengan 3,125% sebagai mediannya, dan 0,5
sebagai intervalnya. Konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini yaitu
1,625%, 2,125%, 2,625%, 3,125%, 3,625%, 4,125%, 4,625% serta konsentrasi
0 % sebagai kontrol. Pengamatan hasil penelitian ditandai dengan tebal tipisnya
biofilm yang terbentuk. Dalam penelitian ini biofilm ditunjukkan dengan cincin
berwarna biru. Hasil uji hambat dapat dilihat pada Gambar 5.5 hingga Gambar

5.8.
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Kontrol

1.625%

2.125%

2.625%

3.125%

3.625%

4.125%

4.625%

Gambar 5.5 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pengulangan |
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Kontrol

1.625%

2.125%

2.625%

3.125%

3.625%

4.125%

4.625%

Gambar 5.6 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pengulangan II
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Kontrol

1.625%

2.125%

2.625%

3.125%

3.625%

4.125%

4.625%

Gambar 5.7 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pengulangan llI

Kontrol

1.625%

2.125%

2.625%

3.125%

3.625%

4.125%

4.625%

Gambar 5.8 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pengulangan IV

Keterangan: Biofilm ditandai dengan cincin berwarna biru seperti yang ditunjuk oleh panah pada

tabung. Pada penelitian I-1V, didapatkan tabung dengan pemberian konsentrasi

4,625% menghasilkan cincin biofilm paling tipis.
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Hasil pembentukan biofilm pada penelitian I-IV dapat dilihat dalam tabel

5.1.

Tabel 5.1 Hasil Pengamatan Uji Hambat Pembentukan Biofilm

+ = ketebalan biofilm

Kemudian dilakukan pengamatan secara

intensitas warna pada masing-masing

tabung

kuantitatif untuk menilai

yang

terbentuk biofilm.

Pengukuran dilakukan dengan menggunakan program aplikasi Adobe Photoshop

CS3 dengan mencari Mean Gray Value yang dinyatakan dalam skala 0 — 255.

Hasil pengukuran selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 5.2 dan Gambar 5.6.

Tabel 5.2 Hasil Pengukuran Intensitas Warna Biofilm (Mean Gray Value)

Penelitian
Konsentrasi Mean £ SD
| 1] 1 \Y]
0% 62.65 55.14 53.78 49.12 55.172+2.810
1.625% 73.03 66.45 60.44 53.58 63.375+4.155
2.125% 89.64 81.89 87.45 59.18 79.540+6.980

Konsentrasi
Pengulangan
0% 1,625% | 2,125% | 2,625% | 3,125% | 3,625% | 4,125% | 4,625%
1 +++++++ | ++H+H++ ++++ +++ +++ ++ + +
2 +++++ ++++ +++ +++ ++ + +
+++++++
3 +++++ ++++ +++ +++ +++ ++ +
+++++++
4 ++++++ | ++++H++ | +++ ++ + +
+++++++
Keterangan:




2.625% 91.72 88.45 | 108.98 | 71.44 | 90.147+7.692
3.125% 91.86 90.47 | 109.98 | 89.29 | 95.401+4.888
3.625% 105.72 | 91.96 | 112.51 | 93.44 | 100.907+4.946
4.125% 117.85 | 93.09 | 118.61 | 100.45 | 107.506+6.376
4.625% 118.11 | 108.95 | 122.10 | 110.56 | 114.930+3.114
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Keterangan: Semakin kecil nilai Mean Gray Value mencerminkan biofilm yang terbentuk masih

tebal atau pekat. Sebaliknya, nilai Mean Gray Value yang tinggi mencerminkan biofilm yang

terbentuk sudah tipis atau terhambat.
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Mean Gray Value
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114.930
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1,625

2,125

2,625 3,125

3,625

4,125 4,625

Gambar 5.9 Grafik Pengukuran Mean Gray Value

5.2 Analisis Data

Analisis hasil penelitian menggunakan analisis statistik SPSS versi 17.0

untuk Windows. Langkah pertama, hasil Mean Gray Value yang didapat seperti

pada Tabel 5.2 dianalisis dengan menggunakan Uji One Way ANOVA. Uji One

Way ANOVA ini digunakan untuk memastikan adanya perbedaan yang signifikan



68

antar kelompok data. Kemudian analisis dilanjutkan dengan Post-Hoc multiple
comparison test metode LSD untuk mengetahui signifikansi suatu kelompok data
terhadap masing-masing kelompok data lainnya. Setelah itu dilakukan uji korelasi
Pearson untuk mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi ekstrak teh

hijau terhadap Mean Gray Value.
5.2.1 Uji One Way ANOVA

Sebelum dilakukan uji One Way ANOVA, terdapat dua syarat yang harus
terpenuhi untuk data > 2 kelompok tidak berpasangan. Yakni sebaran data harus
normal dan varians data harus sama. Untuk memenuhi persyaratan pertama
yaitu sebaran data yang normal, maka dilakukan uji normalitas. Sementara untuk
memenuhi persyaratan kedua yaitu varians yang sama, maka dilakukan uji
homogenitas. Dari uji normalitas yang telah dilakukan, didapatkan data
memenuhi syarat dengan p=0.561 (uji Kolmogorov-Smirnov, p > 0.05) yang
berarti sebaran data normal. Kemudian pada uji homogenitas, didapatkan data
memenuhi syarat dengan p=0.507 (syarat terpenuhi jika p > 0.05). Dari kedua

ujia tersebut didapatkan bahwa semua syarat Uji ANOVA terpenuhi.

Setelah semua syarat terpenuhi maka dilakukan Uji One Way ANOVA.
Dari hasil uji tersebut didapatkan p = 0,000. Hasil ini dapat diartikan terdapat
sedikitnya dua kelompok data yang memiliki perbedaan Mean Gray Value secara

signifikan (syarat p < 0,05). Rincian hasil terdapat dalam Lampiran 2 dan 3.
5.2.2 Uji Post Hoc Multiple Comparison Test (LSD)

Uji Post Hoc Multiple Comparison digunakan untuk mengetahui
signifikansi masing-masing kelompok data satu dengan lainnya. Metode Post

Hoc yang digunakan adalah Uji Least Significant Difference (LSD). Perbedaan

dianggap signifikan jika nilai p < 0,05 pada masing-masing kelompok data.
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Adapun penjabaran dari hasil yang terlampir pada Lampiran 3 adalah sebagai

berikut.

Kelompok data pertama adalah perlakuan tanpa pemberian ekstrak teh
hijau (konsentrasi 0%) yang dalam penelitian ini kelompok data tersebut berguna
sebagai kontrol. Hasilnya adalah didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang
signifikan terhadap semua konsentrasi lainnya (p<0,05) kecuali konsentrasi
1,625%. Pada konsentrasi 1,625% atau kelompok data kedua, tidak didapatkan
perbedaan yang signifikan (p>0,05). Kemudian hasil komparasi kelompok data
kedua, yaitu perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 1,625%, didapatkan
perbedaan Mean Gray Value yang signifikan terhadap kelompok data dengan
konsentrasi 2,625%, 3,125%, 3,625%, 4,125%, dan 4,625%. Sementara
terhadap kelompok data dengan konsentrasi 0% (kontrol) dan 2,125% tidak
terdapat perbedaan yang signifikan. Sedangkan pada kelompok data ketiga,
yaitu perlakuan dengan konsentrasi 2,125% siginifikan didapat pada
perbandingan dengan kelompok data konsentrasi 4,125% dan 4,625%.
Sedangkan terhadap kelompok dengan konsentrasi 0% (kontrol), 1,625%,
2,625%, 3,125%, dan 3,625% tidak terdapat perbedaan nilai Mean Gray Value
bermakna. Pada kelompok data keempat, yaitu pemberian konsentrasi 2, 625%
didapat hasil yang signifikan terhadap konsentrasi terendah 0% (kontrol) dan
1,625% serta konsentrasi tertinggi 4,625%. Sedangkan terhadap konsentrasi
2,125%, 3,125%, 3,625% dan 4,125% tidak terdapat signifikansi. Sedangkan
pada kelompok data kelima dan keenam, yaitu konsentrasi 3,125% dan 3,625%
signifikansi hanya didapatkan terhadap kelompok data konsentrasi 0% (kontrol)
dan 1,625%. Sementara terhadap kelompok data konsentrasi lainnya tidak

didapatkan perbedaan yang signifikan. Dan pada kelompok data ketujuh yaitu
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konsentrasi ekstrak 4,125% didapat angka yang signifikan terhadap kelompok
data konsentrasi 0% (kontrol), 1,625% dan 2,125%. Sedangkan pada kelompok
data konsentrasi 2,625%, 3,125%, 3,625%, dan 4,625% tidak terdapat angka
Mean Gray Value yang signifikan. Pada kelompok data terakhir, yaitu pemberian
konsentrasi ekstrak yang paling tinggi, 4,625%, signifikansi didapat terhadap
empat kelompok data pertama yakni konsentrasi 0% (kontrol), 1,625%, 2,125%
dan 2,625%. Sedangkan pada tiga kelompok data sisanya yakni konsentrasi
3,125%, 3,625% dan 4,125% tidak didapatkan perbedaan berarti. Sehingga,
dapat ditarik kesimpulan bahwa antar kelompok data yang berdekatan tidak
terdapat signifikansi yang cukup. Namun pada kelompok data dengan rentang
yang cukup jauh seperti dua konsentrasi terendah dan dua konsentrasi tertinggi

memiliki perbedaan angka Mean Gray Value yang signifikan.
5.2.3 Uji Korelasi Pearson

Uji Korelasi Pearson dilakukan untuk menilai kekuatan hubungan antara
peningkatan konsentrasi ekstrak teh hijau dan Mean Gray Value. Adapun hasil

analisisnya adalah sebagai berikut.
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Gambar 5.10 Uji Korelasi Pearson
Hasil analisis Uji Korelasi Pearson dapat dilihat dalam Lampiran 4.
Adapun angka korelasi Pearson adalah 0,889 dengan nilai signifikansi 0,00.

Untuk menilai korelasi yang tercermin dari angka tersebut, maka terdapat

klasifikasi hasil. Adapun klasifikasinya adalah sebagai berikut

Nilai Korelasi O = tidak ada korelasi antara dua variabel

Nilai Korelasi > 0 — 0,25 sangat lemah

Nilai Korelasi > 0,25 - 0,5 cukup

kuat

Nilai Korelasi > 0,5 - 0,75

Nilai Korelasi > 0,75 — 0,99

sangat kuat

Nilai Korelasi 1 = sempurna
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Korelasi dapat bertanda positif dan negatif. Korelasi positif menunjukkan
arah yang sama hubungan antar variabel. Sebaliknya korelasi negatif

menunjukkan arah yang berlawanan.

Signifikansi hubungan dua variabel ditentukan dengan premis jika p<0,05
maka hubungan kedua variabel signifikan. Begitu pun sebaliknya, jika p<0,05

maka hubungan kedua variabel tidak signifikan.
Dari hasil uji korelasi Pearson, didapatkan hasil sebagai berikut:

1. Nilai korelasi (r) = 0,889, yang berarti korelasi antara konsentrasi ekstrak
teh hijau dengan Mean Gray Value atau ketebalan cincin biofilm yang

terbentuk sangatlah kuat.

2. Arah korelasi positif, berarti semakin tinggi konsentrasi ekstrak teh hijau ,
semakin besar pula Mean Gray Value yang berarti biofilm sudah

terhambat

3. Nilai p = 0,000, yakni terdapat korelasi yang signifikan (p < 0,05) antara
konsentrasi ekstrak teh hijau dengan Mean Gray Value atau ketebalan

cincin biofilm yang terbentuk.

Perhitungan lengkap dapat dilihat di Lampiran 4.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan bakteri Staphylococcus aureus yang didapat
dari swab tenggorok yang dimiliki oleh FKUB. Selanjutnya bakteri dibiarkan
tumbuh pada tabung yang diberi perlakuan pemberian ekstrak teh hijau. Adapun
teh hijau yang digunakan adalah “YAMAMOTOYAMA SEN CHA Greentea” yang
diimpor dari perusahaan Yamamotoyama, California, Amerika. Jenis teh hijau ini
dipilih sebagai sampel karena teh ini merupakan teh hijau (Camellia sinensis)
dengan varietas sinensis yang kandungan polifenol khususnya EGCG lebih tinggi
dibandingkan dengan varietas lainnya, yaitu varietas assamica jika diolah
menjadi teh hijau. Sebaliknya, pada varietas assamica, kandungan EGCG lebih
tinggi dibandingkan dengan varietas sinensis jika diolah menjadi teh hitam.
Namun, daerah dengan iklim seperti Indonesia, Myanmar, Thailand memproduksi
teh dengan varietas assamica, karena varietas ini memungkinkan untuk tumbuh
di iklim tropis. Sebaliknya, varietas sinensis banyak dijumpai pada perkebunan

teh di Tiongkok, Jepang, dan lain sebagainya (Maung et al., 2012).

Daun teh hijau yang telah didapatkan kemudian diekstrak dengan metode
sokhlet karena metode ini menghasilkan hasil ekstraksi yang lebih sempurna dan
kadar lemak yang minim dibandingkan metode maserasi (Istigomah, 2013).
Kemudian sebelum memasuki penelitian sesungguhnya dilakukan penelitian
pendahuluan, guna mengetahui angka perapatan dosis. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan Birgit Huber (2003), kandungan polifenol khususnya EGCG
dengan konsentrasi 0,4% yang terdapat dalam teh hijau dapat menghambat

pembentukan biofilm pada E.coli sebesar 50%. Sedangkan hasil penelitian
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pendahuluan yang dilakukan kali ini, menunjukkan kadar hambat biofiim yang
efektif berkisar pada konsentrasi 3,125%. Perbedaan hasil dengan peneliitian
Birgit Huber ini disebabkan bakteri yang diujikan berbeda, sehingga kekuatan
biofilm yang dibentuk oleh S.aureus tidak dapat disamakan dengan kekuatan

biofilm yang dibentuk oleh E.coli.

Perapatan dosis dilakukan dengan angka 3,125% sebagai mediannya dan
0,5% sebagai intervalnya sejumlah 7 variabel. Sehingga didapatkan dosis yang
diinginkan vyaitu 1,625%, 2,125%, 2,625%, 3,125%, 3,625%, 4,125%, dan
4,625%. Seperti yang telah disebutkan pada bab sebelumnya, hasil penelitian ini
didokumentasikan untuk selanjutnya diubah menjadi data kuantitatif sehingga
lebih akurat. Data yang telah berbentuk numerik tersebut menunjukkan bahwa
untuk menghambat biofilm S.aureus, dibutuhkan konsentrasi ekstrak teh hijau
minimal 4,125%. Data ini menunjukkan, dengan konsentrasi 1,625%, 2,125%,
2,625%, 3,125% dan 3,625% belum menunjukkan hasil yang signifikan di
antaranya. Signifikansi mulai terlihat ketika konsentrasi mencapai angka 4,125%
dan 4,625%. Hasil penelitian ini selaras pula dengan penelitian yang dilakukan
Anna Rita Blanco (2005) mengenai kadar hambat EGCG terhadap biofilm pada
S.auerus dan S.epidermidis dimana ia mengklasifikasikan biofilm berdasarkan
kekuatannya yaitu lemah (OD<0,6), sedang (0,6<OD<0,9), dan kuat (OD>0,9).
Pada penelitian tersebut disampaikan dengan konsentrasi EGCG sebanyak 25%,
OD atau ketebalan cincin yang terbentuk oleh biofilm dengan strain kuat dapat
berkurang secara signifikan. Penelitian ini membuktikan dasar teori yang
didapatkan dari penelitian-penelitian lain terdahulunya bahwa EGCG dapat

mereduksi quorum sensing dengan menginterfensi polisakaridanya sehingga
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interaksi antar sel menurun dan enzim yang dihasilkan untuk membentuk biofilm

juga menurun (Blanco, 2005).

Penelitian ini tidak hanya menunjuk EGCG sebagai senyawa utama
penghambat biofilm melainkan juga tanin dan flavanol. Penelitian Birgit Huber
(2003) menunjukkan bahwa selain EGCG, tanin dan polifenol lainnya (flavanol)
dapat menghambat pembentukan biofilm sebanyak 40% dengan konsentrasi 4%.
Hal ini membuktikan dasar teori bahwa tanin mampu menghambat biofilm
dengan menghambat koagulasi plasma yang dibutuhkan bakteri untuk
membentuk biofilm. Sementara flavanol dapat menghambat biofiim melalui
inhibisi adhesin. Adhesin berperan pada transkripsi dan perlekatan sel bakteri di

permukaan substrat.

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa teh hijau memiliki kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan biofilm oleh Staphylococcus aureus.
Manifestasi klinis dapat dikembangkan dari hasil penelitian ini seperti
penggunaan ekstrak teh hijau sebagai terapi awal pada infeksi Staphylococcus
aureus. Diharapkan Staphylococcus aureus dapat dicegah perkembangannya
dalm membentuk biofilm sehingga manifestasi infeksi yang disebabkan tidak

berkembang juga.

Namun terdapat pula kelemahan pada penelitian ini, yaitu tidak diketahui
sekuat apakah bakteri pembentuk biofilm pada penelitian ini merupakan jenis
bakteri pembentuk biofilm yang ringan, sedang, atau kuat. Pada penelitian ini
hanya dapat diamati secara apakah bakteri dapat membentuk biofilm namun
tidak diketahui tergolong kategori biofilm seperti apakah yang terbentuk. Selain
itu penelitian ini tidak membuktikan secara langsung kandungan zat aktif mana

yang paling berperan dalam menginhibisi biofilm. Sehingga diperlukan penelitian
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. sinensis) dapat menghambat
pembentukan biofilm bakteri Staphylococcus aureus secara in vitro.

Kadar hambat minimum atau Minimum Biofilm Inhibitory Concentration
(MBIC) yang dimiliki ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. sinensis)

dalam penelitian ini yaitu pada konsentrasi 4,125%
Saran

Penelitian lebih lanjut mengenai biofilm yang telah terspesifikasi

kekuatannya akan sangat membantu dalam pengembangan penelitian ini.

Penelitian lebih lanjut mengenai kandungan zat manakah yang paling
berperan dominan dalam menghambat pembentukan biofilm akan sangat
diperlukan untuk pengembangan penelitian ini .

Penelitian lebih lanjut mengenai pengaplikasian teh hijau (Camellia
sinensis var. Sinensis) secara Klinis atau in vivo dalam menghambat
pembentukan biofilm Staphylococcus aureus akan sangat berguna dalam

pengembangan ilmu dunia medis.
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LAMPIRAN 1

STANDAR DEVIASI

Descriptives
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kadar Statistic |Std. Error
Mean gray 1.000 Mean 55.1725| 2.80603
value
95% Confidence Lower Bound 46.2424
Interval for Mean
Upper Bound 64.1026
5% Trimmed Mean 55.0933
Median 54.4600
Variance 31.495
Std. Deviation 5.61207
Minimum 49.12
Maximum 62.65
Range 13.53
Interquartile Range 10.49
Skewness .730 1.014
Kurtosis 1.528 2.619
2.000 Mean 63.3750( 4.15563
95% Confidence Lower Bound 50.1499
Interval for Mean
Upper Bound 76.6001
5% Trimmed Mean 63.3828
Median 63.4450
Variance 69.077
Std. Deviation 8.31126
Minimum 53.58
Maximum 73.03
Range 19.45
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Interquartile Range 16.09
Skewness -.042 1.014
Kurtosis -.885 2.619
3.000 Mean 79.5400| 6.97991
95% Confidence Lower Bound 57.3268
Interval for Mean
Upper Bound 101.7532
5% Trimmed Mean 80.1100
Median 84.6700
Variance 194.877
Std. Deviation 13.95983
Minimum 59.18
Maximum 89.64
Range 30.46
Interquartile Range 24.24
Skewness -1.691 1.014
Kurtosis 2.842 2.619
4.000 Mean 90.1475( 7.69192
95% Confidence Lower Bound 65.6684
Interval for Mean
Upper Bound 114.6266
5% Trimmed Mean 90.1406
Median 90.0850
Variance 236.663
Std. Deviation 15.38384
Minimum 71.44
Maximum 108.98
Range 37.54
Interquartile Range 28.97
Skewness .024 1.014
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Kurtosis 1.276 2.619
5.000 Mean 95.4000( 4.88829
95% Confidence Lower Bound 79.8433
Interval for Mean
Upper Bound 110.9567
5% Trimmed Mean 94.9294
Median 91.1650
Variance 95.582
Std. Deviation 9.77659
Minimum 89.29
Maximum 109.98
Range 20.69
Interquartile Range 15.86
Skewness 1.931 1.014
Kurtosis 3.769 2.619
6.000 Mean 100.9075( 4.94637
95% Confidence Lower Bound 85.1659
Interval for Mean
Upper Bound 116.6491
5% Trimmed Mean 100.7600
Median 99.5800
Variance 97.866
Std. Deviation 9.89275
Minimum 91.96
Maximum 112.51
Range 20.55
Interquartile Range 18.48
Skewness 372 1.014
Kurtosis -3.694 2.619
7.000 Mean 107.5000( 6.37642
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95% Confidence Lower Bound 87.2074
Interval for Mean
Upper Bound 127.7926
5% Trimmed Mean 107.6833
Median 109.1500
Variance 162.635
Std. Deviation 12.75285
Minimum 93.09
Maximum 118.61
Range 25.52
Interquartile Range 23.49
Skewness =277 1.014
Kurtosis -4.389 2.619
8.000 Mean 114.9300 3.11420]
95% Confidence Lower Bound 105.0192
Interval for Mean
Upper Bound 124.8408
5% Trimmed Mean 114.8639
Median 114.3350
Variance 38.793
Std. Deviation 6.22839
Minimum 108.95
Maximum 122.10
Range 13.15
Interquartile Range 11.75
Skewness .285 1.014
Kurtosis -3.779 2.619




90

LAMPIRAN 2

UJI NORMALITAS DAN HOMOGENITAS

1. Uji Normalitas Sebaran Data untuk Jumlah Koloni

Untuk menguji apakah sampel penelitian mempunyai sebaran data yang

normal, maka dalam penelitian ini digunakan Uji Kolmogorov-Smirnov terhadap

tiap-tiap variabel.

Descriptive Statistics

Mean |Std. Deviation| Minimum | Maximum

Mean gray
value

32| 88.3716

22.08837 49.12 122.10)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Mean gray
value

N 32
Normal Parameters®*® Mean 88.3716

Std. Deviation 22.08837
Most Extreme Absolute .140}
Differences "

Positive .097

Negative -.140
Kolmogorov-Smirnov Z .790
Asymp. Sig. (2-tailed) 561

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Nilai signifikansi = 0,561 memiliki arti distribusi data normal karena p>0,05



2. Uji Homogenitas Variansi Data Untuk Jumlah koloni

Test of Homogeneity of Variances

Mean gray value

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

922

24

507
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Nilai signikansi = 0,507 (p>0,05) yang berarti data mempunyai ragam (varians)

yang relatif homogen.



Oneway

Mean gray value

LAMPIRAN 3

UJl ANOVA

Descriptives
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95% Confidence Interval for
st Mean

N Mean Deviation |Std. Error| Lower Bound | Upper Bound | Minimum [ Maximum
1.000 4] 55.1725 5.61207| 2.80603 46.2424 64.1026 49.12 62.65
2.000 4 63.3750 8.31126| 4.15563 50.1499 76.6001 53.58 73.03
3.000 4( 79.5400 13.95983| 6.97991 57.3268 101.7532 59.18 89.64
4.000 41 90.1475 15.38384| 7.69192 65.6684 114.6266 71.44 108.98
5.000 4] 95.4000 9.77659| 4.88829 79.8433 110.9567 89.29 109.98
6.000 4] 100.9075 9.89275| 4.94637 85.1659 116.6491 91.96 112.51
7.000 4] 107.5000 12.75285| 6.37642 87.2074 127.7926 93.09 118.61
8.000 4] 114.9300 6.22839| 3.11420 105.0192 124.8408 108.95 122.10
Total 32| 88.3716 22.08837| 3.90471 80.4079 96.3353 49.12 122.10
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ANOVA

Mean gray value

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between 12343.811 7 1763.402 15.218 .000|
Groups
Within Groups 2780.963 24 115.873
Total 15124.774 31

Nilai signifikansi = 0,000 yang mengartikan terdapat perbedaan signifikan pada

perubahan konsentrasi ekstrak terhadap Mean Gray Value karena p<0,05



Post Hoc Tests

UJI POST HOC TUKEY

Multiple Comparisons

Mean gray value

LAMPIRAN 4
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
0] J) Difference (I-
|kadar kadar J) Std. Error|  Sig. Lower Bound [ Upper Bound
1.000 2.000 -8.20250| 7.61162 .956 -33.4115 17.0065
3.000 -24.36750( 7.61162 .063 -49.5765 .8415
4.000 -34.975007 7.61162 .003 -60.1840 -9.7660]
5.000 -40.227507 7.61162 .000 -65.4365 -15.0185
6.000 -45.73500°| 7.61162 .000 -70.9440 -20.5260]
7.000 -52.327507 7.61162 .000 -77.5365 -27.1185
8.000 -59.75750°| 7.61162 .000 -84.9665 -34.5485
2.000 1.000 8.20250| 7.61162 .956 -17.0065 33.4115
3.000 -16.16500( 7.61162 429 -41.3740 9.0440]
4.000 -26.772507 7.61162 .032 -51.9815 -1.5635
5.000 -32.02500°| 7.61162 .006 -57.2340 -6.8160|
6.000 -37.532507 7.61162 .001 -62.7415 -12.3235
7.000 -44.125007| 7.61162 .000 -69.3340 -18.9160
8.000 -51.555007 7.61162 .000 -76.7640 -26.3460
3.000 1.000 24.36750( 7.61162 .063 -.8415 49.5765
2.000 16.16500( 7.61162 429 -9.0440 41.3740)
4.000 -10.60750| 7.61162 .851 -35.8165 14.6015
_5.000 -15.86000| 7.61162 452 -41.0690 9.3490|
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6.000 -21.36750( 7.61162 140 -46.5765 3.8415
7.000 -27.96000°| 7.61162 .022 -53.1690 -2.7510
8.000 -35.39000°| 7.61162 .002 -60.5990 -10.1810
4.000 1.000 34.975007 7.61162 .003 9.7660 60.1840'
2.000 26.772507 7.61162 .032 1.5635 51.9815
3.000 10.60750| 7.61162 .851 -14.6015 35.8165
5.000 -5.25250| 7.61162 .997 -30.4615 19.9565
6.000 -10.76000( 7.61162 .842 -35.9690 14.4490]
7.000 -17.35250( 7.61162 344 -42.5615 7.8565
8.000 -24.78250( 7.61162 .056 -49.9915 4265
5.000 1.000 40.22750°| 7.61162 .000 15.0185 65.4365
2.000 32.02500°| 7.61162 .006 6.8160 57.2340
3.000 15.86000{ 7.61162 452 -9.3490 41.0690|
4.000 5.25250| 7.61162 .997 -19.9565 30.4615
6.000 -5.50750| 7.61162 .995 -30.7165 19.7015
7.000 -12.10000 7.61162 752 -37.3090 13.1090
8.000 -19.53000( 7.61162 217 -44.7390 5.6790
6.000 1.000 45.73500°| 7.61162 .000 20.5260 70.9440'
2.000 37.53250°| 7.61162 .001 12.3235 62.7415
3.000 21.36750| 7.61162 .140 -3.8415 46.5765
4.000 10.76000| 7.61162 .842 -14.4490 35.9690]
5.000 5.50750| 7.61162 .995 -19.7015 30.7165
7.000 -6.59250| 7.61162 .986 -31.8015 18.6165
8.000 -14.02250( 7.61162 .600 -39.2315 11.1865
7.000 1.000 52.32750| 7.61162 .000 27.1185 77.5365
2.000 44.12500°| 7.61162 .000 18.9160 69.3340
3.000 27.960007 7.61162 .022 2.7510 53.1690
4.000 17.35250( 7.61162 344 -7.8565 42.5615
5.000 12.10000{ 7.61162 752 -13.1090

37.3090|
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6.000 6.59250| 7.61162 .986 -18.6165 31.8015
8.000 -7.43000( 7.61162 974 -32.6390 17.7790]

8.000 1.000 59.757507 7.61162 .000 34.5485 84.9665
2.000 51.555007 7.61162 .000 26.3460 76.7640
3.000 35.390007 7.61162 .002 10.1810 60.5990
4.000 24.78250| 7.61162 .056 -.4265 49.9915
5.000 19.53000| 7.61162 217 -5.6790 44.7390]
6.000 14.02250| 7.61162 .600 -11.1865 39.2315
7.000 7.43000| 7.61162 974

-17.7790 32.6390|

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



LAMPIRAN 5

UJI KORELASI PEARSON

Descriptive Statistics

Mean |Std. Deviation N
Mean gray 88.3716 22.08837 32
value
kadar 4.50000 2.327951 32
Correlations
Mean gray
value kadar
Mean gray Pearson 1 889"
value Correlation
Sig. (2-tailed) .000
N 32 32
kadar Pearson .889" 1
Correlation
Sig. (2-tailed) .000
N 32 32

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Nilai signifikansi = 0,000 yang memiliki arti terdapat hubungan yang

signifikan antara kedua variable karena p<0,05

Nilai koefisien korelasi r = 0,889 yang berarti kekuatan korelasinya sangat

kuat dan mempunyai hubungan sejajar.
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