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PengaruhKombinasiEkstrak Kopi Robusta Lampung dan Lactobacillus
acidophiluspadaMencitBalt/CyangDiinduksiSalmonella entericaTerhadapJumlah
Bakterilleum dan GambaranHistopatologilleum

ABSTRAK

Salmonelosis dapat disebabkan oleh S.enterica. Gejala klinis yang dapat
teramati yaitu diare. S.enterica dapat memicu terjadinya kerusakan pada ileum.
Kandungan kopi robusta Lampung seperti kafein, CGA dan alkaloid dapat sebagali
antibakteri sehingga diharapkan dapat menekan jumlah S.entericadan dikombinasikan
dengan L. acidophilus sebagai kompetitor S.enterica. Tujuan dari penelitian ini yaitu
mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak kopi robusta Lampung dan
Lactobacillus acidophilus terhadap jumlah bakteri pada ileum dan perbaikan organ
ileum pada mecit Balb/C model salmonellosis. Rancangan penelitian yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu studi eksperimental dengan metode RAL dengan
pengambilan data post test only control design. Hewan coba menggunakan mencit
Balb/C jantan umur 8 minggu, BB20-25 gram sebanyak 24 ekor. Terdapat 6
kelompok perlakuan yaitu : K- (sehat), K+ (S. enterica), K. Lactobacillus (L.
acidophilus dan S. enterica), P1,P2 dan P3 merupakan kelompok yang diberikan
kombinasi ekstrak kopi robusta Lampung dan L. acidophilus. Dosis ekstrak kopi
robusta Lampung yang digunakan yaitu mulai dari 250 mg/kg BB, 500 mg/kg BB dan
750 mg/kg BB. Parameter yang diamati yaitu jumlah bakteri pada ileum
menggunakan metode TPC. Gambaran histopatologi ileum dianalisis secara
deskriptif. Berdasarkan hasil yang didapat, pemberian kombinasi ekstrak kopi robusta
Lampung dengan dosis 250 mg/kg BB dan L. acidophilus dapat meningkatkan jumlah
bakteri serta mencegah kerusakan ileum.

Kata kunci : lleum, Kopi robusta Lampung, Lactobacillus acidophilus, mencit
Balb/C, Salmonella enterica.
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The Effect Of The Combination Of Lampung Robusta Coffee Extract
Andlactobacillus acidophilus On The Amount Of Bacteria And lleum
Histophatology In Salmonella entericalnduce Mice Balb/C

ABSTRACT

o
(o~
i ]
s J
>~
-
o
b
(9
o
[ = 1
(= 5]
—

Salmonelosis is a disease that can be caused by Salmonella enterica. Clinical
signs that can be observed are gastroenteritis and diarrhea. S. enterditis entered the
body and initiate damage towards the ileum. Contents from Lampung Robusta coffee
such as caffeine, CGA and alkaloid has antibacterial properties which can be used to
decrease the amount of infection caused by S. enterica combined with Lactobacillus
acidophilus as a competitor. The aim of this research is to acknowledge the effect of
combination of Lampung Robusta coffee extract with L. acidophilus towards the
quantity of bacteriaand the ileum's healing in salmonelosisBalb/C mice. This research
used experimental study with RAL method which takes data in post test only control
design. The 24 mice used were all Balb/C male mice, aged 8-10 weeks with body
weight around 20-25 grams. The mice was then divided into 6 groups with different
treatments. First group was used as negative controls with no induction, and the
second was used as the positive control which was induced by S. enterica. The third
group was induced by S. entericaand was given a shot of L. acidophilus. Group 4
(P1), group 5 (P2) and group 6 (P3) were all induced by S. entericaand combination
of Lampung Robusta coffee extract with L. acidophilus. Dosage of the Lampung
Robusta coffee extract used in this research was 250 mg/Kg (P1), 500 mg/Kg (P2)
and 750 mg/Kg (P3). Parameters studied in this research are the quantity of bacteria
using total plate count method, and descriptive analysis using histopathology of the
ileum.Based on the results obtained, the combination of Lampung Robusta coffee
extract with a dose of 250 mg /Kg and L. acidophilus can increase the quantity of
bacteria and prevent ileum damage.

Key word : lleum, Robusta Lampung Coffee, Lactobacillus acidophilusBalb/C mice,
Salmonella enterica.
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latarbelakang

Dunia perunggasanmerupakan salah satusubsektorperekonomian yang paling
diminati di Indonesia.
Adanyakesadaranmasyarakatmengenaikebutuhankonsumsimakananbernilaigizitinggi
menyebabkanpeningkatankebutuhanbahanmakanan yang berasaldari protein hewani.

Namun, peningkatanpermintaantersebuttidak diimbangi oleh peningkatan produksi.

Pada tahun 2009, industriperunggasan di Indonesia
mengalamipenurunanakibatadanyaunggas-unggassiappanen yang
matisecaramendadak. Salah satupenyakitinfeksius yang

dapatmenyebabkankerugianakibatpenurunanproduksiadalahadanyapenyakitsalmonell
osis(Afriyani, 2016).

Menurut Kusumaningsih (2011),Salmonella entericamerupakanbakteripatogen
yang dapat mencemari makanan maupun minuman. Selain itu juga dapat
menyebabkan gangguan pada sistem pencernaan misalnya gastroenteritis. Tidak
hanya menyebabkan gangguan pada sistem pencernaan, Salmonella entericayang
masuk kedalam tubuh akan masuk menembus dinding usus lalu menuju sistem
limfatik dan masuk kedalam sirkulasi peredaran darah sehingga bakteri dapat
menyebar keseluruh organ dan menyebabkan keerusakan pada organ lain.

Penggunaanantibiotik pada

kasussalmonellosisdirasakurangefektifsebabtidakmemberikanhasil =~ yang  nyata.
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Menurut Utami (2011), adanyapenggunaanantibiotik juga
dapatmenimbulkanpermasalahanbaru,yaitudapatmembunuhbakteri yang

bermanfaatbagitubuh sertadapatmemicutimbulnyaresistensiantibiotik pada pemakaian
antibiotik yang tidak tepat. Berdasarkandaribeberapahaltersebutdibutuhkanobat yang
lebihefektifsertamemilikiefeksamping yang seminimalmungkin.
Salahsatunyayaitudenganpenggunaankombinasiantaraekstrak kopi robustaLampung
dan Lactobacillus acidphilus.

Menurut Maheswari (2015) kopi menggandung beberapa zat diantaranya yaitu
CGA (chlorogenic acid), kafein dan trigonelline. Terdapat 2 jenis kopi yang umum di
Indonesia yaitu arabika dan robusta.Menurut Wijaya (2016) Pada kopi arabika
mengandung kafein kurang lebih sebanyak 0,4 % sampai 2,4 % dari total berat kering
dan untuk kopi robusta memiliki kandungan kafein sebanyak 1 % sampai 2% dan
juga asam organik sebanyak 10,4%.Menurut (Tome, 2011) CGA (chlorogenic acid)
yang terkandung dalam kopi bersifat antibakteri sehingga diharapkan dapat
membunuh bakteri yang bersifat patogen dalam tubuh. Selain itu, kandungan
oligosakarida dalam kopi dapat digunakan sebagai makanan bakteri asam laktat
sehingga diharapkan jumlah bakteri asam laktat pada sistem pencernaan dapat
meningkat. Peningkatan jumlah bakteri asam laktat diharapkan dapat menekan
pertumbuhan bakteri yang bersifat patogen dalam tubuh serta dapat meningkatkan
imunitas hospes.Penambahan Lactobacillus acidophilus bertujuan untuk mencegah
terjadinya iritasi pada saluran pencernaan yang disebabkan oleh kandungan kafein

pada kopi (Arief, 2010).
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penelitianinidilakukanbertujuanuntukmengetahuipengaruhdaripemberiankombinasiek
strak kopi robusta LampungdenganLactobacillus acidophilus
untukmengetahuijumlahbakteridalam ileum dan histopatologi organ ileum pada
mencit (Mus musculus) Balb/C yang diinduksi oleh Salmonella entericayang
sesuaidenganrumusanmasalahdibawahini.

1.2 RumusanMasalah

Permasalahan pada penelitianiniadalahsebagaiberikut:

1. Apakahpemberiankombinasi  ekstrak  kopi  robustaLampung dan
Lactobacillusasidophilusberpengaruh padajumlahbakteri pada ileum
mencitBalb/C?

2. Apakahpemberiankombinasi  ekstrak  kopi  robustaLampung dan
Lactobacillusasidophilusberpengaruhterhadapperbaikanhistopatologiileu

mmencitBalb/C?

1.3 Batasan masalah
Berdasarkanlatarbelakangdiatas, makapenelitianinidibatasi pada:
1. Hewancoba yang digunakandalampenelitianiniadalahmencitBalb/Cumur
8 minggu dan Dberat badan rata-rata antara20-25gram yang
berasaldariLaboratoriumHewanCoba UIN. Mencit yang
dipakaidinyatakanbebaspatogendibuktikandengansuratketeranganbebaspa

togen pada (Lampiran 1)
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sertatelahmendapatkansuratlaiketikdarikomisiEtikPenelitianUniversitasB
rawijayaNo. 1110-KEP-UB (LAMPIRAN 2).
HewancobamencitdiberikanperlakuaninduksiSalmonella enterica.

Salmonella enterical0® CFU/mL yang diberikan,didapatkandariBBVet

Wates.

Kopi robustaLampung yang digunakanuntuk
pembuatanekstrak,diperolehdariLampung dan
dilakukanpembuatanekstrak di

LaboratoriumFarmakologiFakultasKedokteranUniversitasBrawijayaMala
ng.

Variabel yang diamatidalampenelitianiniadalahjumlahbakteri organ ileum
dan histopatologilleummenggunakanpewarnaanhaematoxylin-eosin (HE).
Konsentrasiekstrak kopi robustaLampung yang digunakanadalah 250
mg/Kg BB dan 0,5 mL Lactobacillus acidophilus pada perlakuanpertama,
500 mg/Kg BB dan 0,5 mL Lactobacillus acidophilus pada
perlakuankedua, 750 mg/Kg BB dan 0,5 mL Lactobacillus acidophilus
pada perlakuanketiga. Pemberian kombinasi ekstrak kopi robusta dan
Lactobacillus acidophilus secara peroral menggunakan sonde lambung
selama 15 hari.

DosisinfeksiS. enterical0® CFU/ ml. Perekormencitdiberikansebanyak 0,5
mL selama2harisecara peroral.

PerhitunganjumlahbakterimenggunakanmetodeperhitunganTPC.
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Berdasarkanrumusanmasalahdiatas, makatujuanpenelitianiniadalah:

1.  Mengetahuipengaruhpemberiankombinasi ekstrak kopi robustalLampung
dan Lactobacillusacidophilusterhadapjumlahbakteri pada
ileummencitBabl/C.

2. Mengetahui pengaruhpemberianekstrak kopi robustaLampung

danLactobacillusacidophilusterhadaphistopatologiileummencitBalb/C.

1.5 ManfaatPenelitian
Manfaatpenelitianiniyaitusebagaibahaninformasisertadasarbagipenelitianselanju
tnya yang berkaitanmengenaikombinasi ekstrak kopi robustaLampung dan

Lactobacillusacidophilussebagaipencegahan serta pengobatansalmonellosis.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Salmonellosis

Salmonellosis merupakanpenyakit yang disebaban oleh Salmonella enterica.
Bateriiniberada pada saluranpencernaan, tetapi juga dapatditemukan pada
fesesmaupunlingkungansekitarseperti air, tanah, tanaman, dan debu. Salmonellosis
bersifatfood borne disease yang
dapatmengakibatkangangguansalurancernadengangejalautama gastroenteritis.
InfeksiS. entericapada ayamdapatmenyerangsemuaumurdengangejalaklinis = yang
bervariasi. Pada ayampedagingdapatmenimbulkangejalaklinis yang jelas dan
mengakibatkanpenurunanberat badan antara 16-24% dalamkurunwaktu 3 minggu.
Sedangkan pada
ayampetelurmengakibatkankerugianekonomidenganpenurunanproduksitelur,

fertilitas, dan kematianembrio (Kusumaningsih, 2011).

2.1.1 Morfologi dan Taksonomi

Taksonomi dari Salmonela sp.menurut Putri (2016) sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae



Genus : Salmonella

o
(o~
i ]
s J
>~
-
o
b
(9
o
[ = 1
(= 5]
—

Spesies : Salmonella enterica

Gambar 2. 1 Salmonella sp. (Brands, 2006).

Menurut Mahmoud (2011) Salmonella sp. merupakan anggota bakteri
enterobacteriaceace, termasuk dalam bakteri gram negatif dan tidak termasuk dalam
golongan bakteri koliform.Salmonella sp. dapat berkembang secara optimal pada
suhu 35-37 °C. Berdasarkan genus Salmonella sp. terdapat 2 spesies yaitu S.
entericadan S. bongori. Pengelompokan selanjutnya dapat berdasarkan spesies,
subspesies dan serotipe. Pada pengklasifikasian berdasarkan serotipe dapat dilihat
dari jenis antigen yang dimiliki. Terdapat beberapa macam jenis antigen yang
dimiliki oleh Salmonella sp. diantaranya yaitu antigen O (somatik), antigen H (flagel)
dan antigen K ( kapsular). Salmonella sp memiliki flagel seperti pada Gambar 2.1
yang berfungsi sebagai alat gerak sehingga bersifat motil. Selain itu, flagel juga
berfungsi untuk membantu saat proses adesi pada mukosa usus (Anjung, 2016).

Menurut Ariyanti dan Supar (2008) antigen lipopolisakarida merupakan bagian
paling luar dari Salmonella sp. yang berfungsi untuk memepertahankan diri dan juga

yang membuat Salmonela sp. menjadi patogenik. Namun Menurut Rycroft (2000)
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khusus pada jenisSalmonella enteritidistidak memiliki lapisan polisakarida ini
sehingga lapisan terluarnya hanya berupa rantai cabang lateral dari komponen LPS.
Pada Salmonella enteritidisbagian Lipid A yang terdapat di bagian membran luar
dapat memicu timbulnya respon antibodi pada hewan yang sensitif seperti mencit.
Antigen fimbria pada Salmonella enteritidisberupa organel filamen yang terletak pada
permukaan sel.Salmonela enteritidismemiliki fimbria SEF14 yang akan terbentuk
optimal pada saat suhu 37°C.
2.1.2 Gejala Klinis

Pada kasus salmonellosis terdapatbeberapagejalaklinis yang dapatmuncul
diantaranya yaitudiare. DiaremenurutNugrahayu (2011) merupakan peningkatan
frekuensi buang air besar disertai perubahan konsistensi feses menjadi lebih cair.
Salmonella entericadapat mengeluarkan toksin yang menstimulasi sekresi cairan dan
menurunkan proses absorbsi garam dan air di dalam usus serta selain itu dapat
menyebabkan kerusakan pada sel mukosa usus seningga dapat terjadi diare. Selain
diare gejala klinis yang muncul adalah demam, mual, muntah dan gangguan sistem

pencernaan.

2.1.3 Patomekanisme

Salmonela entericayang dapat bertahan dari asam lambung akan masuk pada
bagian usus halus. Setelah melakukan adesi pada usus halus bakteri akan menembus
lapisan mukosa epitel usus dan menyebabkan tukak pada mukosa usus. Setelah

berhasil menembus lapisan usus Salmonella entericaakan multiplikasi di bagian
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lamina propia lalu masuk menuju kelenjar getah bening mesenterium.Bakteri masuk
kedalam sistem sirkulasi sehingga nantinya akan menyebar ke berbagai organ
sehingga menyebabkan infeksi sistemik yang berujung dengan kematian. Salmonella
entericaakan ikut keluar bersama dengan feses dan nantinya akan menginfeksi hewan
lain (Baumler et all, 2000).
2.1.4 Peneguhan Diagnosa

Peneguhan diagnosa dapat dilihat berdasarkan dari gejala klinis yang muncul,
salah satu contoh yaitu diare. Namun, untuk memastikan bahwa diare yang terjadi
disebabkan oleh Salmonella sp. maka dibutuhkan pengujian laboratorium. Uji
laboratorium yang dapat dilaksanakan diantaranya yaitu kultur darah. Interpretasi
postif pada kultur darah akan menujukkan tubuh mengalami bakteremia yaitu adanya
bakteri dalam sirkulasi darah. Selain dengan uji kultur darah dapat juga dengan uji
reaksi aglutinasi (Cita, 2011).
2.1.5 Pengobatan

Pada kasus salmonellosis selain menghilangkan penyebab terjadinya diare
dengan menggunakan obat-obatan antibiotik misalnya kloramfenikol, harus disertai
dengan terapi cairan. TerapicairanmenurutSuartha (2010) merupakan salah
satutindakanpengobatan yang penting pada pasien yang
memerlukanperawatanintensifataudalamkondisikritis. Tujuan pemberian terapi cairan

yaitu menjaga tingkat hidrasi dalam tubuh serta keseimbangan elektrolit dalam
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tubuh.Peningkatan frekuensi buang air besar dapat diturunkan dengan pemberian obat

antidiare misal loperamid yang mampu mengurangi peristaltik (Nurmasari, 2010).

2.2 Respon ImunTerhadap Salmonella enterica

Menurut Aryanti dan Supar (2008) terdapat dua mekanisme pertahanan tubuh
dalam menanggapi adanya infeksi bakteri. Diantaranya yaitu kekebalan non spesifik
(innate immuniti) dan kekebalan spesifik. Kekebalan non spesifik merupakan usaha
dari tubuh untuk mencegah masuknya mikroorganisme sehingga mencegah kerusakan
jaringan. Pada kekebalan non spesifik terdapat beberapa mekanisme yang terjadi
diantaranya yaitu keluarnya sel polimorfonuklear dan makrofag yang berfungsi untuk
memfagositosis bakteri, pelepasan CRP (C-reaktive protein) yang dapat mengikat
mikroorganisme sehingga memicu aktivasi komplemen dan menyebabkan lisis
mikroorganisme. Selain itu dengan pelepasan granula yang mengadung perforin oleh
sel natural killer (NK) yang menyebabkan kematian mikroorganisme (Munasir,
2001). Tubuh akan membentuk pertahanan spesifik yang sifatnya lebih kompleks jika
terdapat mikroorganisme yang lolos dari pertahanan kekebalan non spesifik. Pada
pertahanan spesifik, sel limfosit B akan memproduksi antibodi yang spesifik

terhadap antigen yang masuk kedalam tubuh.

2.3 KopiRobusta
BerdasarkanlIntegrated Taxonomic Information System (2011), Tanaman kopi
memilikiklasifikasisebagaiberikut:

Kingdom : Plantae
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Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Spermatophyta
Infradivisi : Angiospermae
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Gentianales
Famili : Rubiaceae
Genus : Coffea

Spesies : Coffeacanephora

Endosperm
(bean)

Spermoderm
(silver skin)

Endocarp
(parchment)

Mesocarp
(pulp)

Epicarp
(skin)

Gambar 2. 2 Lapisan buah kopi (Zaini, 2009).

Tumbuhan kopi menurut Kurniawan (2017) merupakan tumbuhan yang dapat
berkembang baik di daerah iklim tropis dan subtropis. Tanaman yang masih
termasuk dalam famili Rubiaceae ini memiliki beberapa jenis diantaranya yaitu
Coffea arabica dan Coffea canephora. Menurut Nopitasari (2010) tumbuhan kopi
akan mulai menghasilkan buah kurang lebih 4 tahun dan akan berbuah secara optimal
pada umur 8 tahun. Terdapat beberapa perbedaan antara kopi arabika dan kopi

robusta. Kopi robusta selain memiliki kandungan kafein yang lebih tinggi jika
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dibandingkan dengan kopi arabika, kopi robusta juga lebih tahan terhadap hama
penyakit.

Menurut Zaini(2009) seperti pada Gambar 2.2, buah kopi tersusun dari bagian
exocrap (kulit buah),mesocrap ( daging buah), endocrap(kulit tanduk), kulit ari dan
endosperma. Pada bagian endosperma terdapat senyawa kimia yang dapat
mempengaruhi kualitas dari kopi. Kandungan senyawa kafein pada kopi robusta
sebanyak 1,6-2,4% dan cenderung lebih tinggi jika dibandingkan dengan kandungan
kafein pada kopi arabika yaitu 0,9-1,2% (Kuncoro dkk, 2018).

Menurut Farhaty (2016) terdapat beberapa senyawa kimia yang terdapat dalam
kopi diantaranya yaitu kafein. Kafein menurut Tanuma dkk. (2016) adalah senyawa
alkaloid yang dapat berfungsi sebagai antibakteri. Gugus basa yang mengandung
nitrogen yang dapat menyebabkan kerusakan pada DNA bakteri. Kerusakan DNA
bakteri disebabkan oleh adanya kontak gugus basa dengan asam amino yang terdapat
pada dinding bakteri. Reaksi ini dapat menyebabkan perubahan dari struktur susunan
DNA sehingga DNA mengalami perubahan keseimbangan yang dapat berakibat lisis
inti sel bakteri sehingga bakteri akan mengalami kematian.

Selain itu terdapat juga senyawa CGA. CGA (Asam klorogenat). Menurut
Farhaty (2016) asam klorogenat merupakan gabungan antara asam kuinant dan asam
trans-sinamat. CGA tergolong dalam keluarga ester dan termasuk dalam komponen
fenolik serta dapat larut dalam air. Selain berfungsi sebagai antioksidan, CGA dapat
berfungsi sebagai hepatoprotektor, berperan dalam kegiatan antipasmodik serta dapat

bersifat antibakteri dengan menghilangkan integritas membran sel bakteri. Selain
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kandungan kafein dan CGA yang dapat bersifat antibakteri, senyawa flavonoid yang
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terdapat pada kopi, dengan adanya gugus alkohol dalam flavonoid dapat merusak sel
bakteri. Hal ini disebabkan oleh adanya perbedaan kepolaran antara gugus alkohol
dengan sel bakteri (Tanuma dkk ,2016).
2.4 Mencit (Mus musculus)

Berdasarkanklasifikasinya, menurut Arrington (1972)

mencitmemilikitaksonomisebagaiberikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

Gambar 2. 3 Mencit (Mus musculus) (Silitonga, 2008).

MenurutPribadi (2008) mencit(Gambar 2.3) masihtergolongdalamsatu family

dengantikusyaitu family Muridae.
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Penggunaanmencitsebagaihewancobadalamsuatupenelitianmemilikibeberapaalasan,
diantaranyayaitumemilikisiklushidup yang
pendeksehinggatidakmebutuhkanwaktupenelitian yang cukup lama untukperlakuan
dan
tidakmemerlukanpenanganankhususdikarenakanselaintergolongdalamhewanomnivor
a, juga jinaksertacukupekonomisuntukpakan.MenurutPramesti (2018)
kebutuhannutrisi yang harusdipenuhiperharidiantaranya 20-25% protein, 5-12%,

lemak, 2,5 % seratkasarserta 45-60% karbohidrat.

2.5 BakteriAsamLaktat

Menurut Romadhon (2012) bakteriasamlaktatmerupakanbakterigolongan gram
positif, tidakbersepora, bereaksi negatif pada uji katalase dan sebagian besar toleran
terhadap asam namun bakteri asam laktat juga memiliki pH optimum untuk
pertumbuhan.Selain itu, bakteri asam
laktatdapatmengeluarkanprodukhasilfermentasikarbohiratyaituasamlaktat. ~ Terdapat
dua jalur metabolisme yang digunakan oleh bakteri asam laktat untuk mengubah
karbohidrat menjadi asam laktat dan energi. Dua jalur tersebut adalah jalur
metabolisme homofermentatif dan heterofermentatif. Pada jalur metabolisme
homofermentatif hasil dari fermentasi hanya berupa asam laktat, namun pada jalur
metabolisme heterofermentatif hail dari fermentasi selain berupa asam laktat,

dihasilkan juga etanol dan karbondioksida.
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Selain menghasilkan asam laktat menurut Yusmarini dkk. (2010) beberapa
bakteri asam laktat misalnya Lactobacillus acidophilus memiliki enzim proteolitik
yang membantu bakteri tumbuh pada substrat yang kaya akan protein.Terdapat
beberapa jenis bakteri asam laktat yang dapat dikelompokkan berdasarkan filum yaitu
filum Firmicutes, kelas Bacilli seta Ordo Lactobacillates. Berdasarkan bentuknya,
terdapat dua bentuk bakteri yaitu kokus seperti Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Streptococcus dan Aerococcus serta bakteri yang berbentuk batang
seperti Lactobacillus dan Carnobacterium (Mahulette, 2019).

Salah satu dari bakteri asam laktat yaitu Lacobacillus acidophilus. Menurut

Suwayvia (2017) kalsifikasi Lactobacillus acidophilus yaitu:

Kingdom : Bakteria

Filum : Firmicutes
Kelas : Bacili

Ordo : Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillaceae

Spesies : Lactobacillus acidohilus
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Gambar 2. 4Lactobacillus sp. (Tambunan, 2016).

Lactobacillus acidophilus (Gambar 2.4) merupakan bakteri yang dapat tumbuh
sampai suhu 37 °C pada pH kurang dari 5. Jenis bakteri ini tidak dapat
memfermentasi ribosa serta pada umumnya Lactobacillus acidophilus membutuhkan
beberapa zat untuk mendukung pertumbuhannya diantaranya yaitu asetat, riboflavin,
asam pantotenat, kalsium, miosin serta asam folat. Menurut Tambunan (2016)
Lactobacillus acidophilus dapat mencegah adanya infeksi mikroba yang bersifat
patogen dengan cara mengeluarkan asidosin, asidofilin dan bakteriosin serta dengan

menjaga kondisi asam dalam tubuh (Ariyani, 2013).

2.6 lleum

Ususdibagimenjadidua, yaituususbesar dan usushalus. Pada
usushalusterdapatbeberapabagiandiantarannyayaitu duodenum, jejunum dan ileum.
Ileum merupakanbagianusushalus yang terakhirsebelummasukmenujuususbesar. Pada
membrane mukosaususdilapisi oleh vili. Vili (Gambar
2.5)berfungsiuntukmemperluasbidangpenyerapansehingganutrisidarimakanandapatter

absorbsisecaramaksimal. ~ Selainvili  pada usus juga terdapatkriptaliberkun.
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Kriptaliberkunataukelenjarususmenurut Zainuddin dkk. (2016) merupakankelenjar
yang terdapat pada membrane mukosaantaravili. Pada vili dan kelenjarususdilapisi
oleh epitel yang terdiridarienterosit yang berfungsiuntuksekresi air sertaelekrolit dan
sel goblet yang berfungsiuntukmensekresikan mucus. Mucus yang dihasilkan oleh sel

goblet berfungsiuntukmelindungiusus.

Gambar 2. 5Histologi ileum
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Salmonella entericadapat melakukan adhesi (penempelan) pada epitel usus
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menggunakan fimbrae yang nantinya akan menjadi penyebab dari beberapa
permasalahan di sistem pencernaan misal gastroenteritis. Untuk mencegah terjadinya
gangguan dalam sistem pencernaan maka dapat diberikan campuranantaraekstrak
kopi robustaLampung dan Lactobacillus acidophilusdenganharapan, selain
dapatmemberikan efekantibakteri, juga dapat berfungsi sebagaiimunomodulator.
Kandungan CGA (Chlorogenic acid)dalam kopi robusta Lampung dapat bersifat
sebagai antibakteri. Hal inidikarenakan CGA dapat merusak dinding sel bakteri
denganmenghilangkanintegritasselsehinggadapatmenyebabkankematian pada
selbakteri. Namun, dalam kopi terdapat kafein yang dapat mengiritasi mukosa
saluran pencernaan. Sehingga untuk menggurangi adanya iritasi tersebut ditambahkan
bakteri asam laktat yaitu Lactobacillus acidophilus sebagai pelapis. Selain berfungsi
sebagai pelapis, peningkatan jumlah bakteri asam laktatdapat menekan jumlah
bakteri yang bersifat patogen. Hal ini dikarenakan bakteri asam laktat mampu
menginduksi pembentukan IgA. IgA merupakan imunoglobulin yang dapat
ditemukan pada membran mukosa. IgA selain dapat menghambat adhesi bakteri
patogen dengan cara memblokade reseptor epitel, IgA juga dapat melindungi dari
degradasi enzim proteolitik pada imunoglobulin serta dapat menghambat efek
inflamasi.
Masuknyabakterikedalamtubuhdapatmemicumunculnyaresponimun.

responimun yang munculditandai dengan

adanyapeningkatanaktivitasselfagosityaitumakrofagsertaneutrofil. Sel-
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selfagositakanmulaimelakukanfagositosis ~ antigen  denganbantuanenzimlisosim.
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Setelah terfagositosis antigen tersebutberubahmenjadifragmen-fragmen protein yang
nantinyaakandipresentasikankesel T. sel T naif yang teraktivasiakanmemproduksi IL-
2 sertaakanmengalamideferensiasimenjadisel Thl. Pada sel Thl akanmenghasilkan
IL-2 serta IFN.

Sitokin IFN-¥ yang dikeluarkan oleh sel Thl
akanmenstimulasifaktortranskripsisehinggaakanmemicuekspresiberbagaienzimfagolis
osommakrofag. Salah satudarienzimtersebutdapatmenghasilkan ROS (reactive
oxygen species). ROS dapatberfungsisebagaipenghancurmikroba  yang
teringestidalamvesikel. Namunproduksi ROS yang
berlebihanmemilikiefeksampingdikarenakan ROS merupakanradikalbebas yang
dapatmenyebabkanrusaknyamembranseldenganmenganggupermeabilitasselmakadarii
tuantioksidan yang didapatkandariekstrak kopi
ditujukanuntukmenekanadanyaradikalbebas yang
berlebihansehinggamencegahterjadinya stress oksidatif.

3.2 HipotesisPenelitian

1.  Efekpemberiankombinasiekstrak kopi robustaLampung dan Lactobacillus

acidophilusdapatberpengaruh ~ padajumlah ~ bakteri  pada ileum

mencitBalb/Cyang diinduksiSalmonella enterica.
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2. Efekpemberiankombinasiekstrak kopi robustaLampung dan
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Lactobacillusasidophilusdapat memperbaikikerusakanhistopatologi organ

ileummencitBalb/C yang diinduksiSalmonella enterica.
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan TempatPenelitian

Penelitianinidilaksanakan pada bulanApril — Juni 2019.
Tempatpelaksananpenelitianberada di
LaboratoriumFarmakologiFakultasKedokteranUniversitasBrawijayauntukpembuatane
kstrak kopi robusta,
LaboratoriumHewanCobaFakultasKedokteranUniversitasBrawijayasebagaitempathe
wancoba,
LaboratoriumMikrobiologiFakultasKedokteranHewanuntukpenanamansertaperhitung
anjumlahbakteriileum dan
laboratoriumPatologiAnatomiFakultasKedokteranUniversitasBrawijayauntukpembuat
anhistopatologiorgan, Laboratorium Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang
sebagaitempatpengujiankandunganekstrak kopi robusta,
LaboratoriumBiologiMolekulerUniversitasBrawijayasebagaitempatpengujianflocyto

meter.

4.2 Alat dan BahanPenelitian
4.2.1 AlatPenelitian

Peralatan yang digunakandiantaranyayaitukandanghewancoba,
Eppendorf, Timbangan, Lemaripendingin, autoklaf, LAF,
Alatbedah,tempatminummencit,sonde, spuit ( 1 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml), tabungreaksi,

spidol marker, tissue, glove, masker, raktabungreaksi, gelaskimia (50 ml, 250 ml, 500

20
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ml, 1000 ml), elenmeyer 250 ml , plastik, water bath, kertas label, plate, plastic wrap,
almlumunium foil, flowcytometer,ose, Bunsen, tabung falcon, gelasukur, mikropipet,
yellow tip, blue tip, colony counter, sentrifugator danice box.
4.2.2 BahanPenelitian

Bahan yang digunakanyaitu kopi robusta Lampung, mencitBalb/C(Mus
muscullus), pakan,minummencit, serbukkayu, Salmonella enterica, Lactobacillus
acidophilus, MRSA, PBS,Mc Farland0.5, media Nutrien broth, BSA, alkohol 70%,

NaCl 0,9%, organ ileum.

4.3 SampelPenelitian

Penelitianmenggunakansampelhewancobamencit (Mus muscullus)
Balb/Clantan.  Berat badan rata-rata  mencitberkisarantara 25  gram-
30gramdenganumurkuranglebih 8
mingguHewancobaterlebihdahuludilakukanaklimatisasiselamakuranglebihtujuhhari.

Menurut Annisa (2015)jumlahsampeldapat dihitungdenganrumusFereder:

t(n-1) >15
6(n-1) >15
6n-6 >15
6n >21
n >21/5
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n >4

Keterangan :  t=Jumlahkelompokperlakuan

n =Jumlahulangan yang diperlukan

Pada perhitunganjumlahsampelhewandidapatkanhasilyaitu 4 ulangan yang

diperlukandengan 6 kelompokperlakuansehinggadibutuhkanmencitsebanyak 24ekor.

4.4 RancanganPenelitian

Dalampenelitianinimenggunakanstudieksperimental yang
menggunakanmetodeRancanganAcakLengkap (RAL) untukpenggambilan data pos
test only control design(Angelina, 2018).
Metodeinidipilihdikarenakandalampercobaanmeilikitujuanuntukmegetahuiadanyapen
garuh yang munculakibatperlakuantertentu. Pada
penelitianinimencitBabl/Cdigunakansebagaihewan =~ model  salmonellosis  dan
sudahmendapatkanpersetujuanlaiketkdariKomisiEtikPenelitianUniversitasBrawijaya
Nomorl1110-KEP-UB (Lampiran 2).Kelompokpenelitiandapatdilihat pada Tabel 4.1

sebagaiberikut:
Tabel 4.1 RancanganKelompokPenelitian

Kelompok Keterangan

(Kontrolnegatif) Mencitsehattanpadiberikanekstrak kopi

robusta, Lactobacillus acidophilus dan
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Salmonella enterica

(Kontrolpositif)

MencithanyadiinduksidenganSalmonella
enterical0® CFU/mL  secaraper  oral
sebanyak 0,5 ml pada

setiapulangannyaselama2hari.

(KontrolLactobacillus acidophilus)

MencithanyadiinduksidenganLactobacillus
acidophilus 10°CFU/mL secara per oral
sebanyak 0,5 ml selama 15 hari dan 0,5 ml

Salmonella enterica selama 2 hari.

P1 (Perlakuan 1)

Mencitdiinduksidengankombinasiekstrak
kopi robusta 250 mg/Kg BB dan
Lactobacillus  acidophilus  selama 15
harisecara  per  oraldengan  volume
pemberiansesuaidenganberat  badan  dan
2hariinduksidenganSalmonella

entericasecara peroral.

P2 (Perlakuan 2)

Mencitdiinduksidengankombinasiekstrak

kopi robusta 500 mg/Kg BB dan
Lactobacillus  acidophilus ~ selama 15
harisecara per oral dengan volume

pemberiansesuaidenganberat  badan  dan
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entericasecara peroral.
P3 (Perlakuan 3) Mencitdiinduksidengankombinasiekstrak

kopi robusta 750 mg/Kg BB dan
Lactobacillus  acidophilus  selama 15
harisecara  per oral dengan volume
pemberiansesuaidenganberat  badan  dan
2hariinduksidenganSalmonella

entericasecara peroral.

4.5 VariabelPenelitian
Pada penelitianiniterdapatbeberapa variable yang diamatiyaitu:
Variabelbebas :Ekstrak kopi (250 mg/kg BB, 500 mg/kg BB, 750 mg/kg

BB), Lactobacillus acidophilus 10® CFU/ mL, Salmonella

enterica 10° CFU/mL.
Variabel terikat :Jumlah bakteri dan histopatologi ileum.
Variabel kontrol :Tingkat homogenitas mencit mulai dari berat badan, umur,

kandang, pakan dan minum.
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4.6 TahapanPenelitian
4.6.1PersiapanHewanCoba
Mencit yang

digunakandalampenelitianinididapatkandariLaboratoriumFisiologiHewanUniversitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang denganberat rata-rata antara20 -
25gram. Umurmencit yang digunakansekitar 8 minggu dan
berjeniskelaminjantan.Mencit yang
digunakanmemilikisuratketeranganbebaspatogen(Lampiran
1)halinisesuaidengansalah satu syarathewancoba. MenurutTolistiawaty (2014)
hewancoba yang baikmemilikisyarat yang
harusdipenuhiyaitubebasdarimikoorganismepatogen dan
memilikikepekaanterhadapsuatupenyakit.
PenelitianinitelahmendapatkanpersetujuandarikKomisiLaikEtikPenelitianUniversitasB
rawijayalll0-KEP-UB (Lampiran 2). Sebelumdilakukanperlakuan,

mencitdilakukanaklimatisasiterlebihdahuluselama 7 hari.

4.6.2 PembuatanSuspensiSalmonellaenterica

Pada pembuatansuspensi,Salmonella  enterical0® CFU/ mL  yang
didapatkandariLaboratoriumMikrobiologiFakultasKedokteranUniversitasBrawijayadi
lakukanpenanaman pada media BSA laludilakukaninkubasidengansuhu 37° C selama
24 jam. Setelah 24 jam, diamatibakteri yang tumbuh pada media. KoloniSalmonella

entericaakanterlinatberwarnahitam  metalik.  Setelah  dipastikanbahwa  yang
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dimasukkankedalamnutrient broth laludilakukansentrifugasi dan

diinkubasidengansuhu 37° C selama 24 jam. Untukmemastikanjumlahbakteri yang
adadidalamNB 10® CFU/ mL dapatdibandingkantingkatkekeruhannyamenggunakan

MC Farland 0,5 (Tanauma, 2016).

4.6.3 PembuatanEkstrak Kopi

Kopi yang didapatkansudahdalambentukserbuk.Kopi yang sudah berbentu
serbuk dilanjutkan ke prosesekstraksi kopi. Pada proses ekstraksi, metode yang
digunakan  yaitumetodemaserasi. = Maserasimerupakanmetode ekstraksi  yang
menggunakan
carapenambahanpelarutkemudiandilakukanpengadukansecaraterusmenerus pada
suhuruang. Etanol 90% digunakan sebagai pelarutpada saat ekstraksi kopi robusta

(Depkes RI, 2000).

4.6.4 Pengujian Fitokimia

Pada pengujian fitokimia estrak kopi robusta Lampung terdapat beberapa uji
secara kualitatif diantaranya yaitu uji alkaloid , uji saponin dan uji tanin. Sedangkan
untuk uji secara kuantitatif terdapat uji aktivitas antioksidan dan uji total flavonoid.
Selain uji kuantitatif dan kualitatif, untuk mengetahui senyawa aktif pada ekstrak
kopi robusta Lampung dilakukan uji determinasi senyawa aktif asam klorogenat pada

ekstrak kopi robusta Lampung. Beberapa uji ini dilakukan bertujuan untuk

§
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mengetahui adanya komponen bioaktif pada ekstrak kopi robusta Lampung.Langkah
pengujian beberapa senyawa tersebut seperti berikut, yaitu:
a. Uji Tanin

Pada uji ini 200 mg sampel ditambahkan dengan etanol. Larutan yang sudah
homogen diambil sebanyak 1 ml dan diletakkan ke dalam tabung reaksi. Setelah
diletakkan dalam tabung reaksi dilakukan penambahan larutan FeClssebanyak 2-3
tetes dan dihomogenkan. Pada interpretasi hasil positif uji ini ditandai dengan
terbentuknya warna biru tua atau hitam kehijauan (Putri, 2011).
b. Uji Alkaloid

Pada pengujian alkaloid dimulai dengan penghalusan sebanyak 4 gram dan
dilanjutkan dengan penambahan kloroform secukupnya. Selanjutnya ditambahkan 10
ml amoniak dan 10 ml kloroform. Setelah larutan homogen dilakukan penyaringan
dan filtrat tersebut ditambahkan H,SO,; 2N sebanyak 10 tetes. Filtrat yang sudah
dilakukan penambahan H,SOqdilakukan pengocokan lalu didiamkan sampai
terbentuk 2 lapisan. Setelah terbentuk 2 lapisan, pada lapisan atas dipindahkan ke
dalam 2 tabung reaksi dan dilakukan analisis menggunakan pereaksi Mayer dan
Wagner. Intepretasi hasil pada pereaksi Mayer akan terlihat endapan putih.
Sedangkan intepretasi hasil pada pereaksi Wagner akan terbentuk endapan merah
kecoklatan (Asmara, 2017).
c.  Uji Saponin

Sebanyak 200 mg sampel ditambahkan dengan akuades. Setelah larutan

homogen dilakukan perebusan sampai mendidih selama 2-3 menit dan didinginkan.
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Setelah larutan dingin, larutan dikocok dengan kuat dan ditambahkan HCL sebanyak
2 tetes. Intepretasi hasil dari pengujian saponin yaitu akan bernilai positif jika
terbentuk buih yang stabil (Nugrahani, 2016).

d. Uji Total Kandungan Flavonoid

Sampel dilakukan penambahan dengan 4 ml methanol dilanjutkan dengan
penambahan AICIl; 2% sebanyak 1 ml. Setelah larutan homogen dilakukan inkubasi
pada suhu ruang kurang lebih selama 30 menit. Setelah diinkubasi dilanjutkan dengan
pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 430 nm (Jiang, 2009).

e.  Uji Determinasi Senyawa CGA (LC- MS)

Pada pengujian kandungan asam klorogenat diawali dengan pengambilan
sampel sebanyak 50 ul dan dilakukan pengenceran dengan pelarut yang terdiri dari
0,1 % asam format dalam aquabidest sebanyak 950 pl. Setelah itu, dilanjutkan dengan
vorteks larutan dengan kecepatan 13.000 rpm selama 30 detik dan dipindahkan ke
dalam autosampler vial. Setelah terbentuk lapisan dari larutan tersebut dilakukan
pengambilan cairan jernih dari larutan tersebut dan diinjeksikan pada LC-MS
sebanyak 2 ul.LC-MS merupakan teknik kromatografi cair dengan detektor
spektrometer massa (Ginting, 2012).

4.6.5 PerlakuanHewanCoba

Setelah dilakuanaklimatisasiselama 7 hari, pada hari 7

aklimatisasidilakukanpenimbanganberat badan mencit. Hal

inibertujuanuntukmenentukandosiskombinasiekstrak kopi robusta dan Lactobacillus



o
(o~
i ]
e }
S
—
o
-
(53
o
[ = 1
(= 5]
e

UNIVERSITAS

29

acidophilus. Dilanjutkandenganperlakuanpemberiankombinasi pada
mencitperlakuanpertama, kedua, ketiga dan pemberianLactobacillus acidophilus pada
mencitkontrolLactobacillus acidophilusselama 15 harisecara peroral.
Setiapminggudilakukanpenimbanganberat badan masing-masingmencit. Setelah 15
hariperlakuandilakukaninduksiS. enterical0® CFU/ mL selama2harisebanyak 0,5 mL

secara peroral menggunakansonde (Naughton dkk,2016).

4.6.6 Euthanasi dan Pembedahan

Euthanasi pada mencitdapatdilakukandengancaradislokasicervicalis. Setelah

dilakukandislokasi pada mencitdilanjutkandenganpembedahanmencit.
Pembedahandimulaidariincise bagian line abdominalis dan
dilanjutkansampaiterekspose organ dalam. Setelah organ
dalamterlihatmakadilakukanpengambilanbagian ileum
untukdilakukanpenanamanbakteri pada media MRSA. Hal

inibertujuanuntukmengetahuijumlahbakteri pada organ tersebutsertasebagian ileum

untukdilakukanpembuatanhistopatologi organ ileum (Carbone and all, 2012).

4.6.7 Kultur dan PerhitunganBakteri

Pada kultur bakteri organ yang diambiladalah ileum sertasekum. Setelah
dilakukannekropsimencit organ diambillaludiambilsebanyakl
gramuntukdilakukanpengenceransecarabertingkat. Setelah Organ
dimasukkankedalam 9 mL PBS dan dihomogenkan. Setelah

homogendiambilsebanyak 1 mL  dan  dimasukkankepengencerankedua.
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Pengencerandilakukansampaipengenceran 10°. Dilakukanpenanaman  pada
pengenceran 10°,10° danl0’ pada MRSA menggunakanstreak. Media yang
telahditanambakteridiletakkan pada inkubatordengansuhu 30 °C selama 24 jam.
Setelah 24 jam kolonibakteridapatdihitungberdasarkan TPC (Total Plate Count)

(Wijayanti dan Ardyati, 2007).

4.6.8 Pembuatan dan PengamatanHistopatologi lleum

Tedapatbeberapalangkah yang harusdilakukanuntukpembuatanpreparat
histopatologi. MenurutSanti (2013)mulaidarifiksasi yang
bertujuanuntukmencegahterjadinyaautolysis pada sel. Pada proses
fiksasibiasanyadengancaramerendamjaringandalam formalin 10%. Pada langkah yang
keduayaitutrimming ataupemotonganjaringan,
jaringandipotongdenganukuranyanglebihkecilsehinggadapatdimasukkankedalamtissu
e cassete. Selanjutnya terdapat proses dehidrasi yaitu penarikan air dari jaringan
menggunakan alkohol secara bertingkat dari konsentrasi 80% sampai konsentrasi
absolut dan kemudian masuk proses clearing menggunakan xylol.Langkah
selanjutnya yaitu dimasukkan kedalam cetakan serta diisi dengan parafin cair dan
ditunggu sampai keras. Setelah dipastikan keras. Blok parafin yang berisi jaringan
dipotong menggunakan mikrotom dengan ketebalan 5 mikrometer. Pemotongan
jaringan dilakukan secara longitudinal. Setelah terpotong, hasil potongan dimasukkan
dalam water bathdengan suhu air 45°C. Hal ini bertujuan untuk mencegah munculnya

lipatan pada saat proses pemotongan. Setelah itu potongan organ diangkat dengan
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cara menempelkan object glass yang sudah diberi zat perekat misalnya Mayers
albumin pada organ yang ada pada water bath dan ditunggu selama 24 jam. Pada saat
proses deparafinisasi potongan organ dimasukkan ke dalam xylol kurang lebih 3
menit sebanyak 2 kali dan dilanjutkan pada proses rehidrasi jaringan. Pada proses
rehidrasi jaringan dilakukan pencelupan jaringan kedalam etanol bertingkat mulai
dari 30%, 50%, 70%, 80%, 96% serta absolut masing-masing selama 3 menit dan
dilanjutkan dengan mencuci dengan air mengalir. Setelah itu dilanjutkan menuju
proses pewarnaan. Metode pewarnaan yang dipakai adalah pewarnaan HE
(Hematoxylin-Eosin).

Pewarnaan jaringan dapat menggunakan Mayer’s Hematoxyline selama 8 menit
dan dilanjutkan pembilasan menggunakan air. Setelah pembilasan dilakukan
pencelupan pada eosin selama 15 detik. Setelah proses pewarnaan selesai dilakukan
proses selanjutnya yaitu pencelupan menggunakan etanol 90%, etanol absolute I,
etanol absolute I, xylol I, xylol Il. Proses pembuatan histopat diakhiri dengan
menetesi sediaan dengan perekat kemudian dilakukan penutupan menggunakan cover
glass.Pengamatan histopatologi ileum dilakukan dengan mikroskop dengan
perbesaran 100x dan 400x dan dilakukan analisis perubahan yang terjadi pada

histopatologi organ (Pertiwi, 2018).

4.6.9 Uji Konfirmasi

a.  Uji Katalase
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Uji konfirmasi untuk Lactobacillus acidophilus menggunakan uji katalase.
Langkah kerja untuk uji katalase, dimulai dari menggambil bakteri dengan ose lalu
disuspensikan di atas object glass dengan aquadest steril. Suspensi tersebut
ditambahkan larutan H,O, 3%dan dilakukan pengamatan terhadap perubahan yang
terjadi. Uji akan bernilai positif jika terbentuk gelembung. Uji katalase bertujuan
untuk mengetahui bakteri yang memiliki enzim katalase, enzim yang dimiliki oleh
bakteri yang bersifat aerobik (Dewi, 2013).

b. Pewarnaan Gram

Selain uji katalase untuk uji konfirmasidapat dengan pewarnaan gram.
Pewarnaan gram berfungsi untuk mengetahui jenis bakteri. Langkah pertama yaitu
sampel diletakkan pada object glass lalu dan ditetesi dengan 1 tetes aquadest steril.
Selanjutnya dilakukan fiksasi dengan lampu spirtus. Setelah dilakukan fiksasi
dilanjutkan diteteskan kristal violet dan ditunggu selama 1 menit. Setelah 1 menit
dilakukan pembilasan dan dilanjutkan dengan penambahan lugol dan ditunggu
selama 1 menit, lalu dilakukan pembilasan kembali. Kemudian warna dilunturkan
menggunakan alkohol 95 % selama 1 menit. Selanjutnya dilakukan pewarnaan
dengan safranin selama 45 detik lalu dilakukan pembilasan dan preparat dikeringkan.
Setelah preparat kering dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop perbesaran
1000xdengan penambahan minyak emersi. Bakteri gram positif misalnya
Lactobacillus sp. pada pewarnaan gram akan terlihat berwarna ungu sedangkan untuk
bakteri gram negatif seperti Salmonella enterica akan tampak berwarna merah (Dewi,

2013).
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4.6.10 Analisis Data

Data yang diperolehdaribeberapaperlakuanyaitujumlahbakteri dianalisa secara
deskriptif. Pada histopatologi organ ileum dilakukanbeberapapengamatandiantaranya
yaitu selradang, panjang dan lebarvilisertajumlahsel goblet. Menurut Harimurti dan
Rahayu (2009), pengukuran panjang vili, lebar vili dan kedalaman kripta minimal
menggunakan tiga lapang pandang per slide dengan bantuan aplikasi Imageraster.
Panjang vili diukur dari bagian apex vili sampai basal vili. Pengukuran lebar vili
dilakukan pada bagian basal vili dan kedalaman kripta diukur mulai dari basal vili
sampai membran basalis. Satuan yang dipakai untuk pengukuran panjang dan lebar
vili adalah mikromili (um).Pengamatan histopatologi ileum dibantu dengan optilab

yang telah terpasang pada mikroskop cahaya (Olympus CX31RBSFA).
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Uji Sensitifitas L. acidophilus dengan Ekstrak Kopi Robusta
Lampung

Hasil uji fitokimia pada Lampiran 4 menyatakan bahwa ekstrak kopi robusta
Lampung mengandung beberapa senyawa aktif diantaranya yaitu flavonoid sebesar

11,82 yg/g dan alkaloid yang dapat digunakan untuk antibakteri. Menurut Tanauma

dkk. (2016), flavonoid dapat digunakan sebagai antibakteri. Hal itu dikarenakan oleh
perbedaan kepolaran gugus alkohol dengan lipid penyusun sel bakteri. Bedasarkan
hal itu, diperlukan uji spesifitas pada L. acidophilus untuk mengetahui pengaruh dari
ekstrak kopi robusta Lampung terhadap L. acidophilus. Uji sensitifitas menurut
Soleha (2015), merupakan suatu metode yang digunakan untuk mengukur tingkat
aktivitas antibakteri. Terdapat beberapa metode yang dapat digunakan, salah satunya
yaitu metode Disk Diffusion Test. Pengujian dilakukan dengan pemberian ekstrak
kopi robusta Lampung mulai dari konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50%.
Pengujian dilakukan secara in vitro pada media MRSA. Kontrol (+) menggunakan
antibiotik Gentamycin dan kontrol (-) menggunakan blank disc. Hasil penggujian

dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Uji Sensitifitas Bakteri Lactobacillus axiddophilus

.| Ulangan (+) Konsentrasi Ekstrak
Media K Gent ;
e | (Gentamycin) [T1006 [ 20% | 30% | 40% | 50%
1 0,8cm - - - : 2
VBl 2 0,8cm - - - ! 2
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Hasil pengujian pada Tabel 5.1 dapat diketahui bahwaterdapat zona hambat
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pada kontrol positif (+) dengan diameter 0,8 cm pada kedua ulangan. Namun, hasil
pada semua tingkat konsentrasi ekstrak kopi tidak menunjukkan terbentuknya zona
hambat. Tidak terbentuknya zona hambat menandakan bahwa ekstrak kopi tidak
menghambat pertumbuhan bakteri Lactobacillus acidophilus. Namun, hal ini berbeda
dengan yang dikemukakan oleh Bharath et all. (2015), bahwa kandungan chlorogenic
acid (CGA)dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif diantaranya yaitu
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococus lactis
dan Streptococusfaecalis. Selain itu, CGA juga dapat menghambat bakteri gram
negatif diantaranya Escherichia coli, Salmonella sp. dan Pseudomonas auerginosa.
CGA dapat menyebabkan penurunan pertahanan bakteri dengan meningkatkan
permeabilitas membran sel. Bakteri dapat dikatakan sebagai agensia probiotik jika
dapat menekan bakteri yang bersifat patogen dalam sistem pencernaan. Selain itu,
menurut Sunaryanto dkk. (2014), bakteri harus dapat bertahan pada suasana asam dan

garam empedu sehingga dapat mencapai saluran pencernaan.

5.2 Pengaruh Kombinasi Ekstrak Kopi Robusta Lampung dan L. acidophilus
Terhadap Perubahan Konsistensi Feses

Perubahan dari konsistensi feses dapat menjadi indikasi adanya permasalahan
pada saluran pencernaan. Pada infesi Salmonela enterica sering disertai dengan
adanya gejala klinis diare. Menurut Zein dkk. (2004), penurunan konsistensi feses
pada saat diare dapat disebabkan oleh penurunan absorbsi cairan pada usus sehingga

feses akan cenderung lembek dan juga berlendir. Diare dapat dibedakan menjadi
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beberapa kelompok berdasarkan tampilan serta konsistensinya. Menurut Nurrahman
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(2016), terdapat 5 skoring yaitu, normal yaitu feses berbentuk lonjong, hitam serta
konsistensinya keras, lalu diare skoring 1 yaitu feses berbentuk lonjong berwarna
hitam namun sedikit lembek. Diare skoring 2 yaitu feses berbentuk lonjong berwarna
hitam dan lembek. Diare 3 skoring yaitu feses tidak berbentuk lonjong, berwarna
kecoklatan, lembek dan sedikit berlendir. Diare skoring 4 yaitu feses cair, berwarna
coklat dan berlendir. Hasil pengamatan tampilan serta konsistensi feses setelah
perlakuan dan induksi S. enterica selama dua hari secara peroral dapat dilihat pada

Tabel 5.2.

Tabel5.2 TampilanFesesMencit

Perlakuan TampilanFeses Keterangan
- WarnaHitam,
- Keras.
KontrolPositif(K+) - Bentuktidaklonjong, Diare (skor 4)

- Warnacoklat mentah
- Lembek, berlendir

KontrolLactobaccilus | - Bentukagakbulat, Diare (skor 3)
acidophilus (KL) - Warnacoklat
- Lembek
Perlakuan (P1) -Berbentuk lonjong Normal
-Coklat tua
- Keras
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Perlakuan (P2) -Bentuklonjong, Diare (skor 3)
-Warnahitam
- Sedikitlembek
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Perlakuan (P3) -Bentuklonjong, Diare (skor 3)
-Warnacoklat

-Sedikitlembek
Berdasarkan Tabel 5.2 pada kelompok kontrol positif, konsistensi feses

mengalami penuruan serta disertai adanya lendir. Menurut Zein dkk. (2004), hal itu
disebabkan oleh adanya kerusakan mukosa usus sebagai akibat dari adanya infeksi
Salmonella enterica sehingga terjadi penurunan dari fungsi reabsobsi usus dan
peningkatan motilitas pada usus. Mencit pada kelompok perlakuan kontrol
Lactobacillus, P2 dan P3 menunjukkan adanya diare dengan skoring 3. Pada
perlakuan kontrol Lactobacillus dapat terjadi diare dikarenakan bakteri asam laktat
tidak dapat mengurangi jumlah dari Salmonella enterica secara signifikan sehingga
Salmonella enterica yang berhasil melakukan adhesi akan merusak membran mukosa
usus. Menurut Sumaryati (2009),toksin yang dikeluarkan oleh bakteri patogen dapat
menyebabkan penurunan jumlah bakteri asam laktat dalam saluran pencernaan.
Selain itu, dengan banyaknya jumlah Salmonella enterica yang diinduksikan maka
terdapat peningkatan persaingan dalam mendapatkan nutrisi. Selanjutnya yaitu pada
perlakuan 2 dan 3 mencit juga mengalami diare namun tidak separah seperti mencit
pada kontrol negatif. Menurut Keraru (2017), kafein dalam kopi dapat meningkatkan
motilitas usus sehingga feses menjadi lebih lunak. Berdasarkan beberapa perlakuan,
pada P1 atau pemberian kombinasi antara ekstrak kopi robusta Lampung dengan

dosis 250 mg/ Kg BB dan L. acidophilus dapat memperbaiki derajat keparahan diare.
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Hal ini ditunjukkan dengan konsistensi feses yang keras, berwarna coklat tua dan
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beberbentuk lonjong sebagai indikasi adanya perbaikan pada saluran pencernaan.

5.3 Hasil Perhitungan Jumlah Bakteri

Pada penelitian ini untuk mengetahui jumlah bakteri ileum menggunakan
metode TPC (Total Plate Count). Setelah proses nekropsi mencit, bagian ileum pada
setiap perlakuan diambil dan dilakukan pengenceran bertingkat sampai pengenceran
10". Setelah dilakukan pengenceran dilakukan penanaman pada media MRSA.
MRSA digunakan sebagai media penanaman bakteri asam laktat. Hal ini dikarenakan
dalam MRSA terdapat beberapa nutrisi yang mendukung tumbuhnya bakteri asam
laktat diantaranya yaitu dextrose yang berfungsi sebagai sumber energi dan dapat
difermentasi. Selain itu adanya kandungan sodium acetat dapat berfungsi untuk
menghambat beberapa pertumbuhan mikroorganisme misalnya streptokokus dan
kapang. Setelah dilakukan penanaman dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C,
diamati dan dilakukan perhitungan dengan metode TPC (Total Plate Count). Tujuan
dari perhitungan TPC menurut Yunita dkk. (2015), untuk mengetahui jumlah
mikroorganisme dengan menghitung jumlah total koloni bakteri yang telah
ditumbuhkan pada media agar. Menurut Putri dan Kusdiyantini (2018), koloni bakteri
pada media MRSA akan terlihat berwarna putih dan krem.Berdasarkan hasil dari
penanaman bakteri pada media MRSA pada tingkat pengenceran 10° didapatkan hasil
seperti pada Tabel 5.3.Perhitungan jumlah koloni bakteri pada organ ileum

menggunakan rumus (Baron, et al, 1994).
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(colony count) x (dilution)x (first dilution concentration)

(specimen weight)

(1)

Tabel 5.3 Perhitungan Bakteri

Perlakuan Pengen:eran Jumlah Bakteri (CFU/Gram)
10
K+ 1015 1 X 10°
K- 1.75 1,8 X 10°
KL 11.25 1,1 X 10’
P1 15 1,5 X 10’
P2 12 1,2 X 107
P3 7 7 X 10°

Berdasarkan hasil penelitian seperti pada Tabel 5.3 pada kelompok kontrol (+)
didapatkan hasil sebanyak 1X 10°CFU/mL. Jumlah bakteri yang tinggi dapat
diakibatkan oleh bakteri yang tumbuh bukan hanya bakteri asam laktat. Meskipun
MRSA termasuk dalam media yang selektif namun menurut Yuan et all. (2011),
Salmonella sp. mampu bertahan pada konsentrasi 3% sodium asetat. Selain itu
Salmonella sp. mampu bertahan hidup pada suhu yang tinggi. Dengan hal ini untuk
mengkonfirmasi bahwa bakteri yang tumbuh adalah bakteri asam laktat, dapat
dilakukan uji konfirmasi. Konfirmasi bakteri asam laktat dapat dilakukan dengan uji

katalase dan uji pewarnaan gram. Pada penelitian ini tidak dilakukan uji konfirmasi.

Pada kontrol negatif jumlah bakteri didapatkan hasil 1,8 x 10°CFU/mL. Jumlah
bakteri yang tidak begitu banyak dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor. Menurut

Pertiwi (2008), peristaltik usus dapat membuat bakteri asam laktat susah untuk
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melakukan adesi pada mukosa usus. Adanya bakteri asam laktat dalam saluran
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pencernaan berfungsi sebagai kompetitor dari bakteri patogen selain itu bakteri asam

laktat juga berfungsi sebagai imunomodulator (Dicks and Botes, 2010).

Jumlah bakteri pada kelompok kontrol Lactobacillus menunjukkan adanya
peningkatan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif yaitu 1,1 X
10’CFU/mL. Hal ini membuktikan bahwa pemberian probiotik berguna untuk
meningkatkan jumlah bakteri asam laktat pada usus. Sejalan dengan hal itu menurut
Wijayanti dan Ardyati (2007), probiotik hanya dapat bertahan beberapa hari setelah

pemberian, maka dari itu pemberian probiotik harus secara rutin dan terus menerus.

Pada kelompok P1, P2 dan P3 juga mengalami peningkatan jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatif dan kontrol Lactobacillus. Hal ini dapat
dikarenakan dengan efek dari pemberian ekstrak kopi Lampung. Kandungan
oligosakarida dalam kopi dapat berfungsi sebagai prebiotik. Prebiotik menurut Azhar
(2009), merupakan substrat yang susah dicerna oleh inang, sehingga membutuhkan
bantuan flora normal usus untuk mencernanya. Namun, antara kelompok P1, P2 dan
P3 menandakan adanya penurunan jumlah bakteri. Pada kelompok P1 menunjukkan
hasil sebanyak 1,5 x 10’CFU/mL, P2 sebanyak 1,2 x 10'CFU/mL, serta P3 sebanyak
7 x 10°CFU/mL. Penurunan jumlah bakteri pada ketiga perlakuan dapat disebabkan
oleh peningkatan konsentrasi ekstrak kopi robusta Lampung yang diberikan.
Berdasarkan Lampiran 4 CGA, caffeic acid, flavonoid serta trigonellinedapat

bersifat antibakteri. Menurut Maheswari dkk. (2015), kandungan caffeic acid lebih
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sensitif pada bakteri gram postif jika dibandingkan dengan bakteri gram negatif. Hal
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ini dikarenakan perbedaan komponen pembentuk dinding sel bakteri.

5.4 Hasil Pemeriksaan Histopatologi lleum

Diare yang disebabkan oleh Salmonela enterica dapat menjadi indikasi adanya
kerusakan pada saluran pencernaan khususnya pada bagian ileum. Berdasarkan dari
hal itu, dalam penelitian ini dilakukan pemeriksaan histopatologi ileum. Tujuan
dilakukannya permeriksaan histopatologi ileum yaitu untuk mengetahui derajat
kerusakan pada setiap perlakuan. Pada penelitian ini dilakukan metode pewarnaan HE
serta pengamatan menggunakan 5 lapang pandang secara acak pada satu preparat
menggunakan perbesaran 100x dan 400x. Pengukuran panjang vili, lebar vili dan
kedalaman kripta menggunakan perbesaran 100x. Panjang vili diukur dari bagian
puncak vili sampai bagian basis vili. Lebar vili diukur pada bagian basis vili dan
kedalaman kripta diukur dari bagian basis vili sampai membran basalis. sedangkan
untuk mengamati adanya erosi vili, sel goblet serta sel-sel radang menggunakan

perbesaran 400x.

Tabel 5.4 Panjang dan lebar vili

K+ 257.4 93.7
K- 228.1 66.2
KL 347.4 84.3
P1 305.3 73.2
P2 268 66.8
73 249.9 74.9
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Tabel 5.5 Skoring pemendekan vili
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Perlakuan Vili
K+ Sedang (4)
K- Ringan (3)
KL Ringan (1)
P1 Ringan (2)
P2 Ringan (2)
P3 Sedang (1)

Hasil pengukuran panjang dan lebar vili dapat dilihat pada Tabel 5.4.
Pengukuran panjang dan lebar vili bertujuan untuk medukung data scoring
pengamatan vili. Menurut Erben et all. (2014), Skoring dimulai dari pemendekan vili
ringan yaitu perbandingan panjang vili dan kripta menjadi 2:1 sampai 3-1 dengan
skoring 1-3. Pada pemendekan vili sedang , perbandingan antara panjang vili dan
cripta menjadi 1:1 sampai 2:1 dengan skoring 2-4 serta jika terjadi atropi vili

didapatkan hasil skoring 3-5. Hasil skoring dapat dilihat pada Tabel 5.5.
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Gambar 5. 1Gambaran mikroskopis ileum mencitdengan perbesaran 400x; A) Kontrol
negatif; B) Kontrol positif; C) Kontrol Lactobacillus; D) P1; E) P2; F) P3; Kotak
merah menunjukkan sel goblet; kotak hitam menunjukkan sel radang; kotak kuning
menunjukkan adanya erosi epitel.
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Hasil pengamatan pada mencit kelompok kontrol negatif (sehat) dengan
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perbesaran 400x (Gambar 5.1A) menunjukkan perubahan pada vili dengan skoring
ringan (3) hal ini didukung oleh data pengukuran panjang dan lebar vili pada Tabel
5.4. Ukuran vili pada kontrol negatif terlihat seragam meskipun memiliki panjang
yang lebih pendek jika dibandingkan dengan kelompok kontrol positif.Selain itu tidak
ditemukan adanya erosi maupun ruptur pada villi sehingga dapat dikatakan bahwa vili
dalam kondisi yang baik. Kondisi vili yang baik dapat meningkatkan proses absorbsi
nutrisi. Nutrisi yang terabsorbsi digunakan tubuh untuk sumber energi dalam proses
metabolisme, sehingga nantinya dapat menyebabkan peningkatan berat badan. Hal ini
sejalan dengan hasil pemeriksaan feses. Feses mencit pada kontrol negatif
menujukkan masih dalam kondisi normal yaitukonsistensinya keras berwarna hitam

dan berbentuk lonjong (Putra, 2018).

Menurut Adawiyah (2017), Salmonella sp. dapat menyebabkan kerusakan
epitel usus pada saat infeksi. Hal ini dikarenakan pada saat melakukan invasi ke
jaringan usus, Salmonella sp. merusak epitel usus. Berdasarkan pengamatan pada
preparat diketahui bahwa pada mencit kelompok kontrol positif pada ileum terlihat
adanya erosi epitel dan hipertropi dari sel goblet, infiltrasi sel-sel radang yang terdiri
dari PMN (Polimorfonuklear) dan MN (Mononuklear). Jenis PMN yang dapat
teramati yaitu neutrofil. Menurut Rosales (2018), jika terjadi infeksi mikroorganisme
jenis sel radang yang keluar terlebih dahulu adalah neutrofil.Salah satu indikator

adanya inflamasi adalah adanya infiltrasi sel radang pada vili usus. Infitrasi sel radang
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tersebut dapat dilihat dengan adanya pelebaran pada vili usus. Infiltrasi sel radang
dapat mengindikasikan adanya antigen yang masuk kedalam tubuh salah satunya
yaitu bakteri patogen seperti Salmonella sp. Seiring dengan peningkatan jumlah sel
radang pada jaringan maka vili akan terlihat melebar. Hal itu dapat dilihat pada Tabel
5.4, kontrol positif (Gambar 5.1B) memiliki lebar paling besar jika dibandingkan
dengan kelompok perlakuan lain. Berdasarkan perubahan pada vili pada kelompok
kontrol positif mengalami pemendekan ukuran vili dengan skoring sedang (4) yang
berarti perbandingan antara panjang vili dan kripta kurang lebih 1 : 1. Pada preparat
kontrol positif dapat terlihat adanya peningkatan aktivitas dari sel goblet. Hal ini
berhubungan dengan bentuk kompensasi tubuh terhadap adanya antigen yang dapat
menyebabkan kerusakan pada organ. Tubuh berusaha menghilangkan antigen yang
masuk kedalam tubuh dengan cara meningkatkan aktivitas sel goblet dalam sekresi
mukus. Peningkatan sekresi mukus bertujuan untuk melindungi sel epitel dari
kerusakan. Peningkatan sekresi mukus serta kerusakan vili padamencit kontrol
positif dapat dilihat dari tampilan feses pada Tabel 5.2. Feses memiliki konsistensi

lembek dan berlendir (Balgis dkk. 2015).

Pada kelompok perlakuan kontrol Lactobacillus acidophilusseperti pada
Gambar 5.1C terdapat adanya hipertropi sel goblet yang mengindikasikan adanya
peningkatan produksi mukus. Adanya Salmonella sp.dapat memicu sel radang keluar
dari pembuluh darah menuju jaringan. Namun berbeda dengan kontrol positif, pada

kontrol Lactobacillus acidophilusterlihat tidak ada erosi epitel. Bakteri asam laktat
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dapat melindungi lapisan mukosa dengan cara berkoloni pada permukaan mukosa
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usus sehingga membuat bakteri patogen tidak dapat melakukan adesi. Berdasarkan
Tabel 5.4 pada kontrol Lactobacillus acidophilus panjang vili mengalami
peningkatan.Peningkatan tersebut dapat disebabkan oleh pemberian probiotik.
Menurut Wresdiyati dkk. (2013), pemberian probiotik dapat menstimulasi proliferasi
sel epitel. Proliferasi ini terjadi karena adanya peningkatan produksi asam lemak yang

diinduksi oleh probiotik sehingga menyebabkan vili memanjang.

Pada kelompok P1, P2 seta P3 terdapat beberapa kelainan diataranya hipertropi
sel goblet serta infiltrasi sel radang menuju jaringan. Salmonella sp. yang masuk
kedalam tubuh akan memicu keluarnya mediator radang, salah satunya yaitu
histamin. Histamin dapat menyebabkan terjadinya vasodilatasi pembuluh darah. Pada
saat vasodilatasi pembuluh darah, plasma darah keluar dan menyebabkan edema.
Pada P1 (Gambar 5.1D), panjang vili mengalami peningkatan jika dibandingkan
dengan P2 (Gambar 5.1E) dan P3. Kerusakan paling parah terlihat pada kelompok
P3 seperti pada Gambar 5.1F, dari ketiga kelompok perlakuan, P3 memiliki panjang
vili yang paling kecil. Hal inidapat dikarenakan oleh pemberian dosis ekstrak kopi
robusta Lampung yang tinggi. Menurut Selviana (2015), kandungan kafein pada kopi
dapat memicu sekresi asam lambung yang berlebihan sehingga, dapat merusak

mukosa lambung dan usus.

Kelompok mencit P2 seperti padaGambar 5.1Ejenis sel radang yang teramati

yaitu polimorfonuklear dan mononuklear. Menurut Adenin (2019), jaringan yang
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mengalami cidera akan memicu keluarnya beberapa sel diantaranya yaitu leukosit,
eritrosit serta trombosit. Pada infeksi bakteri, sel leukosit yang berperan vyaitu
neutrofil. Neutrofil banyak berperan pada 24-48 jam pertama terjadinya cidera.
Neutrofil akan dibantu oleh monosit yang nantinya akan berubah menjadi makrofag

setelah keluar dari pembuluh darah.

Berdasarkan beberapa gambar diatas mulai dari Gambar 5.1D(histopatologi
ileum P1), Gambar 5.1E(histopatologi ileum P2) dan Gambar 5.1F (histopatologi
ileum P3). Tingkat kerusakan organ paling parah yaitu pada Gambar 5.1F.
Kerusakan tersebut sejalan dengan tampilan feses mencit pada P3 yang dapat
digolongkan dalam diare dengan skoring 3, yang berarti memiliki tampilan feses
sedikit lembek. Hal ini dapat dikarenakan selain adanya inflamasi yang dapat memicu
motilitas usus sehingga mempengaruhi penyerapan nutrisi dan cairan. Peningkatan
motilitas usus juga dapat dipengaruhi oleh kandungan kafein dalam ekstrak kopi

(Keraru, 2017).
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BAB 6 PENUTUP
6.1 Kesimpulan
Berdasarkan dari hasil penelitian, maka dapat disimpukan bahwa pemberian
kombinasi ekstrak kopi robusta Lampung dengan dosis 250 mg/kg BB serta
Lactobacillus acidophilus dapat meningkatkan jumlah bakteri pada ileum serta dapat
mencegah kerusakan organ ileum pada mencit Balb/C yang diinduksi Salmonella

enterica.

6.2 Saran
Pada penelitian selanjutnya diharapkan melakukan uji konfirmasi bakteri asam
laktat serta perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui adanya efek yang

ditimbulkanpada organ lain.
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LAMPIRAN 3. Perhitungan dosis

A. Perhitungan Volume Pemberian Ekstrak Kopi

Lactobacillus acidophilus.

P1

111 (9) =250 mg/kg x =L = 587mg — 2L x 0.5 = 0.44 cc

IV (2) = 250 mg/kg X Zfoi’gg =737mg —21 % 0.5=0.55cc

IV (3) = 250 mg/kg x Z=L = 6.87mg —>""L X 0.5 = 0.52 cc

IV (4) =250 mg/kg x 22 = 637 mg -2 % 0.5 = 0.48 cc

IV (5) = 250 mg/kg X o=l = 63mg -0 X 0.5 = 0.47 cc

IV (6) = 250 mg/kg x L = 67mg  —"T2L x 0.5 = 0.5 cc

IV (7) = 250 mg/kg X =2 = 7mg —29 % 0.5 = 0.53 cc

P2

IV (12) =500 mg/kg X 12:(‘)9 =13.5mg — 1315mg x 0.5 =0.51cc
IV (13) = 500 mg/kg x ==2 =13 mg —220 %05 =05 cc
IV (14) = 500 mg/kg x 2222 = SIET3MI w05 = 0.49 cc
IV (15) = 500 mg/kg X 2160‘;’59 = 13.2mg 2219 % 0.5 = 0.5 cc
IV (16) = 500 mg/kg x o2 = 144 mg 0 % 0.5 = 0.55 cc
IV (17) = 500 mg/kg X 216060’59 —2 19 5 0.5 = 0.51 cc
IV (18) = 500 mg/kg X % = 13.5mg S0M 0.5 =0.51 cc

1000

13
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P3
IV(8) = 750 mg/kg x 222 = 21.45mg
IV(9) =750 mg/kg x zzgg =21mg
IV(19) = 750 mg/kg x 2= = 20.25mg
I\V(20) = 750 mg/kg X 217(';; ’59 = 20.85mg
IV(21) = 750 mg/kg x 2228 = 201 mg
IV(22) = 750 mg/kg x 2222 = 21.37mg
IV(23) = 750 mg/kg x =% = 21.52mg

21 45 21.45mg

= X 0.5=051cc
Zlmg X 0.5=0.5cc
_>2°'2251 ™9 % 0.5 = 0.48 cc
e@ X 0.5=0.49cc
—2 0 % 0.5 = 0.47 cc
21?;7"19 X 0.5=0.5cc
A2 05 = 051 cc

21
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B
Total Flavonoid Content  (ug/g) 11,815.
33
Alkaloid (Kualitatif) Positive
Tanin (Kualitatif) Positive
Saponin (Kualitatif) Positive

Malang, 22 Juli 2019
Pelaksana,

Kaliawan

LABORATORIUM KIMIA ANALISIS
INSTRUMENTASI

JURUSAN TEKNIK KIMIA POLITEKNIK
NEGERI MALANG

REKAPITULASI PERHITUNGAN STANDARD
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KONS,
= Nama Kons. )
No (Area) THT %Ratio
STANDARD | (ug/mL) (amD)
nd_CGA Std_
a1 0.75 90.094.32 | 0.71 95.10
nd_CGA Std
1|42 0.75 88287.94 | 0.70 93.21
nd_CGA_Std_
43 0.75 88.200.36 | 0.70 93.11
nd_CGA._Std_
51 1.50 19524780 | 1.54 102.63
nd CGA Std_
2 |52 1.50 192,531.38 | 1.52 101.20
nd_CGA Std_
53 1.50 189,199.46 | 1.49 99.46
nd_CGA Std_
61 3.00 39362559 | 3.10 103.27
nd_CGA _Std_
3 |62 3.00 383.088.47 | 3.02 100,51
nd_CGA _Std_
63 3,00 395696.87 | 3.11 103.81
nd_CGA_Std_
71 6.00 763.591.88 | 6.00 100.08
nd_CGA _Std_
4 |7 6.00 769,446.06 | 6.05 100.84
nd_CGA_Std_
73 6.00 765172.72 | 6.02 100.28
nd CGA Std
81 9.00 1’137’225'8 8.94 99.34
nd CGA Std
5 |82 9.00 1’150’663'3 9.05 100,51
nd CGA Std
83 9.00 1’140’542'§ 8.97 99.62
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D Mencit Balb/C jantan
B
A 4
Waktu aklimatisasi selama 7 hari dan
pemberian pakan secara ad libitum
A 4
Diberikan perlakuan pada hari ke 8 hingga 21
| |
v \4 l l A 4 \ 4
K- K+ K Lacto P1 P2 P3
|
Pakan Pakan Pakan Pakan Pakan Pakan
dan dan dan dan
Lacto kombina kombina kombina
si si si
v v l ¢ l i
Dipuasg.kan 24. jam Dip_uasakan Dipuasakan 24 jam dan
dan diinduksi S. 24 jam dan diinduksi S. enterica pada hari
enterica pada hari diinduksi S. ke 23 dan 24
ke 23 dan 24 enterica
pada hari ke v
23 dan 24 Diberikan ekstrak kopi dan L.
I acidophilus pada hari ke 24 dan 25
Diinduksi L. acidophilus pada
hari ke 24 dan 25 l
I > Dieutanasi pada hari ke 27

v

Penanaman dan perhitungan
jumlah BAL serta pembuatan
Histopatologi ileum

v
Data dianalisis
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Lampiran 6. Kandungan kopi
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Komponen Konsentrasi (g/100g) Konsentras1 (g/'100g)

Green Coffea Roasted Coffen Green Coffen Roasted Coffen

arabica Arabica canephora canephora
Sukrosa 6.0-9.0 42-1r 09-40 1.6-tr
Gula Pereduksi 0.1 03 04 03
Polisakarida 3444 31-33 48-55 37
Lignin 3.0 30 3.0 30
Pectin 20 20 20 20
Protein 10.0-11.0 7.5-10 10.0-11.0 7.5-1.0
Asam Amino Bebas 0.5 Tidak terdeteksi 0.8-1.0 Tidak
terdeteksi
Kafein 09-13 11-13 1525 2425
Trigonelline 0.6-2.0 12-02 0.6-0.7 0703
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Asam Nikotinik - 0.016-0.026 - 0.014-0.025
Minyak kopi 15-17.0 170 7.0-10.0 110
(Trigliserida,
sterol/tocopherol)
Diterpen 0312 09 0208 02
Mineral 3042 45 4445 47
Asam Klorogenat 41-790 1.9-2.5 6.1-11.3 3338
Asam Alifatik 10 16 10 1.6
Asam Quinic 04 038 04 1.0
Melanoidins - 25 - 25
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Lampiran 7. PembuatanEkstraksi Kopi robusta
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Lampiran 8. IdentifikasiBakteriSalmonella enterica

Pewarnaan Gram S. enteritidis
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Lampiran 9. IdentifikasiBakteriLactobaccilus acidophilus

Uji Katalase L. acidophilus (-)
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Lampiran 10. Uji in vitro pengaruh Kopi robustaterhadapLactobaccilus acidophilus

. Lactobacillus Acidophilus

Media Ulangan | (+) Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak
ke (Genta) | 10% 20% 30% 40% 50%
MHA 1 TIDAK TUMBUH
2
MRSA 1 0,8 cm - - - - -
2 - - -
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10'5 10'6 10'7
1 4 0 0
2 0 0 73
3 44 12 4
4 0 0 0
12 3 19.25

Perhitungan jumlah bakteri (Baron,et al, 1994).

10'5 10'6 10'7
1 1 0 0
2 16 10 5
3 9 6 0
4 2 2 0
7 4.5 1.25
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(colony count) x (dilution)x (first dilution concentration)

(specimen weight)

(1)
Diketahui: Berat organ ileum yang digunakan =1 gram
Pengenceran Sita
Pengenceran pertama 51t85

101,5 X10°x10
1gr

1 X 10°® CFU/g

1,75 X10°x10
1gr

1,8 X 10° CFU/g

11,25 x10°%10
1gr

KL =

=1,1 X 10" CFU/g

15 x10°x10
1gr

PL =

=1,5X 10" CFU/g

12 x105%10
1gr

1,2 X 10" CFU/g

7 x105x10
1gr

pgitas 2

7 X 10° CFU/g

Lampiran 12. Perhitungan panjang vili, lebar vili dan kedalaman kripta
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Perlakuan Panjang (@m) Lebar (ym)
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Rata-rata

Rata-rata
347.4 84.3

Rata-rata
305.3 73.2

Rata-rata
268

Rata-rata
249.9 74.9
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Perlakuan kripta Vili Rasio
11
(Sedang 4)
1.2
2:1
(Ringan 3)
2.1
3:1
(Ringan 1)
3.3
2:1
(Ringan 2)
2.4
2:1
(Ringan 2)
2.4
11
(Sedang 1)
1.8
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Rata-rata

110.16

194.54
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(Lebar basis vili)
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(Panjang vili)

(Kedalaman Kripta)
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Lampiran 13. Koloni bakteri organ ileum pada media MRSA

<
<
=
2
2

UNIVERSITAS




N~
o]

DI-3e°qn°A103150d3 VAVIIMVYS

SVLISYIAINDN



