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ABSTRAK

Enterococcus faecalis merupakan bakteri penyebab vaginitis aerobik pada wanita. Saat ini resistensi
bakteri Enterococcus faecalis terhadap antimikroba sering dilaporkan sebagai permasalahan yang harus
diperhatikan di seluruh dunia. Kitosan merupakan salah satu alternatif bahan terapi. Dalam bidang
nanoteknologi, kitosan dapat diolah menjadi nano kitosan yang mempunyai daya absorbsi yang tinggi jika
dibandingkan dengan kitosan biasa. Penelitian ini bertujuan untukmembuktikan dan membandingkan
efektivitas kitosan dan nano kitosan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis secara
in vitro.Penelitian ini adalah frue experimental post test only design dengan metode difusi sumur. Kitosan dan
nano kitosan dilarutkan menggunakan asam asetat. Konsentrasi kitosan dan nano kitosan yang digunakan
adalah 1 %; 0,5 %; 0,25 %; 0,125 %, dan 0,0625 %. Data hasil penelitian dianalisis dengan uji one way
ANOVA, uiji korelasi dan regresi dengan tingkat kepercayaan 95 % (a = 0,05). Dari hasil penelitian
didapatkan kadar kitosan pada konsentrasi 1%; 0,5 %; 0,25 %; 0,125 %, dan 0,0625 % menghasilkan zona
hambat sebesar 36,68 mm, 31,18 mm, 30,56 mm, 26,50 mm, dan 19,81 mm. Sementara kadar nano kitosan
dengan konsentrasi 1 %; 0,5 %; 0,25 %; 0,125 %, dan 0,0625 % menghasilkan zona hambat sebesar 35,52
mm, 31,18 mm, 29,94 mm, 25,75 mm, dan 22.23 mm. Kesimpulan penelitian ini adalah kitosan dan nano
kitosan mempunyai efektivitas sebagai antimikroba terhadap bakteri Enterococcus faecalis secara in vitro
dan tidak terdapat perbedaan efektivitas yang bermakna pada nano kitosan dalam menghambat
pertumbuhan Enterococcus faecalis jika dibandingkan dengan kitosan.

Kata kunci : Enterococcus faecalis, Kitosan, Nano kitosan, Vaginitis aerobik.

Effectiveness Comparation of Chitosan (2-Acetamido-2-Deoxy-D-Glucopyranose) and Nano
Chitosan on the Growth of Enterococcus faecalis In Vitro

ABSTRACT

Enterococcus faecalis is an aerobic bacterium that causes aerobic vaginitis in women. Currently,
Enterococcus faecalisis frequently reported as a problem in developed countries and developing countries
due to its resistance to antimicrobial drugs. One of some drugs alternative therapies is chitosan. In
nanotechnology, chitosan can be processed as nano chitosan which has high absorption rate when
compared to regular chitosan. This study aimed was to verify and compare the effect of chitosan and nano
chitosan to prevent the growth of Enterococcus faecalis in vitro. This research was true experimental
research post test only design with well diffusion method. Chitosan and nano chitosan were dissolved in
acetic acid. The concentration of chitosan and nano chitosan using in this study were 1 %; 0.5 %; 0.25 %;
0.125 % and 0.0625 %. The result was analyzed using one way ANOVA, correlation test and regression test
with 95 % confidence level (a = 0.05). The result showed that inhibitory zone of chitosan with concentration 1
%; 0.5 %; 0.25 %; 0.125 %, and 0.0625 % were 36,6875 mm, 31,1875 mm, 30,5625 mm, 26,5 mm, and
19.8125. The inhibitory zone of nano chitosan with the same concentration were 35,525 mm, 31,1875 mm,
29,9375 mm, 25,75 mm, and 22 225 mm. This study concluded that chitosan and nano chitosan are effective
as antimicrobial agents for Enterococcus faecalis bacteria in vitro but there are no significant beetwen nano
chitosan and chitosan for inhibiting the growth of Enterococcus faecalis.

Keywords : Aerobic vaginitis, Chitosan, Enterococcus faecalis, Nano chitosan.
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PENDAHULUAN

Vaginitis seperti candidiasis, vaginosis
bakterial, dan trichomoniasis merupakan
suatu kondisi klinis yang sering ditemukan
pada vagina.! Dalam kasus-kasus sedang
dan berat reaksi terhadap bakteri penyebab
VA ini dapat dilihat dari adanya peningkatan
jumlah leukosit dan terkadang dapat disertai
adanya toksin di dalam tubuh.2

Prevalensi VA masih cukup tinggi yakni
mencapai 51 %, dengan rincian kandidiasis
17 % dan vaginosis bakterial (BV) sebesar
15 %." Penelitian di Karnataka menemukan
bahwa prevalensi VA sebesar 40,8 % pada
usia 26-30 tahun.3 Penyebab VA terbanyak
disebabkan oleh bakteri Gram positif yakni
sebesar 59,7 % sedangkan yang disebabkan
oleh Gram negatif  sebesar 10,5 %.
Beberapa bakteri aerob patogen yang
ditemukan dalam swab vagina antara lain
Enterococcus spp., Staphylococcus spp.,
Klebsiella spp., dan Escherichia coli4
Pengobatan yang dilakukan pada infeksi
vagina yang disebabkan oleh bakteri
Enterococcus faecalis dapat dilakukan
dengan menggunakan antibiotik secara
topikal maupun oral.5¢6 Namun resistensi
bakteri tersebut terhadap antimikroba kini
makin sering dilaporkan sebagai
permasalahan yang harus diperhatikan di
seluruh dunia, baik di negara maju maupun
negara berkembang, Infeksi bakteri ini tak
hanya dilaporkan di rumah sakit, namun juga
pada komunitas .78

Kitosan adalah suatu bahan alami dan
terdapat banyak di alam yang diduga dapat
menghambat pertumbuhan  Enterococcus
faecalis. Kitosan merupakan
biopoliaminosakarida linear alami yang
diperoleh dari deasetilasi kitin. Dalam
bidang kedokteran kitosan dapat digunakan
untuk mencegah pertumbuhan Candida
albicans dan Staphylococcus aureus. Selain
sebagai antimikroba dan antijamur, kitosan
memiliki ~ sifat sebagai  antikoagulan,
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antitumor dan antivirus.'® Kitosan merupakan
jenis polimer alam yang mempunyai rantai
tidak linier dan disebut sebagai poli -(1,4)-2
amino-  2-deoksi-D-glukopiranosa. Kitosan
merupakan turunan utama dari kitin yang
berasal dari kulit crustaceae, serangga, dan
fungi.!12

Kitosan berpotensi untuk dijadikan
sebagai bahan antimikroba karena kitosan
mengandung enzim lisozim dan gugus
aminopolisakarida yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroba. Kemampuan dalam
menekan pertumbuhan bakteri  kitosan
berasal dari adanya polikation bermuatan
positf ~ pada  kitosan yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri dan
kapang (jamur multiseluler).'® Sekarang ini,
banyak ahli yang mengolah kitosan dengan
nanoteknologi dan menghasilkan substansi
yang disebut dengan nanokitosan.'
Nanokitosan merupakan kitosan dengan
ukuran partikel 100-400 nm. Menurut
Cheung et al (2008) nanokitosan mempunyai
daya absorbsi yang tinggi jika dibandingkan
dengan kitosan biasa. Dalam dunia farmasi,
partikel nano sering digunakan karena jauh
lebih mudah diserap oleh tubuh dan memiliki
daya kelarutan yang tinggi. Selain itu,
partikel nano terbukti unggul dalam hal
stabilitas, sehingga diharapkan dapat
mengobati penyakit dengan cepat, efektif,
dan efisien.

Penelitian ~ ini  bertujuan  untuk
membuktikan dan membandingkan
efektivitas kitosan dan nano kitosan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri
Enterococcus faecalis. Diharapkan penelitian
ini dapat berguna untuk masyarakat luas
dalam hal terapi penyakit, terutama
vaginosis aerobik, yang disebabkan oleh
bakteri Enterococcus faecalis.



BAHAN DAN METODE

Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan
adalah  penelitan  true  eksperimental
laboratorik dengan post test only control
group design. Uji efektivitas kitosan dan
nanokitosan sebagai antimikroba dilakukan
secara in vitro menggunakan metode difusi
sumur untuk mengetahui KHM (kadar
hambat minimal).

Variabel Penelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah dosis kitosan dan nano kitosan dan
variabel tergantung adalah pertumbuhan
bakteri Enterococcus faecalis.

Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan  dalam
penelitian ini adalah bakteri Enterococcus
faecalis koleksi Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Isolat bakteri Enterococcus faecalis ATCC
29212 yang digunakan berasal dari BBLK
Yogyakarta. Dalam penelitian ini, banyaknya
pengulangan yang dilakukan ditentukan
berdasarkan perhitungan rumus?s:
p(n-1) =15
5(n-1)=15
5n-5=15
n=4
Keterangan :
p : jumlah perlakuan
n : jumlah sampel tiap kelompok.
Jadi dalam penelitian ini jumlah sampel
pengulangan adalah sebanyak 4 kali.

Identifikasi Bakteri

Pengecatan Gram dilakukan dengan
cara satu ose bakteri dari biakan cair
diletakkan pada object glass ditunggu hingga
kering  kemudian  difiksasi  dengan
memberikan pemanasan secukupnya lalu
diberi larutan kristal violet, didiamkan 1 menit
lalu bilas dengan air yang mengalir.
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Kemudian diberi larutan lugol didiamkan 1
menit dan dibilas dengan air yang mengalir.
Beri larutan alkohol 96 % selama 5-10 detik,
bilas dengan air yang mengalir. Kemudian
diberi larutan safranin, diamkan 30 detik,
dibilas dengan air yang mengalir lalu sediaan
dikeringkan dengan kertas penghisap.
Tetesi minyak emersi dan dilihat di bawah
mikroskop dengan perbesaran 100x dan
dicari adanya sel bakteri Gram positif.
Selanjutnya bakteri diuji menggunakan uji
katalase dengan cara mengambil sebagian
perbenihan cair dan diletakkan pada glas
objek dan menetesi dengan larutan H,0O; 3
%. Lalu dilakukan salt tolerance test
dilakukan dengan cara Tube : BHI + 6,5 %
NaCl + pH indikator (bromcresol purple) dan
memasukan maksimal 3 koloni dari kultur
berusia 18-24 jam, diinkubasi selama 24-72
jam pada suhu 37 °C. Uji biokimia (L-
arabinose, arginin dihirdrolase dan manitol)
menggunakan strip microbact dengan
mengambil £5 koloni dari kultur berusia 18-
24 jam, dilarutkan kedalam 1 cc NS lalu
memasukan reagen L-arabinose, arginin
dihidrolase dan manitol dalam sumuran uji
biokimia kemudian memasukan 100 ul
larutan berisi bakteri dalam sumuran, tutup
dengan selotip dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 °C. Kemudian kultur
Enterococcus faecalis ditanam dalam BAP
selama 18-24 jam untuk melakukan uiji
hemoalisis.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Koloni Enterococcus faecalis dari media
blood agar plate (BAP) ditanam pada media
brain heart infusion sebanyak 5 ml.
Kemudian diukur ODnya pada panjang
gelombang 625 nm untuk mendapatkan
konsentrasi bakteri sebesar 108 CFU/ml yang
setara dengan OD = 0,1. Untuk
mendapatkan bakteri dengan konsentrasi
108 CFU/ml maka dilakukan penghitungan
rumus sebagai berikut:



N1 XVi=Nox Vs

Keterangan:

N1 = Konsentrasi bakteri yang dicari

Vi = Volume bakteri yang akan
ditambah dengan pengencer

N, = OD (0,1 setara dengan 108
CFU/ml)

Vi, = Volume suspensi bakteri uji (10
ml)

Uji Daya Antibakteri Kitosan dan Nano
Kitosan terhadap Enterococcus faecalis
secara In Vitro

Pada medium BHI (hard agar dan soft
agar) dibuat sumuran berdiameter 6 mm
pada medium hard agar kemudian
ditambahkan suspensi bakteri Enterococcus
faecalis sebanyak 0,1 ml bakteri 106 CFU/mI
diteteskan pada Hard Agar dalam cawan
petri lalu diratakan. Lalu dituangkan medium
soft agar (hangat-hangat kuku), goyang
searah jarum jam dan membiarkan hingga
dingin dan memadat kemudian mengambil
alat sumuran. Masukkan larutan kitosan
maupun nano kitosan dengan konsentrasi 1
%, 0,5 %, 0,25 %, 0,125 %, 0,0625 % ke
dalam masing-masing lubang sebanyak 50
pl. Plate kemudian dimasukan ke dalam
inkubator selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Daya antibakteri yang terjadi ditentukan
dengan mengukur diameter zona hambatan
pertumbuhan dengan menggunakan jangka

sorong dan  pengulangan  perlakuan
sebanyak 4 kali."”
HASIL

Hasil pewarnaan  Gram  bakteri
Enterococcus ~ faecalis  adalah  ungu,

berbentuk kokus dan merupakan bakteri
Gram positif. Hasil pewarnaan Gram bakteri
Enterococcus faecalis dapat dilihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Haéil hidentifikasi Enterococcus

faecalis dengan pewarnaan Gram adalah
berbentuk kokus dan bersifat Gram positif.

Hasil uji katalase adalah negatif karena
tidak terbentuk gelembung ketika ditetesi
H,0.. Hal ini menunjukan bahwa bakteri
Enterococcus faecalis tidak memproduksi
enzim katalase (Gambar 2). Hasil uji
hemolisis menandakan bahwa bakteri
Enterococcus faecalis merupakan bakteri
gamma hemolisis (y) atau disebut juga non
hemolisis (Gambar 3). Pada uji salt tolerance
tidak didapatkan perubahan warna pada
medium setelah diinkubasi selama 24 jam
akan tetapi terjadi perubahan kekeruhan. Hal
ini menandakan adanya pertumbuhan
bakteri (Gambar 4). Pada uji biokimia L-
arabinose adalah  negatif (warna

biru), uji arginin  positif (warna biru), uji
(warna  biru

manitol negatif
(Gambar 5).

tua-hijau)

Gambar 2. Hasil identifikasi Enterococcus
faecalis dengan uji Katalase (katalase
negatif, bakteri anaerob)



Gambar 3. Hasil identifikasi Enterococcus
faecalis dengan uji hemolisis (BAP) (Gamma
hemolisis (y), tidak ada perubahan warna).

Gambar 4. Hasil identifikasi Enterococcus
faecalis dengan uji salt tolerance setelah 24
jam (turbiditas (+), tidak ada perubahan
warna medium).

Gambar 5. Hasil identifikasi Enterococcus
faecalis dengan uiji biokimia (Arginin
dihidrolase (+), Manitol (-), L-arabinose (-)).

Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat
antara Kitosan dan Nano Kitosan
terhadap Enterococcus faecalis

Penelitian ini menggunakan beberapa

macam konsentrasi dari kitosan dan nano
kitosan yaitu 1 %, 0,5 %, 0,25 %, 0,125 %
dan 0,0625 %. Penentuan perbedaan daya
antibakteri antara kitosan dan nano kitosan
dilakukan dengan metode difusi sumuran.
Perbedaan daya antibakteri ditentukan
berdasarkan besar diameter zona hambatan
pada medium BHI yang telah dicampurkan
dengan bakteri  Enterococcus faecalis
kemudian diteteskan kitosan atau nano
kitosan. Perubahan yang diamati pada
penelitian ini yakni terbentuknya diameter
zona hambatan bakteri yang ada di sekeliling
sumuran. Hasil uji daya antibakteri kitosan
dan nano kitosan pada masing-masing
konsentrasi yakni 1 %, 0,5 %, 0,25 %, 0,125
% dan 0,0625 % dengan menggunakan
metode difusi sumuran disajikan pada
Gambar 6 dan 7 berikut.

Gambar 6. Zona hambat Enterococcus faecalis pada medium NAP dengan berbagai konsentrasi
kitosan: (a). 1%, (b). 0,5 %, (c). 0,25 %, (d). 0,125 % dan (e). 0,0625 %.



Gambar 7. Zona hambat Enterococcus faecalis pada medium NAP dengan berbagai konsentrasi
nano kitosan: (a). 1%, (b). 0,5 %, (c). 0,25 %, (d). 0,125 %, (e). 0,0625 % dan (f). Kontrol.

Berdasarkan hasil uji difusi sumuran
dapat diukur zona hambatan bakteri dan
dapat ditentukan perbedaan daya antibakteri
antara kitosan dan nano kitosan terhadap

Enterococcus faecalis. Hasil perhitungan
diameter zona hambat kitosan dan nano
kitosan disajikan pada Tabel 1 dan 2.

Tabel 1. Hasil perhitungan zona hambat bakteri Enterococcus faecalis 108 cfu/ml pada berbagai

konsentrasi perlakuan kitosan.

Konsentrasi Zona Hambatan Kitosan Rerata (mm)  Standar
(%) Pengulangan Deviasi

[ Il Il %
1 36 3325 3725 36,25 36,6875 £ 1,172
0,5 31 29,75 32 32 31,1875 + 1,068
0,25 3025 3125 3025 305 30,5625 +0,473
0,125 27,5 25 27,5 26 26,5 11,225
0,0625 19,5 20 20 19,75 19,8125 +0,239

Pada Tabel 1 di atas dapat dilihat
perbedaan zona hambat pada setiap
perlakuan yang menunjukan  adanya
perbedaan kemampuan  kitosan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri pada
masing-masing  kelompok  perlakuan.
Kitosan dengan konsentrasi 1 %, 0,5 %, 0,25
%, 0,125 %, dan 0,0625 % menghasilkan
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zona hambatan yang mengartikan bahwa
kitosan memiliki sifat antibakteri terhadap
Enterococcus faecalis. Zona hambatan
sudah terbentuk pada konsentrasi kitosan
0,06 %, sedangkan pada konsentrasi 1 %
menunjukan zona hambatan terbesar.



Tabel 2. Hasil perhitungan zona hambat bakteri Enterococcus faecalis108 cfu/ml pada berbagai

konsentrasi perlakuan nano kitosan.

Konsentrasi Zona Hambatan Nano Kitosan Rerata Standar
(%) Pengulangan (mm) Deviasi

| I 1l v
1 35,0 34 36,6 36,5 35,525 + 1,253
0,5 295 31,75 315 32 31,1875 +1,143
0,25 29,75 28,75 31,25 30,0 29,9375 +1,028
0,125 25 25,75 2575 26,5 25,75 10,612
0,0625 23 2225 21,65 22,0 22.225 +0,572

Pada Tabel 2 di atas dapat dilihat
perbedaan zona hambat pada setiap
perlakuan yang menunjukan adanya sifat
nano kitosan yang dapat menghambat
pertumbuhan yang berbeda pada masing-
masing kelompok perlakuan. Nano kitosan
dengan konsentrasi 1 %, 0,5 %, 0,25 %,
0,125 %, dan 0,0625 % menunjukkan bahwa
kitosan memiliki sifat antibakteri terhadap
Enterococcus faecalis. Zona hambatan
sudah terbentuk pada konsentrasi kitosan
0,06 %, sedangkan pada konsentrasi 1 %
menunjukan zona hambatan terbesar.

Zona Hambat
40 -
35
30 -
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15
10

5

0 ‘ ‘ ‘ ‘

Konsentrasi

Gambar 8. Nilai zona hambat bakteri
Enterococcus faecalis terhadap perubahan
konsentrasi kitosan dan nano kitosan.

Berdasarkan Gambar 8 nilai zona
hambat bakteri Enterococcus faecalis
terhadap konsentrasi kitosan dan nano
kitosan terlihat perbedaaan nilai zona

hambat bakteri hanya pada konsentrasi
kitosan dan nano kitosan 0,0625 % dengan
nilai zona hambat 19,81 mm dan 22,22 mm.
Namun pada konsentrasi lainnya tidak
terlihat adanya perbedaaan yang nyata
terhadap pemberian kitosan dan nano
kitosan terhadap nilai zona hambat bakteri
Enterococcus faecalis. Pada Gambar 8 di
atas juga dapat dilihat bahwa semakin tinggi
konsentrasi maka zona hambatanya
semakin besar.

Analisis Data
One way ANOVA

One way ANOVA merupakan pengujian
untuk mengetahui perbedaan nyata pada
konsentrasi kitosan dan nano kitosan
terhadap rerata  pertumbuhan  koloni
Enterococcus faecalis. Dari hasil uji one way
ANOVA  didapatkan angka signifikansi
kitosan sebesar 0,000 (p < 0,05) dan nano
kitosan sebesar 0,000 (p < 0,05). Hal ini
berarti efek perubahan konsentrasi kitosan
dan nano kitosan terhadap jumlah rerata
koloni Enterococcus faecalis adalah berbeda
secara signifikan pada taraf kepercayaan
95 %.

Post Hoc Test Tukey

Uji post hoc Tukey merupakan uji
pembandingan berganda (multiple
comparisons). Uji ini menunjukkan pasangan
kelompok sampel (kelompok perlakuan atau
konsentrasi dan jumlah koloni) yang



memberikan perbedaan yang signifikan dan

Zona Hambat

yang tidak memberikan perbedaan secara Tukey HSD.
signifikan.Dari hasil uji post hoc Tukey ook | I I e p
diketahui bahwa ada perbedaan yang K0,06 4] L8125
. oo . N 0,06 4 2.22250
signifikan pada setiap pasangan kelompok N 0,125 4 257500
sampel kitosan (K) dan nano kitosan (N) K01 4 265000
. . . e . N 0,25 4 2.99375
yang ditunjukkan oleh angka signifikansi K0,25 4 3.05625
kurang dari 0,010 (p < 0,05). Pada kelompok o : e
K1 % yang tidak signifikan adalah N 1 %, K N1 4 355250
0,5 % yang tidak signifikan adalah K 0,25 %, S B IO N

N 0,5 % dan N 0,25 %, K 0,25 % yang tidak
signifikan adalah K 0,25 %, N 0,5 % dan N
0,25 %, K 0,125 % yang tidak signifikan
adalah N 0,125 %, K 0,06 % yang tidak
signifikan adalah N 0,06 %, N 1 % yang tidak
signifikan adalah K 1 %, N 0,5 % yang tidak
signifikan adalah K 0,5 %, K 0,25 % dan N
0,25 %, N 0,25 % vyang tidak signifikan
adalah K 0,5 % dan K 0,25 %, N 0,125 %
yang tidak signifikan adalah K 0,125 %, dan
N 0,06 % yang tidak signifikan adalah K
0,06 %. Pada kelompok yang tidak signifikan
adalah kelompok yang tidak menunjukkan
perbedaan efek yang signifikan pada
pertumbuhan jumlah koloni. Nilai signifikansi
dari N 1 % adalah 1,000 (p > 0,05). Nilai
signifikansi antara konsentrasi K 0,25 %, K
0,5 %, N0,5 % dan N 0,25 % adalah 0,997
(p > 0,05). Nilai signifikansi antara
konsentrasi N 1 %, N 0,5 %, K 0,5 % dan K 1
adalah 1,000 (p > 0,05). Nilai signifikansi
antara konsentrasi N 0,125 % dan K 0,125 %
adalah 0,967 (p > 0,05). Nilai signifikansi
antara konsentrasi N 0,25 %, K 0,5 % dan N
0,5 adalah 0,773 (p > 0,05). Nilai signifikansi
antara konsentrasi N 0,06 % dan K 0,06 %
adalah 0,060 (p > 0,05). Hal ini menunjukan
bahwa perbedaan konsentrasi yang sama
antara kitosan dan nano kitosan tidak
menunjukkan  perbedaan  pertumbuhan
koloni bakteri yang bermakna.

Tabel 3. Hasil
subsets

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

Pada Tabel 3 diketahui subset mana
saja yang mempunyai perbedaan reratanya
yang tidak signifikan. Pada homogeneous
subsets ini keenam kelompok koloni bakteri
masuk ke dalam empat subset. Pada subset
1 diisi oleh 2 kelompok dengan konsentrasi
kitosan 0,06 % dan nano kitosan 0,06 %
(vIv). Pada subset 2 diisi oleh 2 kelompok
dengan konsentrasi kitosan 0,125 % dan
nano kitosan 0,125 % (V/v). Pada subset 3
diisi oleh 4 kelompok dengan konsentrasi
kitosan 0,25 %, nano kitosan 0,25 %, kitosan
0,5 % dan nano kitosan 0,5% (¥\). Pada
Subset 4 diisi oleh 2 kelompok dengan
konsentrasi kitosan 1 % dan nano kitosan
1 % (/). Hasil pada homogeneous subsets
sesuai dengan hasil yang telah didapat pada
uji post hoc Tukey.

Uji Korelasi Kitosan terhadap Bakteri
Enterococcus faecalis

Uji korelasi menunjukkan  angka
signifikansi 0,000 (p < 0,05) yang berarti
terdapat hubungan yang bermakna antara
pemberian kitosan dengan jumlah koloni
bakteri  Enterococcus  faecalis.  Besar
koefisien korelasi Pearson yaitu r = 0,843.
Tanda positif menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi kitosan maka semakin
luas zona hambat yang diperoleh.®



Uji Korelasi Nano Kitosan terhadap
Bakteri Enterococcus faecalis

Uji korelasi menunjukkan angka
signifikansi 0,000 (p < 0,05) yang berarti
terdapat hubungan yang bermakna antara
pemberian nano kitosan dengan jumlah
koloni bakteri Enterococcus faecalis. Besar
koefisien korelasi Pearson yaitu r = 0,905.
Tanda positif menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi kitosan maka semakin
luas zona hambat yang diperoleh.®

Uji Regresi Linier

Analisis  regresi  digunakan untuk
menentukan model yang paling sesuai untuk
pasangan data serta dapat digunakan untuk
membuat model dan menyelidiki hubungan
antara dua variabel atau lebih. Dalam
penelitian ini uji regresi digunakan untuk
mengetahui sejaun mana hubungan antara
peningkatan konsentrasi dengan
kemampuan penghambatan terhadap koloni.
Koefisien determinasi R Square (r?) kitosan
sebesar 0,710 menyatakan besarnya derajat
keeratan hubungan antara konsentrasi
kitosan dengan jumlah koloni bakteri
Enterococcus faecalis yaitu 79,9 %. Hal ini
berarti kontribusi pemberian kitosan dalam
menurunkan  jumlah  koloni  bakteri
Enterococcus faecalis sebesar 71,0 %
sedangkan sisanya 29,0 % disebabkan oleh
faktor-faktor lain yang tidak diteliti.'8
Sedangkan R Square (r?) nano kitosan
sebesar 0,819 menyatakan besarnya derajat
keeratan hubungan antara konsentrasi nano
kitosan dengan jumlah koloni bakteri
Enterococcus faecalis yaitu 81,9 %. Hal ini
berarti kontribusi pemberian nano kitosan
dalam menurunkan jumlah koloni bakteri
Enterococcus faecalis sebesar 81,9 %.

PEMBAHASAN
Penelitian ~ ini  bertujuan  untuk

mengetahui perbedaan efektivitas antara
kitosan (2-acetamido-2-deoxy
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glucopyranose) dan nano kitosan sebagai
antimikroba terhadap bakteri Enterococcus
faecalis secara in vitro. Selain untuk
mengetahui  hubungan antara  kitosan
maupun nano kitosan dengan pertumbuhan
Enterococcus faecalis, penelitian ini juga
bertujuan untuk mengetahui kadar hambat
minimum (KHM) kitosan maupun nano
kitosan terhadap bakteri Enterococcus
faecalis. Metode yang digunakan dalam
penelitian ini adalah well difusion atau difusi
sumur untuk mengetahui KHM melalui
diameter zona inhibisi yang diukur dalam
mm.” Pada penelitian ini tidak mencari
kadar bunuh minimal dikarenakan peneliti
hanya mencari perbandingan efektivitas
kadar hambat minimum antara kitosan dan
nano kitosan pada konsentrasi yang sama.

Kadar Hambat Minimum Kitosan

Kadar hambat minimum (KHM) pada
penelitian ini diperoleh dengan mengukur
zona hambat kitosan setelah diinkubasikan
selama 24 jam. Pada penelitian ini rerata
zona hambat yang didapat secara berturut-
turut pada konsentrasi 1 %, 0,5 %, 0,25 %,
0,125 % dan 0,0625 % adalah 36,6875 mm;
31,1875 mm; 30,5625 mm; 26,5mm; dan
19,8125 mm. Jadi, semakin luas diameter
zona hambat berarti semakin sedikit jumlah
bakteri yang tumbuh. Hal ini menunjukan
adanya aktivitas antimikroba dari kitosan
dalam menghambat pertumbuhan
Enterococcus  faecalis. Kitosan  dapat
membunuh bakteri dengan mengganggu
dinding sel bakteri sehingga mengakibatkan
adanya kerusakan struktur, fungsi dan
permeabilitas  bakteri kemudian terjadi
kebocoran komponen intraseluler dan sel
lisis.20

Kadar Hambat Minimum Nano Kitosan
Kadar hambat minimum (KHM) pada
penelitian ini diperoleh dengan mengukur
zona hambat kitosan setelah diinkubasikan
selama 24 jam. Pada penelitian ini rerata



zona hambat yang didapat secara berturut-
turut pada konsentrasi 1 %; 0,5 %; 0,25 %;
0,125 % dan 0,0625 % ialah 35,525 mm;
31,1875 mm; 29,9375 mm; 25,75 mm dan
22.225 mm. Jadi, semakin luas diameter
zona hambat berarti semakin sedikit jumlah
bakteri yang tumbuh di sana. Nano partikel
kitosan menunjukkan kemampuan
antibakteri lebih tinggi. Nano kitosan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri lebih
tinggi dibandingkan dengan kitosan, hal ini
dikarenakan adanya permukaan bermuatan
negatif dari sel bakteri sel yang merupakan
target dari polikationik Oleh karena itu,
kitosan nano partikel dengan kerapatan
muatan polikationik permukaan yang lebih
tinggi berinteraksi dengan bakteri ke tingkat
yang lebih besar daripada kitosan sendiri.
Partikel nano kitosan memberikan afinitas
yang lebih tinggi dengan sel bakteri karena
luas permukaan yang lebih besar nano
partikel ~ kitosan.  Nanopartikel  bisa
teradsorpsi pada permukaan sel bakteri dan
mengganggu membran yang mengakibatkan
kebocoran komponen intraseluler, sehingga
membunuh bakteri.?’

Perbandingan Kitosan dan Nano Kitosan

Berdasarkan beberapa hasil penelitian
yang telah disebutkan di atas maka dapat
disimpulkan bahwa kitosan dan nano kitosan
mempunyai efek anitimikroba terhadap
bakteri, khususnya Enterococcus faecalis
dikarenakan mengandung enzim lysosim
dan gugus aminopolysacharida yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroba dan
efisiensi daya hambat kitosan terhadap
bakteri tergantung dari konsentrasi pelarutan
kitosan. Kemampuan dalam menekan
pertumbuhan bakteri karena kitosan memiliki
polikation bermuatan positif yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri dan
kapang (jamur multiseluler)."

Pada penelitian ini tidak ada perbedaan
yang bermakna antara kitosan dan nano
kitosan dalam menghambat pertumbuhan
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bakteri Enterococcus faecalis. Hal ini dapat
dilihat pada Tabel 3 homogeneous subsets
yang menunjukkan bahwa ada tidak ada
perbedaan efektivitas yang bermakna antara
kitosan dan nano kitosan  sebagai
antimikroba terhadap bakteri Enterococcus
faecalis. Bukti tersebut dapat disebabkan
oleh adanya perbedaan derajat deasetilisasi
dan berat molekul yang mempengaruhi daya
hambat sebagai antimikroba. Perbedaan-
perbedaan tersebut dapat disebabkan oleh
faktor derajat deasetilisi (DD) vyang
menunjukkan karakter kitosan dan berat
molekulnya. Derajat deasetilasi merupakan
persentase atau yang menunjukkan gugus
asetil yang hilang digantikan dengan amina.
Derajat deasetilasi kitosan menunjukkan
keberadaan atau jumlah sisi kationik
potensial yang ada di sepanjang rantai
polimer.  Derajat  deasetilasi  kitosan
dipengaruhi oleh konsentrasi NaOH sebagai
penghidrolisis kitin dan suhu proses. Larutan
NaOH konsentrasi tinggi (<40 %) berfungsi
untuk memutuskan ikatan antar gugus
karboksil dengan atom nitrogen dari N-asetil.
Tingginya konsentrasi NaOH menyebabkan

gugus fungsional amino (-NH3+) yang
mensubstitusi gugus asetil di dalam sistem
larutan semakin aktif sehingga proses
deasetilasi semakin baik.?2 Menurut Candra
P (2008) semakin besar konsentrasi NaOH,
temperatur dan waktu maka derajat
deasetilasi (DD) kitosan yang dihasilkan
semakin besar. Proses redeasetilasi secara
signifikan memperbesar derajat deasetilasi
(DD) kitosan. Selain itu, kekentalan larutan
kitosan maupun nano kitosan yang rendah
dapat mengakibatkan dengan mudah
berdifusi ke media Agar tempat tumbuhnya
Enterococcus faecalis. Jadi hasil penelitian
ini masih belum dapat diaplikasikan secara
langsung dalam kasus-kasus infeksi yang
disebabkan oleh bakteri Enterococcus
faecalis.2 Oleh karena itu diperlukan
penelitian yang lebih luas agar nantinya
dapat diaplikasikan secara klinis pada



manusia. Penelitian ini memiliki beberapa
kekurangan, diantaranya adalah tidak
dibandingkanya daya antibakteri kitosan dan
nano kitosan dengan obat standar yang telah
diketahui efektivitasnya terhadap
Enterococcus faecalis seperti gentamisin.
Perhitungan berat molekul dari kedua zat
yakni kitosan dan nano kitosan tidak
dilakukan serta pengukuran nano kitosan
melalui SEM. Pada penelitian selanjutnya
dapat lebih dilakukan untuk mencari kadar
bunuh minimal dengan kisaran konsentrasi
dibawah 0,0625 % serta mengukur berat
molekul dan derajat deasetilisasi sebelum
membandingkan antara kitosan dan nano
kitosan.

KESIMPULAN

1. Kitosan dan nano kitosan mempunyai
efektivitas sebagai antimikroba terhadap
bakteri Enterococcus faecalis secara in
vitro.

2. Tidak terdapat perbedaan efektivitas
yang bermakna antara kitosan dan nano
kitosan dalam menghambat
pertumbuhan  Enterococcus faecalis
pada konsentrasi yang sama (1 %; 0,5
%; 0,25 %; 0,125 %, dan 0,0625 %).

SARAN
Perlunya penelitian lebih lanjut untuk:

e Menguiji aktivitas antimikroba kitosan
dan nano kitosan terhadap mikroba lain.

e Mengetahui perbedaan kbm antara
kitosan dan nano kitosan terhadap
Enterococcus faecalis.

e Penggunaan kitosan dan nano kitosan
yang memiliki derajat deasetilisasi dan
berat molekul sama.

e Menguji daya antimikroba kitosan dan
nano kitosan dengan menggunakan
metode lainya, seperti dilusi agar atau
difusi cakram.
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e Mengetahui perbandingan
antimikroba dengan obat standar.

e Penelitian lebih lanjut secara in vivo

e Mengetahui dosis efektif, toksisitas, dan
efek samping yang ditimbulkan oleh
kitosan dan nano kitosan pada hewan
coba yang nantinya dapat diaplikasikan
pada manusia sebagai daya antimikroba
terhadap Enterococcus faecalis.

daya
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