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ABSTRAK

Pendahuluan: Kulit buah kopi, baik robusta maupun arabika, merupakan hasil sampingan proses pengolahan kopi metode kering
yang dianggap sebagai limbah. Limbah tersebut mengandung metabolit sekunder golongan alkaloid, senyawa fenol, saponin, dan
terpenoid yang berpotensi sebagai agen antibakteri terapi penyakit di rongga mulut. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
kemampuan antibakteri ekstrak kulit buah kopi (EKBK) robusta (R) dan arabika (A) terhadap pertumbuhan Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus). Metode: Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris /n vitro dengan rancangan the posttest only contro/
group design. Kulit buah hasil pengolahan cara kering di ekstraksi dan maserasi dengan etanol 96% (1:5) selama 3 hari. Uji antibakteri
menggunakan metode agar-well diffusion dengan inokulasi pour plate method pada dua kelompok penelitian, yaitu EKBKR dan EKBKA
dengan enam sub kelompok masing-masing konsentrasi ekstrak 250, 500, 750, dan 1000 mg/ml, akuades steril (kontrol negatif), dan
chlorhexidine glucontae 0,1% (kontrol positif). Parameter penelitian berupa diameter zona hambat (bakterisidal dan bakteriostatik)
(mm) yang dihitung dengan jangka sorong digital. Data dianalisis dengan uji Saphiro-Wilk, Levene-Test, Kruskal-Wallis diikuti Mann-
Whitney menggunakan SPSS 26.0. Hasil: EKBKR memiliki kemampuan bakterisidal dan bakteriostatik terhadap L. acidophilus pada
[250 mg/ml], [500 mg/ml], [750 mg/ml], dan [1000 mg/ml]. EKBKA memiliki kemampuan antibakteri yang secara signifikan lebih
lemah (p<0,05) daripada EKBR. EKBKA hanya memiliki aktivitas bakterisidal pada [1000 mg/ml] dan bakteriostatik pada [750 mg/ml].
Simpulan: EKBKR dan EKBKA memiliki kemampuan antibakteri terhadap pertumbuhan L. acidophilus dengan daya hambat EKBKR
lebih kuat dibandingkan EKBKA.

KATA KUNCTI: agar-well diffusion, chlorhexidine gluconate, ekstrak etanol 96%, pour-plate inoculation.

Antibacterial activities of robusta and arabica coffee husk extracts against Lactobacillus
acidophilus: an experimental study

ABSTRACT

Introduction: Coffee husks (CHs), both Robusta and Arabica, are major dry coffee processing by-products and were considered
waste. This waste contains secondary metabolites, such as alkaloids, phenolic compounds, saponins, and terpenoids, and hence has
potential as an antibacterial agent for treating oral disease. This research aims to analyze the antibacterial activity of robusta and
arabica coffee husk extracts (CHE) against Lactobacillus acidophilus. Methods: This research used in-vitro laboratory experimental
research with a post-test only control group design. CHs were extracted using a maceration process with 95% ethanol (1:5) for three
days. The antibacterial test was conducted using agar-well diffusion througha pour plate inoculation method in two groups of the
research: RCHE and ACHE, with six sub-group of each extract concentration of 250, 500, 750, 1000 mg/mi, negative control (sterile
distilled water), and positive control (chlorhexidine gluconate 0,1%). The diameter of the inhibition zone (bactericidal and
bacteriostatic zone) (mm) was the parameter of the antibacterial test, which was calculated with a digital caliper. Data were analyzed
by the Saphiro-Wilk, Levene-Test, Kruskal-Wallis, and followed by Mann-Whitney using SPSS 26.0. Results: RCHE had bactericidal
and bacteriostatic activity on L. acidophilus at [250 mg/ml], [500 mg/ml], [750 mg/ml], and [1000 mg/ml] doses. Conversely, ACHE
had significantly weaker antibacterial activity (p<0.05) in comparison with RCHE. ACHE only showed bactericidal activity at the [1000
mg/ml] dose and bacteriostatic activity at the [750 mg/ml] dose. Conclusions: RCHE and ACHE have antibacterial activity against L.
acidophilus; additionally, RCHE has a more potent inhibition capacity than ACHE.

KEY WORDS: agar-well diffusion, chlorhexidine gluconate, ethanol extracts, pour-plate inoculation.
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PENDAHULUAN

Kopi sebagai salah satu unggulan komoditas perkebunan berperan penting dalam perekonomian Indonesia.
Jember sebagai salah satu produsen terbesar kopi setelah Malang dan Banyuwangi, berhasil memproduksi 3.196
ton kopi robusta dan 1.215 kopi arabika pada tahun 2020.! Kedua jenis kopi ini setiap tahunnya terus mengalami
peningkatan produksi dikarenakan selain kondisi iklim dan tanah yang cocok untuk tempat tumbuh, kopi juga
memiliki nilai ekonomis dan peluang bisnis yang sangat menjanjikan bagi Jember. Biji kopi merupakan salah satu
bagian dari kopi yang paling banyak dimanfaatkan oleh masyarakat, sedangkan bagian lainnya sangat kurang dan
dianggap sebagai limbah. Limbah hasil pengolahan kopi dapat berupa kulit buah basah, kulit gelondong kering,
cangkang kering, dan limbah cair mengandung lendir.? Pengolahan 1 ton buah basah kopi akan menghasilkan +200
kg kulit kopi kering atau dari produksi 1 kg biji kopi akan dihasilkan juga 1kg kulit kopi.> Jumlah tersebut akan terus
terakumulasi dikarenakan pemanfaatannya hanya terbatas sebagai pakan ternak yang dijual murah ataupun
dibuang langsung di sekitar tanaman oleh masyarakat.

Kulit buah kopi robusta dan arabika secara fitokimia mengandung metabolit sekunder seperti senyawa fenol,
alkaloid, saponin, dan terpenoid yang dapat dimanfaatkan sebagai agen antibakteri.**> Bahan alam tersebut telah
terbukti mampu menghambat pertumbuhan berbagai jenis bakteri, baik Gram positif maupun negatif dengan
mekanisme aktivitas antibakteri yang berbeda satu sama lain.5® Aktivitas antibakteri dapat mengganggu
metabolisme-bakteri yang berujung pada kematian sel bakteri tersebut, termasuk salah satunya Lactobacillus
acidophilus. Bakteri ini termasuk flora normal rongga mulut, tetapi bersifat kariogenik yang banyak ditemukan pada
saliva, dorsum lidah, lesi karies, dental plak, dan mukosa.!® Bakteri menjadi kariogenik ketika kebersihan rongga
mulut buruk yang didukung dengan konsumsi gula berlebih dalam waktu yang lama sehingga keseimbangan rongga
mulut terganggu menyebabkan gigi rentan terhadap karies.

Bakteri L. acidophilus berhubungan langsung dengan karies karena memiliki karakteristik khusus dalam
patogenesis karies, yaitu (a) asidogenik, menghasilkan asam laktat dari fermentasi karbohidrat yang dapat
menurunkan pH rongga mulut hingga di bawah 4-5 sehingga menyebabkan demineralisasi gigi (b) Asidurik, mampu
hidup dalam pH rendah hingga 2,2 sehingga proses fermentasi dan demineralisasi terus berlanjut dan kavitas karies
yang terbentuk semakin dalam serta melebar. (c) Hidrofobisitas, mampu menghindar atau menjauh dari media cair
sehingga adhesi bakteri pada dental plak tetap terjaga. Adhesi ini juga dibantu oleh S-/ayer protein pada dinding
sel menyebabkan lapisan gigi yang dirusak oleh asam yang dihasilkan semakin parah. (d) Produksi matriks
eksopolisakarida, protein bersifat lengket yang berperan dalam proses adhesi ke permukaan gigi sehingga proses
kolonisasi dan maturasi karies terus terjadi.'%'?

Metode yang banyak digunakan untuk menghambat perlekatan L. acidophilus pada permukaan di rongga mulut
adalah dengan obat kumur chlorhexidine gluconate (CHX), yang memiliki efek bakteriostatik, bakterisidal, dan
fungisidal.’®> Penggunaan secara terus-menerus CHX perlu diwaspadai, karena bahan ini berisiko menyebabkan
perubahan pengecapan sementara, stain pada permukaan gigi, mukosa oral, dan bahan restorasi dental.'*
Berdasarkan hal tersebut, pemanfaatan kulit buah kopi diduga berpotensi sebagai alternatif agen antibakteri
tambahan berbahan alam yang memberikan efek samping penggunaan bahan obat dalam jangka panjang.
Penelitian menggunakan kulit buah kopi sebagai agen antibakteri terhadap L. acidophilus masih belum dilakukan.
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kemampuan antibakteri EKBK robusta (R) dan arabika (A) terhadap
pertumbuhan Lactobacillus acidophilus.

METODE

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris /n vitro dengan rancangan the posttest only control group
design yang dilakukan di Laboratorium Bjosciences RSGM Universitas Jember. Penelitian ini terdiri dari dua
kelompok, yaitu robusta dan arabika. Kelompok robusta terdiri dari enam sub kelompok, yaitu EKBK R 250, EKBK
R 500, EKBK R 750, dan EKBK R 1000, kontrol negatif (aquades steril), dan kontrol positif (CHX 0,1%). Kelompok
arabika terdiri dari enam sub kelompok, yaitu EKBK A 250, EKBK A 500, EKBK A 750, dan EKBK A 1000 mg/ml,
kontrol negatif (aquades steril), dan kontrol positif (CHX 0,1%). Penelitian dilakukan pada bulan Januari-April 2023.

Material bahan yang digunakan yaitu kulit buah kopi robusta dan arabika (Rumah Kopi Banjarsengon, Jember
Jawa Timur), Lactobacillus acidophilus (FNCC-0051), akuades steril (Otsuka, Indonesia), etanol 96% (n0o brand),
alkohol 70% (OneMed, Indonesia), Chlorhexidine gluconate 0,2% (Minosep Indonesia), media pengecatan Gram
(Mediss, Indonesia), Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid, UK), Mueller-Hinton Broth (MHB) (Oxoid, UK).

Alat yang digunakan, yaitu blender (Miyako, Indonesia), ayakan 60 mesh (Medicalogy, Indonesia), timbangan
analitk (Adam PW 214, Indonesia), tabung erlenmeyer (Duran, Germany), kertas saring Whatman No. 40
(Whatman, UK), petri dish ukuran 11 mm (Steriplan, Germany), sterile borer, rotary evaporator (Heidolp, Germany),
vortex (Labinco, Netherlands), autoklaf (Gemmy, Taiwan), jangka sorong digital (Taffware, Indonesia).

Persiapan kulit buah kopi kulit buah kopi robusta dan arabika berasal dari buah kopi matang berwarna merah
seragam yang bebas dari cacat, penyakit, pecah, ataupun berlubang dari Perkebunan Kopi Banjarsengon, Jember,
Jawa Timur. Buah kopi diolah dengan cara kering (dry process) dan dipisahkan kulit buah kering dengan bijinya
(hulling) (Gambar 1a dan 1b). Selanjutnya, kulit buah kopi dikeringkan dengan diangin-anginkan tanpa terkena
cahaya matahari langsung selama tiga hari.
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Persiapan EKBK, Kulit buah kopi kering dihaluskan dengan blender dan diayak dengan saringan 60 mesh.
Sebanyak 400 gram bubuk diekstraksi maserasi menggunakan etanol 96% (1:5) selama 3x24 jam dan diaduk
selama 5 menit setiap harinya. Hasil maserasi difiltrasi dengan kertas saring Whatman No. 40 hingga dihasilkan
filtrat jernih. Selanjutnya, pelarut dievaporasi menggunakan rotary evaporator dengan kecepatan 125 rpm pada
suhu maksimal 50°C. Hasil akhir didapatkan EKBK pekat 100% sebanyak 9,1 gram. Pengenceran dilakukan menjadi
dua kelompok dengan konsentrasi berat/volume (%b/v), yaitu kelompok robusta: EKBK R [250 mg/ml], EKBK R
[500 mg/ml], EKBKR [750 mg/ml], EKBKR [1000 mg/mlI] dan kelompok arabika: EKBKA [250 mg/ml], EKBKA [500
mg/ml], EKBKA [750 mg/ml], EKBKA [1000 mg/ml].*>

Persiapan Identifikasi Lactobacillus acidophilus FNCC-0051 dengan pewarnaan Gram menunjukkan hasil Gram
positif, sel berwarna ungu seragam tanpa kontaminasi bakteri lain (Gambar 1c). Bakteri selanjutnya dikultur di
dalam MHA selama 48 jam pada suhu 37°C. Suspensi bakteri setara dengan standar 0,5 McFarland dibuat dengan
mencampurkan 4-5 koloni bakteri dengan 50 ml MHB yang kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.

Inokulasi menggunakan metode tuang (pour plate), yaitu dengan mencampurkan 36 ml suspensi L. acidophilus
ke dalam 300 ml MHA. Homogenkan dan pertahankan pada suhu 44-46°C di atas /ot plate stirrer untuk mencegah
memadatnya MHA sehingga seluruh bakteri dapat tersebar merata. Setelah homogen, tuang sebanyak 25 ml ke
dalam empat petridish berukuran 11 mm dan tunggu selama £3 jam hingga memadat serta siap digunakan.

Uji antibakteri menggunakan metode difusi sumur agar (agar-well diffusion) oleh Senthil dan Pavithra et al.,*®
dengan moadifikasi. Lubang sumur berdiameter 6 mm dibuat menggunakan cetakan steril dengan ketentuan jarak
2 cm dari tepi petridish dan 3 cm antar lubang sumur. Sebanyak 30l bahan uji dimasukkan ke dalam lubang sumur
menggunakan mikropipet sesuai dengan label, yaitu kelompok EKBKR dan EKBKA dengan masing-masing
konsentrasi 250, 500, 750, dan 1000 mg/ml serta kontrol negatif (K-) akuades steril dan kontrol positif (K+) CHX
0,1%. Inkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Parameter aktivitas antibakteri ditentukan dengan menghitung
zona hambat (bakteriostatik dan bakterisidal) yang terbentuk di sekitar lubang sumur menggunakan jangka sorong
digital oleh tiga orang pengamat. Zona hambat selanjutnya dikategorikan menurut Susanto dkk.,*” menjadi lemah
(25 mm), sedang (6-10 mm), kuat (11-20 mm), dan sangat kuat (=21 mm).

Analisis data seluruh data dianalisis menggunakan Statistical Product and Service Solutions (SPSS) seri 26.0
dengan terlebih dahulu melakukan uji normalitas Saphiro-Wilk dan uji homogenitas Levene. Uji non parametrik
Kruskal-Wallis kemudian dilakukan diikuti uji Mann-Whitney untuk menentukan kelompok mana yang memiliki
perbedaan secara signifikan (p<0,05).
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Gambar 1. Morfologi Buah Kopi dan L. acidophilus, (a) Ilustrasi anatomi buah kopi;'® (b) Coffee husks hasil
pengolahan metode kering, dan (c) Hasil pewarnaan Gram L. acidophilus menunjukkan Gram positif

berwarna ungu seragam berbentuk batang tanpa kontaminasi bakteri.

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan terdapat dua zona yang terbentuk di sekitar lubang sumur, yaitu zona bakterisidal
(radical) dan zona bakteriostatik (irradical) (Gambar 2).1*2! Zona radikal merupakan daerah bening di sekitar lubang
sumuran yang sama sekali tidak ditemukan pertumbuhan bakteri sehingga bahan uji bersifat bakterisidal. Namun,
zona irradikal mengindikasikan bahan uji bersifat bakteriostatik karena hanya menghambat pertumbuhan bakteri
sehingga masih terdapat bakteri yang terlihat di sekitar lubang sumuran.

EKBKR menunjukkan aktivitas bakterisidal terhadap L. acidophilus pada konsentrasi 250, 500, 750, dan 1000
mg/ml dengan diameter zona hambat sebesar 8,47; 10,13; 12,22; dan 13,16 mm serta aktivitas bakteriostatik pada
konsentrasi yang sama sebesar 20,96; 23,57; 25,11 dan 25,99 mm (Gambar 3). Diameter zona hambat semakin
besar seiring dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak dengan diameter terbesar dimiliki oleh EKBKR [1000 mg/mi]
pada kedua zona. Berdasarkan klasifikasi zona hambat oleh Susanto dkk.,}” daya hambat zona bakterisidal EKBKR
[250 mg/ml] dan [500 mg/ml] termasuk sedang, sedangkan EKBKR [750 mg/ml] dan [1000 mg/ml] termasuk
kategori kuat. Seluruh konsentrasi zona bakteriostatik EKBKR tergolong sangat kuat dalam menghambat L.
acidophilus.

EKBKA menunjukkan aktivitas bakterisidal pada [1000 mg/ml] (8,6mm) serta aktivitas bakteriostatik pada [750
mg/ml] (7,2 mm) dan [1000 mg/ml] (9,42 mm) dalam menghambat L. acidophilus (Gambar 3). Daya hambat EKBKA
adalah sedang untuk kedua zona pada [750 mg/ml] dan [1000 mg/ml]. Kontrol positif (K+) CHX 0,1% menunjukkan
aktivitas bakterisidal dengan rerata diameter sebesar 20,67mm, sedangkan kontrol negatif (K-) akuades steril tidak
(0 mm).
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Gambar 2. Aktivitas antibakteri EKBK. (a) robusta dan (b) arabika terhadap pertumbuhan L. acidophilus, (c)
gambaran magnifikasi zona hambat. K(-): kontrol negatif aquades steril, K(+): CHX 0,1%, R250: EKBKR
[250 mg/ml], R500: EKBKR [500 mg/ml], R750: EKBKR [750 mg/ml], R1000: EKBKR [1000 mg/ml],
A250: EKBKA [250 mg/ml], A500: EKBKA [500 mg/ml], A750: EKBKA [750 mg/ml], A1000: EKBKA
[1000 mg/ml].
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Gambar 3. Aktivitas antibakteri EKBK robusta dan arabika terhadap L. acidophilus dengan metode agar-well

diffusion.

Hasil analisis rerata diameter zona hambat yang terbentuk menunjukkan bahwa data berdistribusi normal
(p>0,05) dan tidak homogen (p<0,05). Analisis dilanjutkan dengan uji non parametrik Kruskal-Wallis yang
menunjukkan hasil p<0,05. Uji Mann-Whitney kemudian dilakukan untuk menentukan kelompok mana yang
memiliki perbedaan secara signifikan yang tertera pada Gambar 4.
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Gambar 4. Hasil analisis aktivitas antibakteri EKBKR dan EKBKA terhadap L. acidophilus dengan metode agar-well
diffusion. *: perbedaan signifikan p<0,05 terhadap kontrol positif (K+) CHX 0,1%; B: perbedaan
signifikan p<0,05 antar konsentrasi EKBKA.

Hasil uji Mann-Whitney EKBKR menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara zona
bakterisidal kontrol positif K(+) dan EKBKR [250 mg/ml] serta [750 mg/ml] dengan seluruh kelompok perlakuan
penelitian (Gambar 4a). Namun, pada zona yang sama, perbedaan yang tidak signifikan (p>0,05) ditemukan antara
konsentrasi EKBKR [250 mg/ml] dengan [500 mg/ml] dan EKBKR [750 mg/ml] dengan [1000 mg/ml]. Hasil uji
analisis zona bakteriostatik EKBKR menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,005) pada keseluruhan
kelompok penelitian, kecuali antara kontrol positif K(+) dengan EKBKR [250 mg/ml].

Hasil uji Mann-Whitney EKBKA menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara zona
bakterisidal kontrol positif K(+) dengan EKBKA [1000 mg/mlI] (Gambar 4b). Zona bakteriostatik EKBKA juga
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara kontrol positif K(+) dengan EKBKA [750 mg/ml] dan
[1000 mg/ml] serta antara EKBKA [1000 mg/ml] dengan [750 mg/ml].

Kemampuan antibakteri EKBKR memiliki perbedaan yang signifikan (p<0,05) dengan EKBKA dalam
menghambat L. acidophilus pada [750 mg/ml] dan [1000 mg/ml].
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PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EKBKR memiliki kemampuan antibakteri terhadap L. acidophilus. Hal
tersebut terlihat dari terbentuknya zona hambat berupa bakterisidal dan bakteriostatik di sekitar lubang sumur pada
konsentrasi 250, 500, 750, dan 1000 mg/ml. Zona bakterisidal berbentuk daerah bening bebas bakteri dengan
batas jelas di sekitar lubang sumur, sedangkan zona bakteriostatik tampak keruh dengan batas tidak jelas di luar
zona bakterisidal.?’ Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Kusumawardhani dan Harahap dkk.,® bahwa EKBKR
mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri Gram positif, seperti S. mutans, S. aureus, dan L. acidophilus
dengan metode agar paper-disk diffusion. Zona bening terbentuk di sekitar kertas cakram pada bakteri uji S. mutans
dan S. aureus, sedangkan zona keruh terbentuk pada petridish berisi L. aicodphilus.*®

EKBKA juga terbukti memiliki kemampuan antibakteri terhadap L. acidophilus dengan terbentuknya zona
bakterisidal pada [750 mg/ml] serta zona bakteriostatik pada konsentrasi [750 mg/ml] dan [1000 mg/ml]. Hasil
penelitian ini didukung oleh Aulah et al.,® dan Duangjai et al.,”> bahwa EKBKA memiliki kemampuan antibakteri
terhadap bakteri Gram positif seperti S. aureus dan S. epidermis dengan metode agar paper-disk diffusion. Zona
bening terbentuk di sekitar kertas cakram pada petridish berisi S. aureus, sedangkan petridish berisi S. epidermis
menunjukkan hasil sebaliknya.

Berdasarkan hasil penelitian, terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara EKBKR dengan EKBKA dalam
menghambat L. acidophilus pada [750 mg/ml] dan [1000 mg/ml]. Hal tersebut dipengaruhi oleh perbedaan
metabolit sekunder pada masing-masing ekstrak sehingga aktivitas antibakteri yang dimiliki juga berbeda. Kulit
buah kopi robusta dan arabika mengandung senyawa polifenol, alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid
dengan mekanisme antibakteri yang berbeda satu sama lain.>® Namun, kandungan senyawa polifenol pada kulit
buah kopi robusta lebih tinggi daripada arabika.® Hal tersebut menyebabkan kemampuan EKBKR dalam
menghambat bakteri lebih kuat sehingga zona hambat yang terbentuk juga semakin besar seperti pada hasil
penelitian.

Aktivitas antibakteri kulit buah kopi diduga berhubungan dengan kandungan metabolit sekunder di dalamnya.
Kemampuan antibakteri alkaloid terjadi karena senyawa tersebut mampu menyebabkan mendepolarisasi dinding
sel, melakukan interkalasi pada DNA bakteri, dan menghambat transkripsi mRNA.?* Alkaloid dapat berikatan dengan
asam amino peptidoglikan dinding sel yang berfungsi sebagai pelindung dan penjaga tekanan intrasel. Hal tersebut
menyebabkan ketidakseimbangan kondisi lingkungan di dalam dengan di luar sel bakteri mengakibatkan dinding
sel tidak berbentuk sempurna dan terjadi kebocoran hingga terkeluarnya seluruh komponen intraseluler bakteri.

Flavonoid sebagai salah satu senyawa polifenol yang diduga terdapat di dalam kulit buah kopi memiliki tiga
mekanisme antibakteri, yaitu menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, dan
menghambat metabolisme energi.?> Mekanisme tersebut dipengaruhi oleh gugus fungsional cincin A dan B flavonoid
yang mampu membentuk ikatan hidrogen dengan bakteri. Sintesis asam nukleat bakteri berhasil dihambat oleh
ikatan tersebut sehingga terjadi penumpukan asam nukleat. Flavonoid juga mampu merusak fungsi membran sel
sehingga terjadi perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel menyebabkan kebocoran sel. Dalam menghambat
metabolisme energi, senyawa ini mampu mempengaruhi fungsi membran sel menyebabkan proses transpor nutrisi
dan metabolit sel terganggu. Hal ini menyebabkan pasokan energi untuk bakteri terhambat sehingga metabolisme
bakteri tidak terjadi.

Senyawa polifenol di dalam kulit buah kopi diduga dapat mengganggu permeabilitas dinding sel dan fungsi
membran sitoplasma.” Aktivitas ini diperantarai oleh ikatan hidrogen yang terjadi antara gugus hidroksil senyawa
polifenol dengan peptidoglikan dinding sel menyebabkan pembentukan penggabungan ikatan asam N-
asetiimuramat dengan peptida tidak terjadi. Hal ini mengakibatkan sintesis dinding sel terhambat serta tidak
terbentuk secara sempurna hingga terjadi lisisnya sel. Selain itu, senyawa polifenol juga dapat berikatan dengan
senyawa non polar berupa fosfolipid di membran sel. Akibatnya, fosfolipid terpecah sehingga permeabilitas
membran meningkat menyebabkan terganggunya keseimbangan di dalam sel yang diikuti dengan keluarnya
makromolekul dari dalam sel.

Saponin sebagai salah satu metabolit sekunder kulit buah kopi bersifat seperti deterjen yang mampu
menurunkan tegangan permukaan sel serta meningkatkan permeabilitas membran sel.’> Akibatnya, bakteri
mengalami lisis karena seluruh komponen intraseluler dari dalam sel keluar. Aktivitas antibakteri tanin terlihat dari
kemampuannya yang dapat menghambat sintesis dinding sel dan mengganggu permeabilitas membran sel dengan
cara menonaktifkan enzim untuk sintesis dinding sel atau dengan berikatan pada peptidoglikannya.? Selain itu,
senyawa ini juga mampu meningkatkan permeabilitas membran sel yang berakibat pada lisisnya bakteri. Terpenoid
dalam jumlah sedikit dalam kulit buah kopi juga memiliki kemampuan antibakteri dengan menyebabkan rusaknya
ikatan senyawa lipofilik di membran sel bakteri.?” Permeabilitas dinding sel yang terganggu berujung pada lisisnya
sel bakteri.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa zona bakteriostatik yang terbentuk lebih besar daripada zona bakterisidal.
Hal tersebut terjadi karena pada fase awal inkubasi, metode agar-well diffusion memfasilitasi EKBK untuk berkontak
langsung dengan agar sehingga difusi segera terjadi tanpa adanya penghalang menyebabkan ekstrak bekerja
maksimal dalam menghambat bakteri.?® Sementara itu, L. acidophilus masih berada dalam fase lag, yaitu proses
adaptasi dengan lingkungannya pada 0-3 jam pertama sehingga pertumbuhan bakteri belum optimal dan zona
bakterisidal terbentuk sempurna.?® Seiring berjalannya waktu inkubasi, L. acidophilus memasuki fase logaritmik
sehingga terjadi perbanyakan bakteri yang diikuti dengan tingginya keperluan energi. Hal ini menyebabkan bakteri
melakukan fermentasi karbohidrat untuk mendapatkan energi serta menghasilkan bakteriosin, asam organik (asam
laktat dan asetat), dan karbondioksida sebagai produk akhir.3® Asam yang dihasilkan menyebabkan pH lingkungan
turun sehingga menghambat kemampuan antibakteri yang dimiliki oleh EKBK. Lamanya waktu inkubasi
menyebabkan zona bakteriostatik yang terbentuk lebih besar daripada zona bakterisidal.

Kemampuan antibakteri EKBK juga berkaitan dengan proses ekstraksi dan uji antibakteri yang digunakan.
Pemakaian etanol 96% pada proses ekstraksi maserasi bertujuan untuk mencari metabolit sekunder di dalam kulit
buah kopi secara maksimal. Etanol 96% bersifat semi polar dibandingkan air dan metanol sehingga senyawa polar
dan non polar seperti senyawa fenol, alkaloid, tanin, terpen, fitosterol, dan asam lemak dapat terekstraksi lebih
banyak.3' Kedua senyawa tersebut dapat bekerja secara sinergis dalam menghambat L. acidophilus. Inokulasi
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metode tuang (pour-plate inoculation) dilakukan agar aktivitas bakteri terjadi secara menyeluruh hingga ke dalam
agar sehingga tepi zona hambat yang terbentuk reguler dan merata serta bakteri tumbuh banyak dan tersebar.

Kontrol positif (K+) CHX 0,1% yang diencerkan dilakukan untuk memperkecil diameter zona hambat tanpa
mengurangi kemampuan antibakteri pada penelitian ini. Hal ini didukung oleh Vintimilla et a/.,*® bahwa pengenceran
CHX 4% menjadi 2% dengan akuades steril menghasilkan zona hambat yang lebih kecil. Aktivitas antibakteri CHX
diperantarai oleh ikatan antara muatan positif CHX dengan muatan negatif fosfat pada dinding bakteri menyebabkan
molekul CHX berpenetrasi masuk ke dalam sitoplasma bakteri hingga menimbulkan kematian. Lubang sumuran di
sekitar kontrol negatif (K-) akuades steril tidak terbentuk zona hambat (0 mm). Hal ini dikarenakan akuades steril
merupakan air hasil penyulingan bersifat netral dan tidak memiliki senyawa aktif yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri.*

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05) antara zona
bakteriostatik EKBKR [250 mg/ml] dengan kontrol positif (K+) CHX 0,1%. Zona bakteriostatik EKBKR [250 mg/ml]
memiliki klasifikasi daya hambat kuat yang sebanding dengan CHX 0,1%. Ekstrak tersebut tidak dapat
menggantikan peran CHX dalam menghambat L. acidophilus dikarenakan CHX merupakan antiseptik dengan
spektrum luas yang mampu menghambat ataupun membunuh mikroorganisme di rongga mulut. Penggunaan CHX
secara terus-menerus dapat mengganggu keseimbangan flora normal rongga mulut sehingga EKBK dapat
digunakan sebagai alternatif agen antibakteri yang berpotensi dikombinasikan dengan CHX.

Penggunaan EKBK robusta sebagai agen antibakteri sejalan dengan konsep green dentistry dan zero waste.
Penerapan green dentistry tidak hanya berfokus pada kesehatan pasien, tetapi juga lingkungan dan bumi dalam
pemanfaatan teknologi, prosedur, dan bahan di kedokteran gigi.>> Hal tersebut berdampak pada berkurangnya
limbah kopi yang tidak dimanfaatkan secara signifikan sehingga pencemaran lingkungan juga dapat dicegah. Selain
itu, limbah kopi yang diubah menjadi produk baru juga memberikan peluang usaha karena memiliki nilai jual bagi
masyarakat, terutama petani kopi.

SIMPULAN

Ekstrak kulit buah kopi robusta dan arabika memiliki kemampuan antibakteri terhadap pertumbuhan L.
acidophilus dengan daya hambat ekstrak kulit buah kopi robusta lebih kuat daripada arabika.

Kontribusi Penulis: Kontribusi peneliti “Konseptualisasi, M.E.I., R.C.P., dan I. D. A. S.; metodologi, M.E.I.; perangkat lunak, M.E.I.;
validasi, M.E.I., R.C.P., dan I. D. A. S.; analisis formal, M.E.L.; investigasi, M.E.L., R.C.P., dan L. D. A. S.; sumber daya, M.E.I.; kurasi
data, M.E.I.; penulisan penyusunan draft awal, M.E.I., R.C.P., dan L. D. A. S.; penulisan tinjauan dan penyuntingan, M.E.I., R.C.P.,
dan I. D. A. S.; visualisasi, M.E.I.; supervisi, R.C.P., dan I. D. A. S.; administrasi proyek, I. D. A. S.; perolehan pendanaan, M.E.I.
Semua penulis telah membaca dan menyetujui versi naskah yang diterbitkan.”

Pendanaan: Penelitian ini dibiayai secara mandiri oleh penulis.

Pernyataan persetujuan etik: tidak ada karena tidak meneliti terhadap manusia dan hewan

Pernyataan Ketersediaan Data: Ketersediaan data penelitian ini akan diberikan seizin semua penulis melalui email korespondensi
sesuai dengan kode etik penelitian yang berlaku.

Konflik Kepentingan: Penulis menyatakan tidak ada konflik kepentingan dalam penelitian.
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