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ABSTRAK  
 
Pendahuluan: : Karies gigi merupakan salah satu penyakit gigi dan mulut yang memiliki angka kejadian tinggi di Indonesia. Penyakit 
ini terjadi akibat kerusakan jaringan keras gigi yang dipicu oleh aktivitas mikroorganisme dalam rongga mulut, salah satunya 
Lactobacillus acidophilus. Berbagai upaya pencegahan karies telah dikembangkan, namun sebagian besar masih bergantung pada agen 
kimia yang berpotensi menimbulkan efek samping apabila digunakan dalam jangka panjang. Eco enzyme berbahan dasar kulit nanas 
(Ananas comosus) memiliki potensi sebagai agen antibakteri alami karena mengandung berbagai senyawa bioaktif. Penelitian ini 
bertujuan untuk mengevaluasi kemampuan eco enzyme kulit nanas (EE-KN) dalam menghambat dan membunuh Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356. Metode: Penelitian ini merupakan eksperimen laboratorium in vitro. Kelompok kontrol positif meliputi 
klorheksidin, sedangkan kelompok kontrol negatif berisi air suling; kelompok perlakuan meliputi eco enzyme ​​kulit nanas pada dosis 
100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, dan 0,78%. Uji yang akan dilakukan meliputi uji fitokimia serta uji antibakteri untuk 
menentukan Zone of Inhibition (ZOI), Minimum Inhibitory Concentration (MIC), dan Minimum Bactericidal Concentration (MBC). Analisis 
data menggunakan Kruskal-Wallis. Hasil: Eco enzyme kulit nanas terbukti mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin, fenolik, 
alkaloid, steroid, antrakuinon, glukosa, dan terpenoid yang berperan sebagai antibakteri. Uji ZOI menunjukkan diameter zona hambat 
terbesar pada konsentrasi 100% sebesar 15,51 mm dengan kategori kuat. Nilai MIC diperoleh pada konsentrasi 3,12%, sedangkan MBC 
ditemukan pada konsentrasi 6,25%. Hasil uji statistik Kruskal-Wallis didapatkan Sig 0,437 (p > 0,05). Simpulan: Eco enzyme kulit 
nanas (EE-KN) memiliki aktivitas antibakteri dalam menghambat dan membunuh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, sehingga 
berpotensi dikembangkan sebagai agen antibakteri alami untuk pencegahan karies. 
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Phytochemical profile of pineapple peel (Ananas comosus) based eco enzyme and antibacterial 
activity against Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356: Study experimental 
 
ABSTRACT 
 
Introduction: Dental caries is one of the dental and oral diseases with a high incidence in Indonesia. This disease occurs due to 
damage to hard tooth tissue triggered by the activity of microorganisms in the oral cavity, one of which is Lactobacillus acidophilus. 
Various caries prevention efforts have been developed, but most still rely on chemical agents that have the potential to cause side 
effects if used in the long term. Eco enzyme made from pineapple peel (Ananas comosus) has the potential as a natural antibacterial 
agent because it contains various bioactive compounds. This study aims to evaluate the ability of pineapple peel eco enzyme to inhibit 
and kill Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Methods: This study is an in vitro laboratory experiment. The positive control group 
includes chlorhexidine, while the negative control group contains distilled water; the treatment group includes pineapple peel eco 
enzyme at doses of 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, and 0.78%. The tests to be carried out include phytochemical tests and 
antibacterial tests to determine the Zone of Inhibition (ZOI), Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC). Data analysis used Kruskal-Wallis. Results: Pineapple peel eco enzyme is proven to contain flavonoids, saponins, 
tannins, phenolics, alkaloids, steroids, anthraquinones, glucose, and terpenoids which act as antibacterials. The ZOI test showed the 
largest inhibition zone diameter at a concentration of 100% of 15.51 mm with a strong category. The MIC value was obtained at a 
concentration of 3.12%, while the MBC was found at a concentration of 6.25%. The results of the Kruskal-Wallis statistical test obtained 
that Sig 0.437 (p > 0.05). Conclusions: Pineapple peel eco enzyme (Ananas comosus) has antibacterial activity in inhibiting and killing 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, so it has the potential to be developed as a natural antibacterial agent for caries prevention.  
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PENDAHULUAN  
 

 Kesejahteraan umum seseorang sangat dipengaruhi oleh kesehatan gigi dan 
mulutnya. Masalah kesehatan gigi dan mulut dapat memengaruhi kesejahteraan umum 
seseorang karena adanya saling ketergantungan antara kedua bidang ini.1 Upaya 
pemeliharaan kesehatan gigi dan mulut tidak dapat dipisahkan dari strategi menjaga 
kesehatan tubuh secara menyeluruh.2 Masalah kesehatan mulut dan gigi terus menjadi 
perhatian kesehatan masyarakat yang signifikan di Indonesia. Survei Kesehatan Indonesia 
(SKI) 2024 menemukan bahwa 56,9% penduduk memiliki beberapa jenis masalah 
kesehatan gigi mulut, dengan karies menyumbang sekitar 43,6% dari kasus tersebut. 
Berdasarkan data ini, karies merupakan penyakit gigi mulut yang banyak dialami oleh 
masyarakat.3 

Kondisi patologis yang ditandai oleh adanya kerusakan pada jaringan keras gigi yang 
disebabkan oleh demineralisasi akibat aktivitas bakteri dalam plak, didefinisikan sebagai 
karies.4 Salah satu bakteri yang berperan penting dalam perkembangan karies adalah 
Lactobacillus acidophilus.5 Bakteri ini mampu memfermentasi karbohidrat menjadi asam 
laktat, sehingga menurunkan pH rongga mulut dan mempercepat terjadinya demineralisasi 
enamel maupun dentin.6 Penatalaksanaan karies umumnya dilakukan melalui tindakan 
restoratif serta penggunaan agen kimia antimikroba, seperti pasta gigi berfluoride dan obat 
kumur. Chlorhexidine merupakan salah satu agen yang efektif dalam menghambat bakteri 
rongga mulut tetapi di sisi lain, efek samping penggunaan jangka panjangnya dapat 
menyebabkan iritasi mukosa, gangguan keseimbangan flora normal, serta potensi 
resistensi mikroorganisme.7,8 Kondisi ini mendorong perlunya pengembangan agen 
antibakteri alternatif yang lebih aman dan berbasis bahan alami. 

Indonesia merupakan salah satu negara penghasil nanas terbesar, yang menghasilkan 
limbah kulit nanas dalam jumlah besar setiap tahunnya. Data Badan Pusat Statistik tahun 
2023 mencatat produksi nanas nasional mencapai 3.156.576 ton, dengan perkiraan limbah 
kulit nanas mencapai ratusan ribu ton per tahun. Limbah kulit anas yang terbuang setiap 
tahunnya mencapai 4.024.800 kg.9 Limbah kulit nanas yang tidak dimanfaatkan ini 
umumnya dibuang, padahal memiliki potensi sebagai sumber bahan aktif alami. Zat bioaktif 
yang ditemukan dalam kulit nanas meliputi vitamin C, fenol, steroid, tanin, saponin, 
flavonoid, dan bromelain, yang semuanya dikenal karena sifat antioksidan dan 
antibakterinya.10 

Limbah kulit nanas dapat diubah menjadi eco enzyme, yaitu cairan hasil fermentasi 
bahan organik dengan gula dan air dalam rasio 3:1:10.11 Fermentasi eco enzyme dilakukan 
selama minimal 90 hari.12 Proses fermentasi akan menghasilkan senyawa bioaktif yang 
berpotensi sebagai antimikroba.13 Kandungan bioaktif tersebut, menjadikan EE-KN 
berpotensi dikembangkan sebagai agen antibakteri alami terhadap Lactobacillus 
acidophilus bakteri penyebab karies, sekaligus mendukung prinsip keberlanjutan yang 
ramah lingkungan.14 

Penelitian mengenai aktivitas antibakteri eco enzyme dari limbah kulit buah telah 
dilaporkan sebelumnya, namun masih sangat terbatas. Penelitian yang dilakukan oleh 
Mavani et al.,13 menunjukan bahwa eco enzyme campuran kulit nanas dan pepaya memiliki 
aktivitas antimikroba terhadap Enterococcus faecalis secara in vitro yang ditunjukkan 
dengan adanya MIC pada konsentrasi 50% dan MBC pada konsentrasi 100%.13 Penelitian 
lain yang dilakukan oleh Mubarokah and Halimatussa’diah (2023) melaporkan bahwa eco 
enzyme campuran dari limbah kulit nanas dan jeruk berastagi mampu menghambat 
pertumbuhan Staphylococcus aureus yang ditunjukan dengan terbentuknya zona hambat.15  

Hasil ini menunjukkan bahwa eco enzyme memiliki potensi sebagai agen antibakteri 
alami. Keterbaruan penelitian terletak pada pengkajian komprehensif aktivitas antibakteri 
EE-KN terhadap Lactobacillus acidophilus sebagai bakteri penyebab karies, melalui analisis 
kandungan senyawa bioaktif serta penentuan nilai dari ZOI, MIC, dan MBC. Temuan ini 
diharapkan dapat memberikan dasar ilmiah mengenai potensi EE-KN sebagai alternatif 
agen antibakteri alami yang ramah lingkungan dalam upaya pencegahan karies. 
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METODE  
 

 Jenis penelitian ini merupakan eksperimental laboratories secara in vitro dengan 
kelompok kontrol pasca-uji saja. Tahapan penelitian dimulai dengan pembuatan eco 
enzyme dengan menggunakan rasio perbandingan antara limbah kulit nanas yang masih 
segar, gula jawa, dan air sebanyak 3:1:10. Bahan tersebut dicampurkan ke dalam wadah 
toples kemudian tutup dengan rapat. Simpan toples wadah eco enzyme di suhu ruang dan 
terhindar dari paparan sinar matahari secara langsung.16 Pemanenan EE-KN dilakukan saat 
90 hari fermentasi, dengan cara menyaring EE-KN menggunakan saringan plastik, 
kemudian pindahkan ke botol plastik, dan beri tanda pada wadah dengan tanggal 
penyaringan. 

Laboratorium Fitokimia di Universitas Setia Budi Surakarta adalah lokasi analisis 
fitokimia. Uji ini dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif dalam eco 
enzyme kulit nanas melalui pengamatan perubahan warna setelah penambahan pereaksi 
tertentu. Identifikasi senyawa tanin dilakukan dengan menambahkan larutan besi(III) 
klorida (FeCl₃) 0,1% ke dalam 1 mL sampel, perubahan warna menjadi hijau kecokelatan 
atau biru kehitaman menunjukkan hasil positif.  

Uji saponin dilakukan dengan menambahkan 2 mL sampel, kocok selama 10 detik, 
terbentuknya busa setinggi 1–10 cm menunjukkan adanya saponin. 17 Deteksi flavonoid 
dilakukan dengan menambahkan 2 mg serbuk MgCl dan 3 tetes HCl 37% ke dalam 1 mL 
sampel, perubahan warna menjadi merah, jingga, atau kuning menunjukkan hasil positif.18 
Uji alkaloid dilakukan dengan menambahkan 5 tetes reagen Dragendorff ke dalam 1 mL 
sampel, terbentuknya endapan kuning sebagai indikator positif.18  

Protein ditentukan dengan reagen Bradford perubahan warna menjadi biru 
menunjukan hasil positif. Uji steroid dengan 2 tetes asam sulfat pekat 10% ke 1 mL 
sampel. Identifikasi antrakuinon dilakukan dengan penambahan 1 mL amonia cair ke dalam 
1 mL sampel, yang ditandai dengan perubahan warna menjadi merah muda, merah, atau 
ungu. Senyawa fenolik dianalisis dengan mencampurkan 3 mL larutan timbal asetat 10% 
ke dalam 1 mL sampel, terbentuknya endapan putih menunjukkan hasil positif.  

Uji terpenoid dilakukan dengan mencampurkan 2 mL kloroform dan 3 mL asam sulfat 
pekat 10% ke dalam 0,5 mL sampel, dengan perubahan warna menjadi merah kecokelatan 
sebagai indikator positif. Kandungan gula dianalisis menggunakan reagen Benedict dengan 
perbandingan 1:1, diikuti pemanasan selama 2 menit, terbentuknya endapan merah 
menunjukkan adanya gula. 

Uji Zone Of Inhibition (ZOI) dilakukan menggunakan metode difusi cakram untuk 
mengevaluasi aktivitas antibakteri EE-KN terhadap Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Uji 
ini dilakukan di Laboratorium Dental Research Fakultas Kedokteran Gigi Universitas 
Airlangga. Media BHI Agar dibuat dengan melarutkan 37 g bubuk BHI Agar dalam 1000 mL 
akuades, kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 15 lbs 
selama 15 menit.  

Media didinginkan hingga suhu 45–50°C, kemudian dituangkan ke dalam cawan petri 
steril dan dibiarkan memadat. Suspensi bakteri dibuat dengan mengambil koloni 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 dan mensuspensikannya dalam 5 mL larutan NaCl 
10%, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex hingga kekeruhan setara dengan 
standar McFarland 0,5. Suspensi bakteri diinokulasikan secara merata pada permukaan 
media BHI Agar menggunakan kapas steril.17  

Sampel uji terdiri atas EE-KN dengan dosis 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 
1,56%, dan 0,78%, dengan chlorhexidine sebagai kontrol positif dan aquadest sebagai 
kontrol negatif. Kertas cakram steril direndam dalam masing-masing larutan perlakuan 
selama 5 menit, kemudian diletakkan pada permukaan media sesuai dengan label 
konsentrasi. Seluruh cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Zona hambat 
pertumbuhan bakteri diamati sebagai area bening di sekitar cakram setelah masa inkubasi 
selesai.16 Diameter zona hambat diukur menggunakan jangka sorong dalam satuan 
milimeter, dan pengujian dilakukan dengan tiga kali pengulangan. 

Penentuan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dilakukan menggunakan metode 
dilusi cair. Suspensi Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 disiapkan dalam media BHI Broth 
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dan disesuaikan dengan standar McFarland 0,5. Media BHI Broth dimasukkan ke dalam 
tabung eppendorf steril, kemudian ditambahkan EE-KN sesuai dengan variasi konsentrasi 
yang telah ditentukan. Suspensi bakteri dimasukkan ke dalam setiap tabung, kemudian 
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pertumbuhan bakteri diamati berdasarkan 
kejernihan media. Nilai MIC ditetapkan sebagai konsentrasi terendah yang mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri, ditandai dengan media yang mulai tampak jernih.19   

Penentuan Minimum Bactericidal Concentration (MBC) dilakukan menggunakan 
metode dilusi padat dengan memanfaatkan larutan hasil uji MIC. Sebanyak 1 mL larutan 
dari masing-masing tabung eppendorf diteteskan pada permukaan media BHI Agar yang 
telah memadat, kemudian diratakan menggunakan kapas steril secara zigzag sesuai 
dengan label konsentrasi. Seluruh cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 
Setelah inkubasi, jumlah koloni bakteri diamati dan dihitung menggunakan digital colony 
counter. Nilai MBC ditentukan sebagai konsentrasi terendah yang mampu membunuh 
99,9% bakteri, yang ditandai dengan tidak adanya pertumbuhan koloni pada media.20 
Analisis data menggunakan uji non-parametrik Kruskal Wallis. Uji ini dilakukan terhadap 
hasil ZOI dan MBC.  

  
HASIL  
 

 Hasil fermentasi menghasilkan cairan eco enzyme berwarna coklat dengan aroma khas 
asam segar, serta tanpa adanya pertumbuhan jamur Aspergillus niger. Ciri-ciri tersebut 
menunjukan bahwa proses fermentasi EE-KN berhasil.11 

 

 
Gambar 1. Hasil fermentasi eco enzyme 

Hasil uji fitokimia didapatkan bahwa EE-KN memiliki hasil positif pada senyawa bioaktif 
flavonoid, saponin, tanin, fenolik, alkaloid, steroid, antrakuinon, glukosa, dan terpenoid. 
Kandungan protein menunjukkan hasil negatif. Diameter zona hambat diukur secara 
langsung menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter (mm). Interpretasi 
diameter zona hambat mengacu pada Davis dan Stout (1971), dimana diameter ≤5 mm 
dikategorikan lemah, 5–10 mm sedang, 10–20 mm kuat, dan ≥ 20 mm sangat kuat. Hasil 
pengukuran ZOI EE-KN terhadap Lactobacillus acidophilus disajikan sebagai berikut: 

 
Tabel 1. Hasil Zone Of Inhibition (ZOI) 

Kelompok 
Perlakuan 

Replikasi 
Rerata Keterangan 

1 2 3 
100% 15.6 15.4 15.55 15.51 Kuat 
50% 12.95 12.8 12.75 12.83 Kuat 
25% 10.2 10.05 10.2 10.15 Kuat 

12,5% 8.4 8.2 8.35 8.31 Sedang 
6,25% 0 0 0 0 Lemah 
3,12% 0 0 0 0 Lemah 
1,56% 0 0 0 0 Lemah 

0,78% 0 0 0 0 Lemah 
Kontrol (+) 21.05 21 21.75 21.26 Sangat Kuat 
Kontrol (-) 0 0 0 0 Lemah 
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Gambar 2. Zone of inhibition (ZOI) yang terbentuk 

   Hasil pengukuran ZOI EE-KN menunjukan aktivitas antibakteri terhadap Lactobacillus 
acidophilus yang meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi yang digunakan. 
Zona hambat mulai terbentuk pada konsentrasi 12,50% dengan diameter rata-rata sebesar 
8,31 mm yang termasuk dalam kategori daya hambat sedang. Aktivitas antibakteri tertinggi 
ditemukan pada konsentrasi 100%, dengan diameter zona hambat rata-rata sebesar 15,51 
mm dan dikategorikan sebagai daya hambat kuat.  

Sebaliknya, pada konsentrasi terendah 0,78% tidak terbentuk zona hambat. Kontrol 
positif berupa chlorhexidine menghasilkan diameter zona hambat rata-rata sebesar 21,26 
mm yang termasuk dalam kategori sangat kuat, sedangkan kontrol negatif berupa aquades 
tidak menunjukkan adanya zona hambat. Temuan ini menunjukkan bahwa peningkatan 
konsentrasi eco enzyme kulit nanas berbanding lurus dengan peningkatan efektivitas 
antibakterinya. 

Hasil pengujian MIC menunjukan bahwa EE-KN mampu menghambat pertumbuhan 
Lactobacillus acidophilus pada konsentrasi 3,12% hingga 100%, yang ditandai dengan 
media kultur yang tampak jernih. Konsentrasi 1,56% dan 0,78% media terlihat keruh, 
menunjukkan masih adanya pertumbuhan bakteri. Media pada kontrol positif tampak 
jernih, sedangkan kontrol negatif menunjukkan kekeruhan. Berdasarkan hasil tersebut, 
nilai MIC EE-KN terhadap Lactobacillus acidophilus ditetapkan pada konsentrasi 3,12%. 

Hail pengujian MBC pertumbuhan koloni bakteri pada setiap cawan petri dilakukan 
penghitungan dengan menggunakan digital colony counter. Hasil pengujian didapatkan 
sebagai berikut. 

  
Tabel 2. Hasil minimum bactericidal concentration (MBC) 

Kelompok 
Perlakuan 

Replikasi Rerata Jumlah 
Koloni  1 2 3 

100% 0 0 0 0 
50% 0 0 0 0 
25% 0 0 0 0 

12,5% 0 0 0 0 
6,25% 0 0 0 0 
3,12% 16 9 8 11 
1,56% 39 34 33 35,33 
0,78% 53 56 63 57,33 

Kontrol (+) 0 0 0 0 
Kontrol (-) 182 172 153 169 

 
Nilai MBC ditentukan dari  konsentrasi terendah suatu agen yang mampu membunuh 

99,9% populasi bakteri.5 Konsentrasi 6,25% ditetapkan sebagai nilai MBC EE-KN, yaitu 
konsentrasi terendah yang mampu membunuh Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. 
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Kelompok kontrol positif yang menggunakan chlorhexidine tidak ditemukan pertumbuhan 
bakteri, sedangkan pada kontrol negatif berupa aquadest masih dijumpai pertumbuhan 
bakteri. Hasil tersebut menunjukkan kecenderungan bahwa peningkatan konsentrasi eco 
enzyme berhubungan dengan penurunan jumlah koloni bakteri yang hidup. 

Hasil analisis statistik menggunakan uji Independent-Sample Kruskal–Wallis terhadap 
nilai rata-rata ZOI dan MBC pada EE-KN dengan berbagai konsentrasi terhadap 
Lactobacillus acidophilus menunjukkan hasil berikut:  

 
Tabel 3. Hasil analisis statistik Independent-Sample Kruskal-Wallis 

 Tes statistik Independent-Sample Kruskal-Wallis Nilai 
Test statistik 9,000 
df 9 
Asymp. sig 0,437 

 
Hasil tersebut mengindikasikan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan 

secara statistik antar kelompok perlakuan. Meskipun demikian, secara deskriptif terlihat 
adanya kecenderungan peningkatan aktivitas antibakteri seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi eco enzyme. Temuan ini menunjukkan bahwa secara biologis konsentrasi yang 
lebih tinggi cenderung menghasilkan aktivitas antibakteri yang lebih besar, meskipun 
perbedaan tersebut tidak mencapai signifikansi statistik. 
 

 PEMBAHASAN  
  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa EE-KN dapat menghambat bakteri yang 
ditunjukan pada ZOI tertinggi pada konsentrasi 100% dan pada nilai MIC diperoleh pada 
konsentrasi 3,12%. Penelitian terdahulu disebutkan bahwa eco enzyme campuran kulit 
jeruk dan kulit nanas memiliki nilai MIC pada konsentrasi  50%.13 Perbedaan hasil 
penelitian tersebut dikarenakan adanya variasi jenis bahan baku organik yang digunakan 
sehingga memiliki kandungan metabolit yang berbeda yang akan mempengaruhi tingkat 
aktivitas antibakteri yang dimiliki. Kemampuan membunuh bakteri juga ditunjukan pada 
nilai MBC pada konsentrasi 6,25%. Perbedaan nilai antar uji tersebut disebabkan oleh 
perbedaan metode dan mekanisme kerja masing-masing uji. 

Perbedaan nilai uji antibakteri ZOI, MIC, dan MBC dalam penelitian ini terjadi karena 
penggunaan metode yang berbeda. Temuan ini sejalan dengan penelitian sebelumnya, 
dimana perbedaan metode, ketebalan media agar, dan ukuran molekul memengaruhi hasil 
uji antibakteri ZOI. MIC, dan MBC.22 Metode dilusi pada uji MIC dan MBC dilakukan dengan 
mencampurkan senyawa antibakteri langsung dengan bakteri sehingga memiliki tingkat 
sensitivitas dan homogenitas yang lebih tinggi.21 Uji ini dilakukan untuk mengetahui 
konsentrasi terkecil suatu bahan yang mampu menghambat maupun membunuh bakteri. 
Uji ZOI mengandalkan kemampuan senyawa aktif untuk berdifusi melalui media agar dan 
menghambat pertumbuhan bakteri di sekitar area perlakuan. Uji ini digunakan untuk 
mengetahui apakah suatu bahan tersebut memiliki daya antibakteri.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa Lactobacillus acidophilus, bakteri yang tahan 
terhadap lingkungan asam dapat terhambat dan bahkan terbunuh oleh konsentrasi 
tertentu dari EE-KN. Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan 
bahwa memiliki aktivitas antibakteri terhadap berbagai bakteri gram positif maupun 
negatif, meskipun tingkat efektivitasnya dapat bervariasi tergantung pada konsentrasi dan 
jenis bahan yang digunakan.31 Aktivitas antibakteri eco enzyme berasal dari kombinasi 
metabolit hasil fermentasi serta berbagai senyawa bioaktif yang terkandung di 
dalamnya.11,13 Kombinasi ini memberikan efek sinergis dalam menghambat pertumbuhan 
dan membunuh bakteri tersebut. 

Analisis fitokimia menunjukan bahwa EE-KN mengandung berbagai senyawa bioaktif 
seperti flavonoid, saponin, tanin, fenolik, alkaloid, steroid, antrakuinon, glukosa, dan 
terpenoid. Masing-masing senyawa memiliki mekanisme kerja berbeda dalam menghambat 
pertumbuhan Lactobacillus acidophilus. Flavonoid dapat mengganggu proses metabolisme 
bakteri.23 Saponin, fenolik, dan terpenoid merusak permeabilitas membran sel. Tanin dapat 
berinteraksi dengan protein dan enzim dalam sel bakteri sehingga dapat menghambat 
pertumbuhan dari bakteri. Alkaloid dapat mengganggu keseimbangan ion bakteri sehingga 
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mampu menghambat pertumbuhan bakteri.24 Senyawa steroid dapat mengganggu struktur 
dan stabilitas membran sel bakteri. Senyawa antrakuinon dapat mengganggu sintesis 
protein bakteri.25 Kombinasi berbagai senyawa ini menunjukkan potensi kuat EE-KN 
sebagai agen antibakteri terhadap Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. 

Analisis statistik menunjukkan bahwa uji normalitas pada data rata-rata hasil ZOI dan 
MBC tidak terpenuhi sehingga uji parametrik ANOVA One Way tidak dapat digunakan. 
Pengujian dilanjutkan dengan uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Hasil uji menunjukkan 
tidak terdapat perbedaan signifikan antara konsentrasi dengan nilai signifikansi 0,437 
(p>0,05). Secara deskriptif, pola data memperlihatkan kecenderungan konsisten bahwa 
peningkatan konsentrasi eco enzyme meningkatkan aktivitas antibakteri terhadap 
Lactobacillus acidophilus. Temuan ini menunjukkan bahwa efektivitas antibakteri eco 
enzyme lebih dipengaruhi oleh kadar senyawa aktif pada konsentrasi tinggi daripada oleh 
faktor statistik. 

Pengembangan produk lanjutan dari EE-KN dapat menggunakan konsentrasi diatas 
nilai MIC yaitu konsentrasi 3,12% yang mulai dapat menghambat pertumbuhan bakteri, 
tetapi dibawah konsentrasi MBC yaitu 6,25% yang mulai dapat membunuh total seluruh 
bakteri. Pertimbangan tersebut didasari dari pemilihan konsentrasi yang dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri secara efektif tetapi tidak membunuh bakteri secara 
total, mengingat bakteri Lactobacillus acidophilus merupakan flora normal di rongga mulut 
jika jumlahnya seimbang. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EE-KN memiliki aktivitas antibakteri secara in 
vitro, meskipun efektivitasnya masih lebih rendah dibandingkan dengan kontrol positif 
chlorhexidine yang telah terbukti efektif pada konsentrasi yang lebih rendah. Chlorhexidine 
dikenal luas sebagai standar antiseptik karena memiliki daya hambat dan daya bunuh yang 
kuat terhadap berbagai mikroorganisme. Penggunaan chlorhexidine dalam jangka panjang 
dilaporkan dapat menimbulkan efek samping, baik terhadap individu maupun lingkungan, 
sehingga mendorong pencarian alternatif antibakteri yang lebih aman dan berkelanjutan.8  

Eco enzyme menawarkan alternatif berbasis bahan alami dan hasil fermentasi 
sehingga berpeluang memberikan profil keamanan dan keberlanjutan yang lebih baik. 
Komposisi bioaktif yang terkandung di dalam eco enzyme kulit nanas seperti flavonoid, 
saponin, tanin, antrakuinon, alkaloid, terpenoid, tanin, fenolik, dan steroid berkontribusi 
aktivitas antibakteri eco enzyme. Selama proses fermentasi eco enzyme juga 
memungkinkan mengandung mikroorganisme probiotik terhadap patogen, dimana hal ini 
merupakan keunggulan eco enzyme yang tidak dimiliki antiseptik sintetik.26,27 

Temuan dalam penelitian ini menegaskan bahwa EE-KN berpotensi dikembangkan 
sebagai agen antibakteri alami yang ramah lingkungan.28 Peningkatan aktivitas antibakteri 
yang diamati pada konsentrasi yang lebih tinggi mengindikasikan bahwa efektivitas eco 
enzyme dipengaruhi oleh kadar senyawa aktif yang terkandung di dalamnya.29,30 Hal ini 
menunjukkan bahwa optimasi konsentrasi dan formulasi eco enzyme perlu 
dipertimbangkan dalam pengembangan lebih lanjut sebagai alternatif pencegahan 
pertumbuhan bakteri penyebab karies. Keterbatasan pada penelitian ini adalah tidak 
dilakukannya uji kuantitatif analisis fitokimia yang lebih mendalam untuk mengidentifikasi 
senyawa aktif utama yang berperan dominan dalam aktivitas antibakteri. 
  

 SIMPULAN  
       

Eco enzyme berbahan dasar kulit nanas (Ananas comosus) pada penelitian ini tidak 
menunjukan perbedaan yang signifikan secara statistik, namun memperlihatkan 
kecenderungan adanya aktivitas antibakteri terhadap Lactobacillus acidophilus secara in 
vitro. Aktivitas antibakteri tersebut ditunjukkan melalui pembentukan ZOI, MIC, dan MBC 
dengan kecenderungan peningkatan efektivitas seiring bertambahnya konsentrasi eco 
enzyme. Eco enzyme berpotensi dikembangkan sebagai alternatif antibakteri berbahan 
alami yang ramah lingkungan. Aktivitas antibakteri yang dihasilkan diduga berkaitan 
dengan kandungan senyawa bioaktif hasil fermentasi, seperti flavonoid, saponin, tanin, 
alkaloid, fenolik, dan terpenoid.  

Implikasi dari penelitian ini menunjukkan bahwa pemanfaatan limbah kulit nanas 
sebagai eco enzyme tidak hanya berkontribusi pada pengelolaan limbah organik, tetapi 
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juga membuka peluang pengembangan bahan aktif antibakteri alami untuk aplikasi 
kesehatan, khususnya dalam bidang perawatan rongga mulut. Dengan demikian, eco 
enzyme kulit nanas memiliki prospek sebagai agen antibakteri alami, namun diperlukan 
penelitian lanjutan untuk mengoptimalkan konsentrasi, formulasi, serta evaluasi efektivitas 
dan keamanannya. 
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