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ABSTRAK

Stgzpfzylococcus aureus merupakan bakteri dengan prevalensi tertinggi pada luka
ulkus diabetikum yang dapat memperlambat proses penyembuhan luka. Hal ini
kemudian diperparah dengan adanya resistensi terhadap berbagai antibiotik.
Kopi dapat menjadi alternatif lain mengatasi resistensi antibiotik karena
memiliki senyawa antibakteri, namun pemanggangan pada biji kopi akan
menurunkan senyawa yang bertanggung jawab terhadap aktivitas antibakteri.
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi perbedaan aktivitas antibakteri
ekstrak biji hijau dan sangrai kopi robusta (Coffea canephora L.) tethadap
Staphylococcus aureus. Penelitian ini menggunakan desain post-test only
control group dengan metode agar difusi cakram (Kirby-bauer). Sampel dibagi
menjadi 13 kelompok, yaitu kontrol positif clndamycin, kontrol negatif
aquades steril, kelompok perlakuan ekstrak biji hijau dan sangrai kopi robusta
(25%, 50%, dan 100%), serta kelompok perlakuan kombinasi ekstrak biji hijau
dan sangrai kopi robusta (50%:50%, 75%:25%, 25%:75%, 60%:40%, dan
40%:60%). Hasil analisis One Way Anova tethadap kelompok kontrol dan
perlakuan didapatkan p=0,000. Hasil analisis Post Hoc Tukey HSD terhadap
seluruh kelompok petlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif
didapatkan p=0,000. Zona hambat terbesar ditemukan pada kelompok
kombinasi ekstrak 50%:50% dengan diameter sebesar 15,12 mm dan memiliki
efek antibakteri yang sebanding dengan clindamycin dalam menghambat
St;zpfz y]ococcus aureus (p:O, 121 )

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the bacteria with the highest prevalence in diabetic
ulcers which can be delayed the wound healing process. This is then exacerbated
by the existence of resistance to various antibiotics. Coffee can be another
alternative to overcome antibiotic resistance because it has antibacterial
compounds, but roasting coffee beans will reduce the compounds responsible
for antibacterial activity. The aim of this study is to identify antibacterial activity
differences between green and roasted bean robusta coffee (Coffea canephora
L.) extract and its combination against Staphylococcus aureus. This research
used a post-test on]y control group design with an agar disc diffusion method
(Kitby-bauer). Samples were divided into 13 groups, positive control
clindamycin, negative control water sterile, green and roasted bean robusta
coffee extract treatments group (25%, 50%, and 100%), and its combination
(80%:50%, 75%:25%, 25%:75%, 60%:40%, and 40%:60%). One Way
Anova test results on the control and treatment groups obtained p=0.000. Posr
Hoc Tukey HSD test results of all treatments compared to the negative control
group obtained p=0.000. The largest inhibition zone was found in a 50%:50%
extract combination with 15.12 mm in diameter , and its antibacterial effect was

equal to clindamycin in inhibiting Staphylococcus aureus (p=0.121).
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Pendahuluan

Ulkus diabetikum merupakan salah satu
komplikasi umum pada pasien diabetes melitus yang
ditandai dengan adanya luka terbuka yang bersifat
kronik di bawah pergelangan kaki yang dapat
meningkatkan morbiditas, mortalitas, dan
mengurangi kualitas hidup pasien (Perkeni, 2019).
Hal ini disebabkan dari lamanya seseorang menderita
diabetes melitus yang akan merujuk pada komplikasi
mikroangiopati dan menyebabkan timbulnya ulkus
pada kaki akibat dari terjadinya neuropati
diabetikum (Marissa & Ramadhan, 2017).

Proses penyembuhan ulkus diabetikum sering
berjalan lambat salah satunya disebabkan oleh luka
infekst (Hajimohammadi et al, 2019). Pada
penelitian yang dilakukan oleh Naeem et al., (2019)

menyebutkan bahwa bakteri dengan prevalensi

tertinggi yang terdapat pada ulkus diabetikum adalah

S. aureus sebesar 83%, kemudian diikuti oleh E.coli

(66%), K. pneumonia (40%), dan P.aeruginosa
(16%).

Staphylococcus aureus merupakan merupakan
flora normal pada kulit, saluran pernafasan, dan
saluran pencernaan makanan pada manusia. Infeksi
oleh Staphylococcus aureus ditandai dengan adanya
kerusakan jaringan yang disertai abses bernanah
(Yaqin & Nurmilawati, 2015). Pada penelitian meta
analisis yang dilakukan oleh Deyno et al., (2017)
menunjukkan bahwa bakteri Staphylococcus aureus
resisten terhadap banyak agen antibakteri antara lain
amoxicilin (77%), penisilin (76%), ampisﬂin
(75%), tetrasiklin = (62%), metisilin  (47%),
cotrimoxazol (47%), doksisiklin (43%), dan
eritromisin  (41%).  Salah satu  solusi  yang
menjanjikan untuk mengatasi resistensi antibiotik
adalah dengan pemanfaatan senyawa yang berasal
dari alam yang sekaligus dapat mengurangi efek
samping akibat penggunaan obat kimia (Bakkir,
2017).

Kopi secara empirik telah digunakan sebagai
pengobatan luka ulkus diabetikum oleh masyarakat.
Dalam catatan sejarah, kopi digunakan sebagai
ramuan kuno untuk mengobati luka karena kopi
memiliki kandungan senyawa yang bertanggung
jawab terhadap aktivitas antibakteri antara lain
kafein, trigonelin, glioksal, metilglioksal, dan asam
klorogenat (Yuwono, 2014; Kuntala et al., 2020).
Hal ini kemudian dibuktikan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Yulianti et al., (2018) dan Pangestu
(2020) yang menyebutkan bahwa pemberian kopi

robusta pada luka wulkus diabetikum dapat
mempercepat proses penyembuhan luka.

Kopi jenis robusta dan arabika merupakan
spesies kopi yang paling banyak dijumpai. Perbedaan
keduanya terdapat pada kandungan senyawa bioaktif
yang  bertanggung  jawab  terhadap  aktivitas
antibakteri. Rasa pahit akan lebih terasa pada kopi
arabika dibandingkan jenis kopi robusta, namun kopi
robusta memiliki senyawa bioaktif antibakteri yang
lebih tinggi (Suhayat et al, 2015), Hal ini juga
dibuktikan oleh penelitian yang dilakukan oleh
Nayeem et al, (ZOII) yang menunjukkan hasil
bahwa kopi robusta memiliki aktivitas antibaktert
yang lebih baik dibandingkan kopi arabika.

Berdasarkan ~ beberapa  penelitian  terkait
aktivitas antibakteri kopi robusta menunjukkan
bahwa  kopi  robusta  dapat  menghambat
pertumbuhan  bakteri plak gigi, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtidis, E.coli dan Klebsrella
pneumonia (Yaqin dan Nurmilawati, 2015; Nayeem
et al., 2011; Suhayat et al., 2015). Biji kopi robusta
yang biasa dikonsumsi adalah biji kopi robusta yang
sudah dipanggang. Selama proses pemanggangan
akan terjadi serangkaian perubahan komposisi
kopi robusta seperti asam

kimiawi pada biji
klorogenat dan trigonelin yang merupakan senyawa
termolabil serta senyawa yang bertanggung jawab
terhadap aktivitas antibakteri. Senyawa tersebut
mengalami degradasi selama proses pemanggangan
sehingga kadamya menj adi  lebih  sedikit
dibandingkan biji kopi hijau robusta (Suhayat et al.,
2015; Goldemberg et al.,, 2014). Oleh karena itu,
dalam penelitian ini akan dilakukan identifikasi
terkait aktivitas antibakteri biji hijau dan sangrai kopi
robusta (Coffea canep/?om L.) serta kombinasi
keduanya terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Metode

Penelitian ini bersifat eksperimental
laboratorium dengan desain penelitian post-test onl}/
control  group. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Biologi Farmasi dan Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas
Singaperbangsa Karawang yang dilakukan pada bulan
Januari-Maret  2022.  Sampel biji kopi yang
digunakan dalam penelitian ini telah diidentifikasi
oleh Organisasi Riset Ilmu Pengetahuan Hayati di
Pusat Riset Biologi Badan Riset dan Inovasi
Nasional (BRIN) dengan surat pemeriksaan B-
985/V/DL05.07/12/2021.
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I. Alat dan Bahan

Alat penelitian dalam penelitian ini antara lain
alat gelas, mortar, alu, blender, timbangan analitik
(Ohaus®), waterbath (Memmert™), cawan petri,
pinset steril, mikropipet (Dum0®), vortex mixer
(Thermo Scientific™), jarum ose, inkubator (B-one
digital IN-65-OL™), Brological Safety Cabinet (Elisa
V60®), autoklaf (Analog AA®>, rotary evaporator
(Buchi®), kuvet, dan Spektrofotometri UV-Vis.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
biji kopi hijau dan biji kopi sangrai robusta yang
diperoleh dari Gunung Puntang Cimaung Bandung,
koloni  Staphylococcus — aureus ATCC 6538,
clindamycin, aquades steril (Otsuka®), aqua DM,
etanol 96%, NaCl 0,9%, media MHA (Mueller
Hinton Agar) (HiMedia®™), media nutrien agar (NA)
(HiMedia®), kertas saring, kapas lidi  steril
(OneMed®), kertas cakram steril (Oxoid®™), HSO4
1% , BaCl> 1%, reagen Mayer, reagen Dragendroff,
logam magnesium, HCI pekat, FeCls 1%, H2SO:
pekat, kloroform, asam asetat anhidrat, dan HCI 2N.

2. Jalannya Penelitian
Pembuatan Ekstrak

Ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi robusta
diperoleh dengan memblender biji hijau dan biji
sangrai kopi robusta secara terpisah sampai menjadi
serpihan kecil dan kemudian ditumbuk sehingga
menghasilkan tekstur yang lebih halus. Selanjutnya
serbuk biji hijau dan sangrai kopi robusta ditimbang
sebanyak 300 ¢ dan dimaserasi selama 3x24 jam
dengan larutan etanol 96% 3000 ml sambil sesekali
diaduk. Kemudian maserat disaring dan dilakukan
evaporasi dengan rotary evaporator pada suhu 50°C
sampai terbentuk ekstrak kental. Selanjutnya ekstrak
kental dipekatkan di atas waterbach hingga seluruh
pelarut etanol menguap untuk mendapatkan ekstrak

pekat (Mubarak et al.,, 2018),

Skrining Fitokimia Ekstrak

a.  Uji kandungan alkaloid
Ekstrak ditambahkan 5 ml amonia 25% dan 20
ml kloroform dalam gelas kimia, kemudian
dimasukkan sebanyak I ml larutan ke dalam dua
tabung reaksi dan ditambahkan dua tetes reagen
Mayer dan dua tetes reagen Dragendoff pada
tabung reaksi lainnya. Hasil positif ditunjukkan
dengan terbentuknya endapan berwarna putih
untuk sampel yang ditetest reagen Mayer dan
endapan  jingga  cokelat untuk  reagen
Dragendroft (Wigawati et al., 2018; Afriani et
al., 2010).

b.  Uji kandungan flavonoid
Esktrak ditambahkan 100 ml aquadest dalam

gelas kimia, kemudian dipanaskan kurang lebih

LUMBUNG FARMASI; Jurnal llImu Kefarmasian ,Vol 3 No 2, Juli 2022

P-ISSN : 2715-5943
E-ISSN : 2715-5277

lima menit. Setelah dipanaskan, disaring
menggunakan kertas saring, lalu kurang lebih
sebanyak I ml dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan O, g logam Mg dan
lima tetes HCI pekat. Sampel positif flavonoid
jika terbentuk larutan berwarna kuning jingga
sampai merah (Ergina et al, 2014).

c.  Uji kandungan fenolik
Ekstrak ditambahkan etanol 96% I0 ml dan
diambil kurang lebih sebanyak I ml larutan
kemudian ditambahkan dua tetes larutan FeCl;
1%. Sampel dikatakan mengandung senyawa
fenolik jika terbentuk larutan berwarna hijau,
merah, ungu, biru, atau hitam yang kuat (Tahir
et al, 2017).

d.  Uji kandungan steroid dan terpenoid
Ekstrak ditambahkan 3 ml kloroform, 2 ml
H2SO4 pekat, dan 2 ml asam asetat anhidrat
dalam  tabung  reaksi.  Sampel  positif
mengandung  steroid jika terbentuk larutan
berwarna biru atau hijau dan positif terpenoid
jika terbentuk larutan berwarna  merah
kecokelatan (Utami et al., 2017).

e. U kandungan saponin
Dalam tabung reaksi, dimasukkan ekstrak dan
ditambahkan 10 ml air panas, lalu didinginkan.
Setelah dingin, tabung reaksi dikocok dengan
kuat selama 10 detik.  Sampel positif
mengandung saponin jika terbentuk busa yang
stabil setelah penambahan satu tetes larutan HCI
2N (Wigawati et al., 2018).

Uji Aktivitas Antibakteri
Peremajaan Bakteri
Bakteri ditanam dengan cara menggores biakan

baktert ujt menggunakan jarum ose secara zig zag di
atas media nutrien agar (NA) miring pada tabung
reaksi. Kemudian diinkubasi dalam inkubator selama

24 jam pada suhu 37°C (Putri et al,, 2019).

Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan
cara menyiapkan tabung reaksi yang berisi larutan 10
ml larutan NaCl 0,9%, setelah itu dimasukkan
kurang lebih bakteri uji sebanyak satu ose dan
kemudian dihomogenkan dengan vortex mixer.
Larutan suspensi ini selanjutnya dibandingkan
kekeruhannya dengan larutan standar McFarland
0.5. Suspensi bakteri yang sudah setara kekeruhannya
dengan McFarland 0.5 kemudian digoreskan pada
permukaan media MHA yang sudah memadat
menggunakan kapas lidi steril secara merata

(Tanauma et al., 20106).
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Pangujian Aktivitas Antibakteri
Pengujian aktivitas antibakteri dalam penelitian

ini dilakukan dengan metode agar difusi (K[rb}/—
bauer). Tahapan awal sebelum dilakukan uji aktivitas
antibakteri adalah pengenceran ekstrak biji hijau dan
sangrai kopi robusta 25% dan 50% dari ekstrak
konsentrasi 100%. Selanjutnya kertas cakram steril
dijenuhkan ke dalam larutan uji 25%, 50%, dan
100% selama kurang lebih 30 menit, kemudian
diangkat dan didiamkan hingga mengering, Kertas
cakram lain disiapkan untuk kontrol negatif berupa
aquades steril, dan larutan kontrol positif cbdamyczb
0,25 mg/ ml yang dilakukan dengan cara memipet 10
ul ke dalam kertas cakram kosong. Kertas cakram
yang sudah kering kemudian diletakkan di atas media
MHA yang sudah diinokulasi dengan suspensi
baktert SIaph}/]ococcus auretus, Selanjutnya dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam kemudian
diamati zona hambatnya (Wilapangga & Syaputra,
2018).

Pengujian antibakteri kombinasi ekstrak biji
hijau dan sangrai kopi robusta dilakukan setelah
diketahui hasil aktivitas antibakteri sampel tunggal
yaitu ekstrak biji hijau dan ekstrak biji sangrai kopi
robusta dengan konsentrasi yang menghasilkan
diameter zona hambat tertinggi yang akan dilakukan
kombinasi. Jika pada hasil uji aktivitas antibakteri
sampel tunggal didapatkan konsentrasi 100% yang
menghasilkan ~ zona  hambat  tertinggi, maka
selanjutnya dibuat S jenis kombinasi ekstrak biji
hijau dan sangrai kopi robusta pada konsentrasi
tersebut, yaitu kombinasi 50%:50% (2,5 g ekstrak
biji hijau 100%+2,5 ¢ ekstrak biji sangrai 100%),
75%:25% (3,75 g ekstrak biji hijau 100%+1,25 ¢
ekstrak biji sangrai IOO%), 25%:75% (1,25 g
ekstrak biji hijau 100%+3,75 g ekstrak biji sangrai
100%), 60%:40% (3 g ekstrak biji hijau 100%+2 ¢
ckstrak biji sangrai 100%), dan 40%:60% (2 ¢
ekstrak biji hijau 100%+3 g ekstrak biji sangrai
100%).

Analisa Data

Diameter zona hambat yang dihasilkan
kemudian  dianalis dengan analisis  statistik
parametrik yaitu One Way Anova (p<0,05) dan
Post Hoc Tukey HSD (p<<0,05) untuk mengetahui
adanya perbedaan signifikan dan besarnya perbedaan
signifikan antar kelompok dengan menggunakan

program komputer SPSS versi 24.

Hasil dan Pembahasan
Skrining Fitokimia Ekstrak

Skrining fitokimia dilakukan terhadap ekstrak
biji hijau dan sangrai kopi robusta dengan tujuan
sebagai Iangkah awal untuk mengetahui gambamn
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secara umum mengenai golongan senyawa yang
terdapat pada ekstrak biji hijau dan sangrai kopi
robusta secara kualitatif (Pant et al,, 2017). Metode
skrining fitokimia dilakukan dengan melihat hasil
reaksi berupa warna pada saat penambahan reagen ke
dalam sampel tumbuhan (Fardiyah et al, 2020).
Berikut adalah hasil skrining fitokimia terhadap
ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi robusta yang
disajikan dalam Tabel 1.
Tabel I. Hasil skrining fitokimia ekstrak bij 1 hijau

dan sangrai kopi robusta

Golongan Hasil Keterangan
senyawa  Biji Hijau  Biji Sangrai
Alkaloid + + Endapan jingga
+ + Endapan putih
Flavonoid + + Warna jingga
Fenolik + + Warna hitam
Steroid - - -
Terpenoid + + Merah
kecoklatan
Saponin + + Terbentuk busa

Keterangan: (+) positif: mengandung golongan
senyawa; (-) negatif: tidak mengandung golongan
senyawa

Hasil skrining fitokimia terhadap biji hijau dan
biji sangrai kopi robusta sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh Wigawati et al. (2018) yang
menyebutkan bahwa biji kopi robusta memiliki
golongan senyawa kimia alkaloid, tanin, saponin, dan
flavonoid. Menurut Antonio et al. (2011) biji kopi
robusta mengandung senyawa polifenol. Namun, ada
sedikit perbedaan pada hasil penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Mahajan & Kapoor (2018) yang
menyebutkan bahwa selain senyawa flavonoid,
fenolik, terpenoid, dan saponin, biji kopi robusta
juga  mengandung golongan senyawa steroid.
Perbedaan ini mungkin disebabkan karena perbedaan
ekologi tempat tumbuh yang berbeda sehingga kadar
kandungan senyawa pada biji kopi robusta juga akan
berbeda (Utami et al. 2018).

Senyawa yang terkandung di dalam biji hijau
dan biji sangrai kopi robusta memiliki kemampuan
dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Alkaloid
memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan
cara merusak lapisan peptidoglikan pada dinding sel
bakteri yang menyebabkan sel bakteri lisis.
Mekanisme kerja flavonoid sebagai penghambat
pertumbuhan bakteri yaitu dengan menghambat
enzim DNA  gyrase pada tahap replikasi DNA
bakteri sehingga menghentikan perbanyakan bakteri.
Penghambatan pertumbuhan bakteri oleh senyawa
fenolik  dikaitkan dengan mekanismenya dalam
merusak membran sel bakteri sehingga menyebabkan
terganggunya proses enzimatik bakteri. Begitu juga
golongan senyawa terpenoid yang memiliki peran
sebagai antibakteri dengan melibatkan fungsinya
sebagai perusak membran sel bakteri melalui
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komponen—komponen Iipoﬁlik. Serta saponin yang
memiliki kemampuan untuk mendenaturasi protein
sebagai mekanisme penghambatan pertumbuhan
bakteri dengan cara menurunkan  tegangan
permukaan dinding sel bakteri sehingga kemampuan
permeabilitas membran sel bakteri menjadi tidak

stabil (Badaring et al., 2020; Sudarmi et al,, 2017).

Pengujian Antibakteri Ekstrak Biji Hijau dan Sangrai
Kopi Robusta

Dalam penelitian ini dilakukan identifikasi
dengan cara menguji aktivitas antibakteri serta
melihat perbedaan kemampuan ekstrak etanol biji
hijau dan biji sangrai kopi robusta ( Coffea canephora
L) dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dengan metode agar difusi
cakram (K[rby—bauer) dengan konsentrasi  25%,
50%, dan 100% pada masing-masing ekstrak.
Terdapatnya aktivitas antibakteri pada ekstrak dapat
diketahui melalui terbentuknya zona hambat di
sekitar kertas cakram yang ditandai dengan daerah
bening.

Interpretasi diameter zona hambat dari hasil
pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan
mengikuti petunjuk tabel kategori daya hambat
antibakteri yang dikemukakan oleh Davis & Stout
(1971) yang ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Kategori daya hambat

No. Diameter zona hambat (mm) Kategori
1 > 20 Sangat kuat
2 10-20 Kuat
3 5-10 Sedang
4 <5 Lemah

Sumber: Davis & Stout (I1971)

Hasil pengukuran rata-rata diameter zona
hambat ekstrak etanol biji hijau dan biji sangrai kopi
robusta ditunjukkan pada Tabel 3 dan Tabel 4.

Tabel 3. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak biji
hijau kopi robusta

No.  Kelompok Mean + SD Kategori

I 25% 1,62%0,35 Lemah

2 50% 3,73+ 0,40 Lemah

3 100% 490+0,59 Lemah

4 Kontrol 18,28 0,87 Kuat
)

) Kontrol (-) 0 Tidak ada

Tabel 4. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak biji

sangrai kopi robusta

No.  Kelompok Mean + SD Kategori

I 25% 1,64 £0,56 Lemah

2 50% 428%0,62 Lemah

3 100% 10,32+ 0,28 Kuat

4 Kontrol 18,28 £ 0,87 Kuat
()

S Kontrol (-) 0 Tidak ada
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Berdasarkan Tabel 3 dan Tabel 4 di atas
menunjukkan bahwa hasil pengukuran rata-rata
diameter zona hambat ekstrak biji hijau dan biji
sangrai kopi robusta terhadap bakteri
Staphylococcus  aureus  memiliki  ukuran  yang
berbeda-beda dengan diameter zona hambat terkecil
pada konsentrasi 25% dan diameter zona hambat
terbesar terdapat pada konsentrasi 100%. Kelompok
kontrol negatif yang digunakan sebagai pelarut
ekstrak yaitu aquades steril tidak menunjukkan
adanya zona hambat sedangkan kelompok kontrol
positif clindamycin memiliki rata-rata zona hambat
yang lebih tinggi dibandingkan zona hambat
kelompok perlakuan ekstrak biji hijau dan biji
sangrai kopi robusta. Adanya zona hambat pada
setiap variasi konsentrasi menunjukkan bahwa
ekstrak etanol biji hijau dan biji sangrai kopi robusta
memiliki ~ kemampuan  untuk  menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Berikut
adalah diameter zona hambat yang terbentuk pada
media MHA yang ditunjukkan pada Gambar I dan
Gambar 2.

Gambar I. Diameter zona hambat yang terbentuk
pada ekstrak biji hijau kopi robusta

Gambar 2. Diameter zona hambat yang terbentuk
pada ekstrak biji sangrai kopi robusta
Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi robusta
dengan konsentrast masing-masing 25%,50%, dan
100% memiliki kemampuan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Yaqin
& Nurmilawati (2015) yang mendapatkan hasil
bahwa ekstrak biji kopi robusta memiliki aktivitas
antibakteri pada konsentrasi 12,5%, 25%, 50%, dan
100% dengan rata-rata diameter tertinggi yaitu 7,63
mm pada konsentrasi 100% dan rata-rata diameter
terendah sebesar 3,54 mm pada konsentrasi 12,5%.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Djajal et al. (2018) tentang uji aktivitas antibakteri
biji hijau kopi robusta terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus yang menunjukkan hasil rata-
rata diameter terbesar pada konsentrasi 200 mg/ ml
yaitu 32,3 mm dan rata-rata terkecil pada konsentrasi
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50 mg/ ml yaitu sebesar 21,2 mm. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Tasew et al. (2020)
tentang pengujian aktivitas antibakteri bij 1 kopi yang
berasal ~ dari  berbagai daerah di  Ethiopia
menyebutkan bahwa terdapat perbedaan diameter
zona hambat setiap sampel biji kopi dari setiap
daerah yang berbeda. Variasi ini menunjukkan
keragaman komposisi senyawa bioaktif di setiap
sampel biji kopi yang juga dipengaruhi oleh jenis
kopi, genetik tumbuhan, dan tempat tumbuhnya.

Aktivitas antibakteri pada biji sangrai dan biji
hijau kopi robusta disebabkan oleh adanya senyawa
yang bertanggung jawab terhadap efek antibakteri
pada kopi robusta. Senyawa tersebut antara lain
kafein, asam klorogenat, trigonelin, dan asam caffeic
(Patay et al,, 2016). Aktivitas antibakteri pada biji
sangrai dan biji hijau kopi robusta disebabkan oleh
adanya senyawa yang bertanggung jawab terhadap
aktivitas antibakteri pada kopi robusta. Senyawa
tersebut antara lain kafein, asam klorogenat,
trigonelin, dan asam caffeic (Patay et al, 2016).
Kafein (1,3,7-trimethylxanthin, CsHioN4O2) adalah
alkaloid alami atau alkaloid xanthine yang bekerja
dengan cara menghambat tahapan sintesis DNA pada
bakteri dengan menembus dinding sel bakteri
sehingga menurunkan  aktivitas  sel  bakteri
(Nonthakaew et al, 20I5). Asam klorogenat
merupakan senyawa fenolik hasil esterifikasi asam-
trans-sinamat (cafferc, ferulic, dan p-coumaric) yang
bekerja dengan cara mempengaruhi permeabilitas
membran luar dan plasma bakteri sehingga
menyebabkan sel bakteri lisis (Lou et al, 2011).
Trigoneline (N-methlynicotinic acid, C;H7/NO2)
adalah turunan vitamin B6 yang memberikan rasa
pahit. Trigonelin bekerja dengan mempengaruhi
stabilitas  membran  sitoplasma  bakteri yang
mengakibatkan terganggunya metabolisme sel bakteri
(Maheswari et al.,, 2015; Zhou et al,, 2012). Asam
caffeic adalah senyawa yang diklasifikasikan sebagai
asam hidroksisinamat yang mengandung senyawa
fenolik dan gugus fungsi akrilik. Asam caffeic dapat
bertindak sebagai antibakteri melalui mekanisme
perubahan permeabilitas membran, penghambatan
aktivitas enzim serta merusak struktur protein dan
DNA (Khan et al,, 2021; Andrade et al., 2015).

Biji hijau kopi robusta memiliki kadar kafein,
asam klorogenat, trigonelin, dan asam caffeic yang
lebih besar dibandingkan biji sangrai kopi robusta
sehingga kemampuan antibakteri yang dimiliki biji
hijau kopi robusta lebih tinggi dibanding biji sangrai
kopi robusta sebagai akibat adanya proses
pemanggangan. Namun, dalam penelitian ini
menunjukkan bahwa biji sangrai kopi robusta justru
memiliki kemampuan antibakteri yang lebih tinggi
dibandingkan biji hijau kopi robusta. Hal ini dapat
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disebabkan karena adanya pembentukan senyawa
baru  ketika  biji kopi mengalami  proses
pemanggangan yaitu terbentuknya melanoidin yang
memiliki  aktivitas antibakteri melalui reaksi
Maillard.

Melanoidin adalah polimer yang bertanggung
jawab terhadap warna kecoklatan pada kopi yang di
produksi pada tahap akhir reaksi Maillard (Rufiin-
Henares & Pastoriza, 2015). Durasi waktu
pemanggangan biji kopi memiliki peran penting
terhadap ~ pembentukan  senyawa  melanoidin.
Semakin lama proses pemangganggan bij 1 kopi, maka
dapat meningkatkan kadar senyawa melanoidin yang
dihasilkan pada tahap akhir reaksi Maillard (Langner
& Rzeski, ZOI4—>. Melanoidin memiliki kontribusi
terhadap aktivitas antioksidan, antihipertensi, dan
antibakteri (Kukuminato et al., ZOZI). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Jiménez-Zamora et al.
(2015) dan Langner & Rzeski (2014) menunjukkan
bahwa melanoidin yang terdapat pada biji kopi
sebagai hasil dari proses pemanggangan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus.

Pengujian Antibakteri Kombinasi Ekstrak Biji Hijau
dan Sangrai Kopi Robusta

Berdasarkan pengujian aktivitas antibakteri biji
sangrai dan biji hijau kopi robusta menunjukkan
bahwa konsentrasi terbaik yang menghasilkan
diameter zona hambat terbesar adalah pada
konsentrasi ekstrak 100%. Dari hasil tersebut maka
dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap
kombinasi ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi
robusta dengan sampel yang digunakan berupa
ekstrak dengan konsentrasi 100% yang selanjutnya
dibuat menjadi 5 jenis kombinasi dengan
perbandingan  yaitu  50%:50%,  75%:25%,
25%:75%, 60%:40%, dan 40%:60%. Berikut
adalah hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi
ekstrak biji hijau dan sangrai kopi robusta yang
ditunjukkan pada Tabel 5.

Tabel 4. Hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi
ekstrak biji hijau dan sangrai kopi robusta

No.  Kelompok Mean * SD Kategori
1 50%:50% 15,12+ 1,07 Kuat
2 75%:25% 5,28 + 1,37 Sedang
3 25%:75% 9,37+ 1,14 Sedang
4 60%:40% 9,13+ 045 Sedang
5 40%:60%  10,25%0,35 Kuat

Biji hijau dan biji sangrai kopi robusta masing-
masing memiliki senyawa yang berkontribusi dalam
mendukung aktivitas antibakteri,, sehingga ketika
pengujian aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak biji
sangrai dan biji hijau robusta dihasilkan diameter

zona hambat yang lebih tinggi dibandingkan
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diameter zona hambat ekstrak tunggal. Berikut
adalah diameter zona hambat yang terbentuk pada
media MHA yang disajikan pada Gambar 3 di bawah

ni.

50%:50% 75%:25%

25%:75% |g

Gambar 3. Diameter zona hambat yang terbentuk
pada kelompok kombinasi ekstrak biji hijau dan

sangrai kopi robusta

Diameter zona hambat terbesar terdapat pada
kombinasi ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi
robusta 50%:50%. Hasil ini diduga sebagai akibat
dari adanya dua senyawa yang bersinergis satu sama
lain terhadap aktivitas antibakteri pada biji hijau dan
biji sangrai kopi robusta, sehingga ketika
dikombinasikan dalam jumlah yang sama besar akan
semakin meningkat efek antibakterinya dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus. Salah satu senyawa antibakteri dalam biji kopi
robusta,  yaitu kafein  memiliki kemampuan
meningkatkan aktivitas senyawa lain yaitu senyawa
alpha dicarbonyl (glioksal, metilglioksal, dan
diacetyl) yang merupakan salah satu produk akhir
dari reaksi Maillard pada proses pemanggangan biji
sangrai kopi robusta dan memiliki aktivitas
antibakteri. Kafein secara sinergis akan meningkatkan
aktivitas antibakteri senyawa a]p/?a a’[carbon}/],
sehingga dengan adanya kafein pada biji hijau dan biji
sangrai kopi robusta, serta senyawa a]pfza a’icarbony]
pada biji sangrai kopi robusta sebagai produk hasil
pemanggangan,

antibakteri yang lebih besar pada kombinasi ekstrak

menyebabkan

kemampuan

biji hijau dan biji sangrai kopi robusta konsentrasi
509%;50% (Brighina et al., 2020; Maletta & Were,
2012; Daglia et al., 2007).

Data hasil diameter zona hambat setelah
dilakukan analisis statistik One Way Anova pada
kelompok perlakukan ekstrak biji hijau dan biji
sangrai kopi robusta serta kelompok perlakuan
kombinasi ekstrak menunjukkan nilai signifikansi =
0,000 (p<0,05) atau kurang dari 0,05 yang artinya
terdapat perbedaan yang signifikan pada diameter
zona hambat antar semua kelompok.

Analisis dilanjutkan dengan Post Hoc Tukey
HSD dan menunjukkan nilai signiﬁkansi = 0,000
pada kelompok perakuan biji hijau dan sangrai kopi
robusta serta kombinasinya dibandingkan dengan
kelompok kontrol negat:if <p<0,05). Kemudian pada
kombinasi ekstrak biji hijau dan biji sangrai kopi
robusta dengan perbandingan 50%:50%  tidak
memiliki perbedaan signifikan terhadap kelompok
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kontrol positif, hal ini menunjukkan bahwa
kombinasi ekstrak 50%:50% memiliki efek inhibisi
yang sebanding dengan clindamycin dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus yang ditunjukkan dengan nilai signfikansi

lebih dari 0,05 (p = 0,121).

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian wji aktivitas
antibakteri biji hijau dan biji sangrai kopi robusta
(Coffea canephora L..) serta kombinasinya terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dapat disimpulkan
bahwa ekstrak biji hijau dan sangrai kopi robusta
serta kombinasinya memiliki aktivitas antibakteri
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Stapfz}/lococcus aureus dengan hasil analisis statistik
One Way Anova terhadap kelompok kontrol,
kelompok perlakuan sampel tunggal dan kelompok
perlakuan  kombinasi  didapatkan  p=0,000.
Kemudian hasil analisis Post Hoc Tu/(ey HSD
terhadap seluruh kelompok perlakuan dibandingkan
dengan  kelompok kontrol negatif didapatkan
p=0,000. Zona hambat terbesar ditemukan pada
kelompok kombinasi ekstrak 50%:50% dengan
diameter sebesar 15,12 mm dan memiliki efek
antibakteri yang sebanding dengan clindamycin
dalam  menghambat  Staphylococcus  aureus

(p=0,121).
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