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MOTTO

Dan (ingatlah) ketika Tuhanmu memaklumkan, "Sesungguhnya jika kamu
bersyukur, niscaya Aku akan menambah (nikmat) kepadamu, tetapi jika kamu
mengingkari (nikmat-Ku), maka pasti azab-Ku sangat berat."

(QS. Ibrahim Ayat 7)

“Hai orang-orang yang beriman, jadikanlah sabar dan shalat sebagai penolongmu,

sesungguhnya Allah bersama orang-orang yang sabar,”

(QS. Al-Bagarah Ayat 153)
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ABSTRAK

Fahimul Fuad, Nizam*. Jamhariyah**. Purwanti, Aliyah***. Aktivitas
Antibakteri Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) Dengan
Natural Deep Eutectic Solvent (NADES) Terhadap Streptococcus mutans.
Skripsi. Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi.

Latar Belakang :Streptococcus mutans merupakan salah satu bakteri penyebab
terjadinya karies gigi. Ekstrak biji kopi berpotensi sebagai antibakteri untuk
menghambat pertumbuhan Streptocuccus mutans karena mengandung sebyawa
kimia seperti alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan steroid. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents) biji kopi robusta terhadap Streptococcus mutans

Metode : Desain penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dimulai
dengan pembuatan ekstrak biji kopi menggunakan pelarut NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents) kombinasi klorin klorida dan asam laktat dengan metode
ekstraksi UAE (Ultrasonic Assisted  Extraction). Ekstrak yang dihasilkan
diskrining fitokimia dan diuji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri
Streptococcus mutans dengan metode difusi cakram

Hasil Penelitian : Hasil dari penelitian ini adalah ekstrak biji kopi robusta positif
mengandung senyawa kimia berupa flavonoid, saponin, alkaloid, tannin, dan
terpenoid. Hasil dari pengujian aktivitas antibakteri ekstrak biji kopi robusta dapat
dilihat dari zona cakram dengan nilai rata-rata zona hambat sebesar 12,77+2,04 mm
pada konsentrasi 100% dan 24,37+1,21 mm pada kontrol positif berupa
klorheksidin serta tidak terdapat zona hambat pada kontrol negatif. Hasil analisa
statistik menunjukkan terdapat perbedaan signifikan antara ekstrak dan kontrol
positif melalui Uji One Way ANOVA dengan nilai signifikasi p= 0,000.
Kesimpulan : Ekstrak NADES biji kopi robusta memiliki potensi untuk
menghambat Streptococcus mutans.

Kata Kunci : Kopi Robusta, Streptococcus mutans, Antibakteri
*Peneliti

** Pembimbing 1
*** Pembimbing 2



ABSTRACT

Fahimul Fuad, Nizam*. Jamhariyah**. Purwanti, Aliyah***. Antibacterial
Activity Of Robusta Coffea Beans (Coffea canephora) extract With
Natural Deep Eutectic Solvent (NADES) Against Streptococcus mutans.
Essay. Pharmacy Undergraduate Study Program, University of dr. Soebandi.

Background : Streptococcus mutans is a bacteria that caused dental caries. Coffe
beans extract has been reported as an antibacteria to detain Streptococcus mutans
grwoth because It’s chemical coumpond such as as alkaloids, flavonoids, tannins,
saponins, and steroids had long been known for their antibacterial properties. The
purpose of this study was to determine the antibacterial activity of the NADES
(Natural Deep Eutectic Solvents) extract of robusta coffee beans against
Streptococcus mutans

Methods : The design of this study is an experimental research started with the
preparation of coffee bean extract with NADES (natural deep eutectic solvents)
combination ofchlorine chloride and lactic acid as a solvent. The extraction method
used in this research was UAE (Ultrasonic Assisted Extraction). The extract result
then tested for chemical coumpound and for its antibacterial activity against
Streptococcus mutans with the disc diffusion method

Result : the results of this study was robusta coffee bean extract contains chemical
compounds such as flavonoids, saponins, alkaloids, tannins, and terpenoids. The
test results of antibacterial activity from robusta coffee bean extract appear from
the inhibition zone around the disc with an average inhibition zone valued of 12.
77+2,04 mm at a concentration of 100% and 24. 37+1,21 mm for chlorhexidine as
a positive control. The analysis statistic through One Way Anova test shown that
the different was significant with a p value of 0.0000

Conclusion : NADES extract of coffe beans has a potential to prevent the growth
of Streptococcus mutans.

Keyword : Coffee robusta, Streptococcus mutans, Antibacterial activity
*Author

** Advisor 1
*** Advisor 2
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Karies gigi merupakan salah satu penyakit gigi yang terjadi akibat
rusaknya struktur dan lapisan gigi. Karies gigi dapat terjadi karena hasil
metabolisme dari bakteri tersebut merupakan substansi asam yang dapat
menyebabkan lapisan pelindung gigi menipis sehingga terjadi karies gigi.
Salah satu penyebab utama terjadinya karies gigi adalah bakteri (Afifah et al,
2017). Salah satu bakteri yang terkenal dapat menyebabkan karies adalah
Streptococcus mutans. Streptococcus mutans adalah bakteri patogen yang
berkolonisasi pada awal mula tumbuhnya Kkaries gigi dan dapat hidup serta
beradaptasi dalam suasana asam (Azzahra, 2018).

Karies gigi merupakan masalah yang sering terjadi di Indonesia. Hasil
riset yang dilakukan oleh Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) menunjukkan
peningkatan persentase jumLah penderita penyakit tersebut apabila
dibandingkan dengan tahun-tahun sebelumnya. Berdasarkan hasil riset yang
telah dilakukan di Indonesia, prevalensi karies di Indonesia adalah sebesar
88,8% dengan Prevalensi karies tertinggi terdapat pada kelompok 55-64 tahun
(96,8%) (Riskesdas, 2018). Wilayah di Jawa timur, Kabupaten Jember
mempunyai proporsi masalah gigi dengan urutan ke 8 tertinggi di Jawa
Timur, dimana kondisi tersebut masih di atas rata-rata masalah gigi wilayah
Jawa Timur dengan nilai persentase sebesar 54,22% (Riskesdas, 2018).

Karies gigi merupakan penyakit pada jaringan keras gigi akibat adanya

aktivitas dari bakteri yang menghasilkan asam yang mampu melakukan



fermentasi karbohidrat dan di konsumsi oleh manusia. Streptococcus mutans
menghasilkan asam yang bisa mempercepat pematangan plak pada gigi
melalui interaksi pada protein permukaan Streptococcus mutans dengan
glukan yang bisa berakibat turunya pH pada permukaan gigi (Gani, 2009).
Pengobatan karies yang disebabkan oleh bakteri Streptococcus mutans
biasanya diawali dengan pemberian antibiotik golongan penisilin yaitu
amoksisilin, apabila terdapat gejala resistensi pada pasien maka terapi
dilanjutkan dengan cara mengkonsumsi metronidazol. Pemberian antibiotik
ini dimaksudkan untuk membunuh bakteri tersebut. Selain antibiotik, pasien
juga diberi obat sedatif ataupun analgesik guna menekan rasa sakit akibat
infeksi tersebut  (Kaligis,2017). Apabila telah terjadi karies, maka
penanganan akan lebih sulit serta membutuhkan biaya mahal. Selain itu,
bakteri tersebut dapat beradaptasi dengan antibiotik yang diberikan sehingga
menyebabkan resistensi. Oleh karena itu, penggunaan obat herbal merupakan
pilihan yang baik serta lebih aman untuk digunakan (Samsudin, 2020).
Kopi robusta diketahui memiliki berbagai kandungan metabolism
sekunder. Kandungan tersebut adalah senyawa alkaloid, tanin, saponin,
polifenol, trigolenin, glukosa, protein, teofilina, asam klorogenat, mineral,
serta berbagai komponen volatile lainya (Rohani, 2021). Zat — zat yang
terdapat dalam biji kopi diketahui dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme khususnya bakteri Streptococcus mutans yang merupakan
penyebab utama karies gigi. Selain akses terhadap tumbuhan yang mudah,

biji kopi robusta juga telah dikenal oleh masyarakat sehingga masyarakat



Indonesia memiliki pengetahuan yang cukup untuk menggunakan tanaman
ini sebagai alternatif antibiotik infeksi yang disebabkan oleh Streptococcus
mutans (Rohani, 2021).

NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) merupakan pelarut baru seperti
lonic liquids (ILs) yang mulai digunakan sebagai alternatif pelarut-pelarut lainnya.
Pemilihan pelarut ini didasarkan pada sifatnya yang ramah lingkungan serta dapat
didaur ulang (Dewi et al, 2021). Selain kelarutannya yang tinggi, Pelarut NADES
(Natural Deep Eutectic Solvents) juga memiliki potensi yang luas serta
kompatibilitas yang tinggi dalam penarikan zat pada tumbuhan yang akan digunakan
pada penilitian ini. Sifat pelarut yang cenderung fleksibel dapat dimanfaatkan agar
penarikan zat yang dibutuhkan menjadi optimal. Dengan mencampurkan dua pelarut
dengan rasio yang tepat, maka pelarut akan mencapai titik eutektik (Dewi et al,
2021).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Dewi et al, 2021), Ektraksi
yang menggunakan NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) sebagai pelarut
dapat menghasilkan hasil yang baik. Penelitian tentang proses ekstraksi
menggunakan pelarut NADES juga mendapatkan hasil yang optimal. Berdasarkan
hal tersebut penggunaan pelarut tersebut merupakan pilihan yang baik dilihat dari
faktor hasil yang didapat dari penilitian terdahulu serta sifat dari pelarut tersebut
yang ramah lingkungan. Pemilihan UAE (Ultrasonic Assisted Extraction)
didasarkan pada kinerja penarikan metabolisme sekunder yang dibutuhkan dengan
cara membuat simplisia mengalami kondisi fragmentasi dan erosi sehingga
menyebabkan pecahnya partikel simplisia menjadi lebih kecil. Hal tersebut
menyebabkan peningkatan penarikan zat karena luas permukaan yang semakin

banyak (Sjahid, 2020).



1.2 Rumusan Masalah

1) Bagaimana kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak
NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kopi (Coffea canephora)?

2) Apakah ekstrak biji kopi robusta menggunakan pelarut NADES (Natural
Deep Eutectic Solvents) memiliki aktivitas antibakteri terhadap Streptococcus
mutans?

3) Berapakah konsentrasi efektif ekstrak NADES biji kopi robusta (Coffea
canephora) dalam menghambat pertumbuhan Streptococcus mutans?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri
ekstrak biji kopi robusta menggunakan pelarut NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents) terhadap Streptococcus mutans.
1.3.2 Tujuan Khusus

a. Mengindentifikasi kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam
ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kopi (Coffea
canephora)

b. Menganalisis aktivitas antibakteri ekstrak biji kopi robusta menggunakan
pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) terhadap pertumbuhan
Streptococcus mutans.

c. Mengidentifkasi konsentrasi efektif ekstrak biji kopi robusta
menggunakan pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) dalam

menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans.



1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti
Ekstrak biji kopi robusta dengan pelarut NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents) nantinya dapat digunakan sebagai bahan alternatif
pengembangan obat baru berbahan herbal.
1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat
Memberikan pengetahuan baru mengenai alternatif pengobatan bahan
alam sehingga bisa meningkatkan harga ekonomis dengan penggunaan biji
kopi robusta (Coffea canephora).
1.4.3 Manfaat Bagi Mahasiswa

a. Dapat digunakan sebagai refrensi tambahan mahasiswa saat melakukan
skripsian.

b. Dapat digunakan sebagai dasar penelitian lebih lanjut tentang alternatif
penggunaan bahan alam yang berasal dari aktivitas antibakteri ekstrak
biji kopi robusta dengan penggunaan pelarut NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents).

1.5 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Nama Penulis Tahu_n Judul Penelitian Hasil Penelitian
Terbit
Angesti Atigah 2021  Aktivitas Antibakteri ekstrak Metode maserasi + pelarut etanol 70%
Ranasatri; Nur etanol 70% biji kopi robusta disimpulkan bahwa ekstrak biji kopi
Mahmudah; (Coffea canephora) terhadap robusta memiliki aktivitas anti bakteri
Riandini Aisyah; Staphylococcus epidermidis dan terhadap Staphylococcus epidermidis
Retno Sintowati Salmonella typhi dan Salmonella typhi pada konsentrasi

3,125%, 6,25%, 12,5%, dan 25%.




Dwi Puji Rahayu; 2020  Aktivitas antibakteri fraksi etil Metode maserasi + pelarut etanol 70%
Retno Sintowati; asetat kopi robusta terhadap disimpulkan bahwa ekstrak biji kopi
Dodik Nursanto Staphylococcus aureus dan robusta memiliki aktivitas antibakteri
Salmonella typhi terhadap Staphylococcus aureus dan
Salmonella typhi. Semakin tinggi
konsentrasi fraksi etil asetat semakin
tinggi zona hambat yang terbentuk.
Putu Ayu Melati 2020  Aktivitas antibakteri ekstrak Metode maserasi + pelarut etanol
Widyasari; IGM etanol biji kopi robusta (Coffea disimpulkan ekstrak etanol biji kopi
Aman; Agung canephora) terhadap bakteri robusta (Coffea canephora) dapat
Nova Mahendra Staphylococcus epidermidis menghambat  pertumbuhan  bakteri
ATCC 12228 penyebab infeksi Staphylococcus epidermidis ATCC
nosokomial 12228 dengan konsentrasi hambat
minimum (KHM) pada konsentrasi 50%
dan diameter zona hambat terbesar pada
konsentrasi 100%.
Rr. Nektara Titan 2021  Daya Hambat Ekstrak Biji Kopi Metode maserasi + pelarut etanol 96%

Dianastri; Pudji
Astuti; Rendra
Chriestedy
Prasetya

Robusta (Coffea canephora)
terhadap Bakteri
Porphyromonas gingivalis (in
vitro)

disimpulkan ekstrak etanol biji kopi
robusta pada konsentrasi 1%, 1,25% ,
1,5%, dan 3%, mempunyai daya
antibakteri terhadap P. gingivalis dan
ekstrak biji kopi robusta dengan
konsentrasi 1% adalah konsentrasi
terkecil dari ekstrak biji kopi Robusta
(Coffea  canephora) yang dapat
menghambat pertumbuhan
Porphyromonas gingivalis

Perbedaan penelitian ini dengan penelitian sebelumnya adalah pada

penggunaan pelarut ekstraksi yaitu NADES (Natural Deep Eutectic Solvent)

dengan menggunakan kolin klorida dan asam laktat (1:1) dengan metode ekstraksi

UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan bakteri yang digunkan yaitu

Streptococcus mutans, sedangkan persamaan yang ada pada penelitian ini dengan

penelitian sebelumnya yaitu menggunakan ekstrak biji kopi robusta sebagai

antibakteri.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora)

Kopi Robusta berasal dari Kongo dan masuk ke Indonesia pada tahun 1990.
Karena mempunyai sifat lebih unggul, kopi ini sangat cepat berkembang. Bahkan
kopi ini merupakan jenis yang mendominasi perkebunan kopi di Indonesia hingga
saat ini (Murtafiah et al., 2012)

2.1.1 Klasifikasi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora)
Tumbuhan kopi (Coffea sp) merupakan jenis tumbuhan yang berbentuk

pohon yang memiliki famili Rubiaceae dan termasuk genus Cofeea.

Gambar 2.1 Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora)
(Azmi Ulum, 2020)

Klasifikasi Tanaman Robusta (Murtafiah et al., 2012))
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliophyta

Sub Kelas : Asteridae



Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea canephora

2.1.2 Morfologi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora)
a. Akar

Tanaman kopi memiliki akar tunggang sehingga tidak mudah rebah. Akar
tunggang tersebut hanya dimiliki oleh tanaman kopi yang berasal dari bibit semai
atau bibit sambung (okulasi) yang batang bawahnya berasal dari bibit semai.
Sementara tanaman kopi yang berasal dari bibit stek, cangkok, atau okulasi yang
batang bawahnya berasal dari bibit stek tidak memiliki akar tunggang sehingga
relatif mudah rebah (Dewi et al , 2016)). Meskipun kopi merupakan tanaman
tahunan, tetapi umumnya mempunyai perakaran yang dangkal. Oleh karena itu
tanaman ini mudah mengalami kekeringan pada kemarau panjang bila di daerah
perakarannya tidak diberi mulsa. Secara alami tanaman kopi memiliki akar
tunggang sehingga tidak mudah rebah. Tetapi akar tunggang tersebut hanya dimiliki
oleh tanaman kopi yang bibitnya berupa bibit semaian atau bibit sambungan okulasi
yang batang bawahnya merupakan semaian. Panjang akar tunggang dapat mencapai
45-50 cm, dan terdapat 4-8 akar samping yang tumbuh menurun kebawah
sepanjang 2-3 m. selain itu banyak akar cabang samping yang panjang 1-2 m

horizontal, sedalam kurang lebih 30 cm, dan bercabang merata (DEWI et al, 2016).



b. Batang

Batang pokok memiliki ruas-ruas yang tampak jelas pada saat tanaman itu
masih muda. Pada tiap ruas tumbuh sepasang daun yang berhadapan, selanjutnya
tumbuh dua macam cabang, yakni cabang orthotrop (cabang yang tumbuh tegak
lurus atau vertikal dan dapat menggantikan kedudukan batang bila batang dalam
keadaan patah atau dipotong) dan cabang plagiotrop (cabang atau ranting yang
tumbuh ke samping atau horizontal) (PTPN XI1 2013).
c. Daun

Daun kopi memiliki bentuk bulat telur, bergaris ke samping, bergelombang,
hijau pekat, kekar, dan meruncing di bagian ujungnya. Daun tumbuh dan tersusun
secara berdampingan d ketiak batang, cabang dan ranting. Sepasang daun terletak
dibidang yang sama di cabang dan ranting yang tumbuh mendatar. Kopi Arabika
memiliki daun yang lebih kecil dan tipis apabila dibandingkan dengan spesies kopi
Robusta yang memiliki daun lebih lebar dan tebal. Warna daun kopi Arabika hijau
gelap, sedangkan kopi Robusta hijau terang (Sablik et al., 2012).
d. Bunga

Bunga kopi tersusun dalam kelompok, masing-masing terdiri dari 4-6 kuntum
bunga. Pada setiap ketiak daun dapat menghasilkan 2—3 kelompok bunga sehingga
setiap ketiak daun dapat menghasilkan 8-18 kuntum bunga atau setiap buku
menghasilkan 16-36 kuntum bunga. Bunga kopi berukuran kecil, mahkota
berwarna putih dan berbau harum. Kelopak bunga berwarna hijau, pangkalnya
menutupi bakal buah yang mengandung dua bakal biji. Benang sari terdiri dari 5-7

tangkai berukuran pendek. Bunga kopi biasanya akan mekar pada awal musim
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kemarau. Bunga berkembang menjadi buah dan siap dipetik pada akhir musim
kemarau (Sablik et al., 2012).
e. Buah

Buah kopi mentah berwarna hijau muda. Setelah itu, berubah menjadi hijau
tua, lalu kuning. Buah kopi matang (ripe) berwarna merah atau merah tua. Ukuran
panjang buah kopi Arabika sekitar 12-18 mm, sedangkan kopi Robusta sekitar 8—
16 mm. Buah kopi terdiri dari beberapa lapisan, yakni eksokarp (kulit buah),
mesokarp (daging buah), endokarp (kulit tanduk), kulit ari dan biji (Sablik et al.,
2012)). Kulit buah yang masih muda berwarna hijau tua yang kemudian berangsur-
ansur menjadi hijau kuning, dan akhirnya menjadi merah, merah hitam jika buah
tersebut sudah masak sekali. Daging buah yang sudah masak akan berlendir dan
rasanya agak manis. Biji terdiri dari kulit biji dan lembaga (Sablik et al., 2012).
2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia

Biji kopi robusta telah lama dikenal dan dinikmati oleh masyarakat Indonesia.
Biji kopi robusta selain bermanfaat sebagai antibakteri juga bermanfaat sebagai
antioksidan alami serta sebagai penurun kolestrol dalam tubuh.

Metabolit sekunder pada setiap senyawa selalu berbeda-beda, perbedaan
metabolit sekunder bahkan dapat ditemukan di satu tumbuhan pada bagian
tumbuhan yang berbeda. Seperti contoh, kandungan metabolit sekunder pada
batang mungkin tidak akan sama dengan kandungan metabolit sekunder pada bunga
tumbuhan tersebut (Roe et al, 2017). Terdapat beberapa jenis tumbuhan yang
menggunakan metabolit sekunder untuk pertahanan dari lingkungan yang kurang

menguntungkan. JumLah serta macam—macam metabolit sekunder yang diproduksi
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oleh suatu tumbuhan biasanya bervariasi dari kadar ataupun jenisnya (Silalahi,
2017). Biji kopi sendiri memiliki beberapa kandungan senyawa kimia seperti
flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin.

Flavonoid terutama berupa senyawa yang larut dalam air. Mereka dapat
diekstraksi dengan etanol 70 % dan tetap ada dalam lapisan air setelah ekstrak
dikocok dengan eter dan minyak bumi. Flavonoid berupa senyawa fenol, karena
itu warnanya berubah bila ditambah basa atau amonia. Flavonoid mengandung
sistem aromatik yang terkonyugasi. Pada umumnya terikat pada gula sebagai
glikosida dan aglikon. Flavonoid terdapat dalam semua tumbuhan berpembuluh
tetapi beberapa kelas lebih tersebar dari pada yang lainnya; flavon dan flavonol
tersebar merata.

Mekanisme kerja flavonoid berfungsi sebagai antibakteri dengan cara
membentuk senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu
keutuhan membran sel bakteri. Mekanisme kerjanya dengan cara mendenaturasi
protein sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki lagi
(Juliantina, 2008).

a. Alkaloid

Alkaloid merupakan metabolit sekunder terbesar pada tumbuhan. Alkaloid
merupakan senyawa yang bersifat basa yang mengandung satu atau lebih atom
nitrogen, biasanya dalam gabungan, sebagian bagian dari sistem siklik. Alkaloid
sering beracun bagi manusia dan banyak yang mempunyai kegiatan fisiologi yang
menonjol, jadi digunakan secara luas dalam bidang pengobatan. Alkaloid biasanya

tak bewarna, sering kali bersifat optis aktif, kebanyakan berbentuk kristal tetapi
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hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotin) pada suhu kamar. Uji
sederhana, tetapi sama sekali tidak sempurna, untuk alkaloid dalam daun atau buah
segar adalah rasa pahitnya di lidah. Senyawa penyusun alkaloid yang paling umum
adalah asam amino. Meskipun sebenarnya biosintesis kebanyakan alkaloid lebih
rumit (Bukhori et al, 2017). Senyawa alkaloid memiliki penghambatan dengan
cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel 16 tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
tersebut (Juliantina, 2008).
b. Saponin

Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun, serta
dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa dan menghemolisis
sel darah. Pencarian saponin dalam tumbuh-tumbuhan telah dirangsang oleh
kebutuhan akan sumber sapogenin yang mudah diperoleh dan dapat diubah
dilaboratorium menjadi sterol hewan yang berkhasiat penting, misalnya kortison,
estrogen kontraseptif, dll. Senyawa yang telah digunakan hekogenin dari Agave,
diosgenin, serta yamogenin dari jenis Dioscorea. Dari segi ekonomi saponin
penting juga karena kadang-kadang menimbulkan keracunan pada ternak, misalnya
saponin alfalfa, Medicago sativa, atau karena rasanya manis, misalnya glizirizin
dari akar manis, Glycyrrhiza glabra. Pola glikosida saponin kadang-kadang rumit,
banyak saponin yang mempunyai satuan gula sampai lima dan komponen yang

umum ialah asam glukuronat (Ruhimat, 2015).
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c. Tanin

Tanin adalah senyawa fenolik kompleks yang memiliki berat molekul 500-
3000. Tanin dibagi menjadi dua kelompok atas dasar tipe struktur dan aktivitasnya
terhadap senyawa hidrolitik terutama asam, yaitu tanin terkondensasi (condensed
tannin) dan tanin yang dapat dihidrolisis (hyrolyzable tannin) (Rara, 2018). Pada
umumnya tanin terdistribusi dalam kingdom tumbuhan Gymnospermae dan
Angiospermae yang terdapat khusus dalam jaringan kayu. Tanin lebih banyak
terdapat dalam tumbuhan dikotil daripada tumbuhan monokaotil.

Tanin dalam jaringan tumbuhan terletak pada bagian tunas, daun (diatas
epidermis yang dapat digunakan sebagai pelindung dari serangan predator), akar
(dalam hipodermis), batang (pada floem sekunder dan xilem) serta lapisan antara
epidermis dan korteks (Mutmainnah et al, 2018). Tanin memiliki aktivitas
antibakteri, secara garis besar mekanisme yang diperkirakan adalah toksisitas tanin
dapat merusak membran sel bakteri, senyawa astringent tanin dapat menginduksi
pembentukan kompleks ikatan tanin terhadap ion logam yang dapat menambah
daya toksisitas tanin. Mekanisme kerja tanin diguga dapat mengekrutkan dinding
sel atau membran sel sehingga mengganggu permeabilitas sel itu sendiri
(Rachmawaty et al., 2009).

2.2 Ektraksi

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan senyawa dari simplisia dengan
metode tertentu. Pelarut yang digunakan harus sesuai dengan zat yang akan ditarik
dari simplisia tersebut. Pemilihan pelarut ekstraksi didasarkan pada sifat fisik dan

sifat kimia kandungan dari simplisia yang akan digunakan (Dewatisari, 2020).
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Berikut merupakan macam-macam metode ekstraksi yang biasa dilakukan.
Berbagai macam metode ekstraksi yang dapat digunakan adalah sebagai berikut:
a. Ekstraksi Dingin

Ekstraksi dengan cara dingin dapat dilakukan dengan beberapa metode sebagai
berikut:

1) Maserasi

Maserasi adalah proses ekstraksi yang dilakukan dengan cara merendam
simpliisa dalam satu atau campuran pelarut selama waktu tertentu pada temperatur
kamar dan terlindung dari cahaya. Prinsip dari kerja maserasi adalah proses
melarutnya zat aktif berdasarkan sifat kelarutannya dalam suatu pelarut (like
disolved like), proses ekstraksi dari sampel biasanya menggunakan pelarut etanol
dan metanol (Marjoni, 2016). Pelarut yang digunakan, akan menembus dinding sel
dan kemudian masuk ke dalam sel tanaman yang penuh dengan zat aktif. Pertemuan
antara zat aktif dengan pelarut akan mengakibatkan terjadinya proses pelarutan
dimana zat aktif dan pelarut akan terlarut ke dalam pelarut. Pelarut yang berada di
dalam sel mengandung zat aktif sementara yang berada diluar sel tidak mengandung
zat aktif, sehingga terjadi ketidakseimbangan antara konsentrasi zat aktif di dalam
dengan diluar sel (Marjoni, 2016).

Perbedaan konsentrasi ini akan mengakibatkan terjadinya proses difusi,
dimana larutan dengan konsentrasi tinggi akan terdesak keluar sel dan digantikan
oleh pelarut dengan konsentrasi rendah. Proses ini terjadi berulang sampai
diperoleh ketidakseimbangan konsentrasi larutan antara didalam sel dengan

konsentrasi larutan di luar sel (Marjoni, 2016).



15

Proses maserasi dilakukan selama waktu tertentu dengan sesekali diaduk,
biasanya dibutuhkan waktu 1-6 hari. Selain metanol dan etanol pelarut yang lain
yang biasa digunakan antara lain aseton, kloroform, atau sesuia kebutuhan. Setelah
waktu tertentu ekstrak yang disebut maserat dipisahkan dengan cara penyaringan.
Maserasi biasanya dilakukan pengulangan dengan penambahan pelarut setelah
dilakukan penyaringan maserat yang pertama yang disebut remaserasi. Remaserasi
biasanya dilakukan tiga kali atau sampai senyawa yang diinginkan dalam sampel
benar-benar sudah habis. Apabila dalam proses maserasi dilakukan pengadukan
terus menerus maka disebut juga dengan maserasi kinetik (Zamrodah, 2016).

2) Perkolasi

Perkolasi yaitu proses ekstraksi dengan pelarut yang dialirkan melalui kolom
perkolator yang diisi dengan serbuk simplisia dan ekstraknya dikeluarkan melalui
keran secara perlahan (Zamrodah, 2016). Pelarut ini dialirkan secara kontinu dalam
waktu tertentu. Pelarut dialirkan secara vertikal dari atas ke bawah melalui serbuk
simplisia dan pelarut akan melarutkan zat aktif dalam sel-sel simplisia yang
dilaluinya sampai mencapai keadaan jenuh. Gerakan ke bawah disebabkan oleh
gaya beratnya sendiri dan berat cairan diatasnya dikurangi gaya kapiler yang
cenderung untuk menahan gerakan ke bawah (Marjoni, 2016).

Faktor-faktor yang berperan penting pada proses perkolasi diantaranya adalah
gaya berat, kekentalan cairan, daya larut zat aktif, tegangan permukaan, difusi,
tekanan osmosis, daya adesi, daya kapiler, dan gaya geseran (Marjoni, 2016).
Teknik perkolasi dilakukan pada suhu ruang. Parameter berhentinya penambahan

pelarut adalah perkolat sudah tidak mengandung komponen yang akan diambil.
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Pengamatan secara fisik pada ekstraksi bahan alam terlihat tetesan perkolat sudah
tidak berwarna (Sugiarti et al, 2017).
b. Ekstraksi Panas
Ekstraksi secara panas dapat dilakukan dengan beberapa metode berikut:
1) Seduhan

Seduhan merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan merendam
simplisia pada air panas selam waktu tertentu (5-10 menit). (Zamrodah, 2016).

2) Coque (Penggodokan)

Coque merupakan proses ekstraksi yang dilakukan dengan cara merebus
simplisia menggunakan api langsung dan hasilnya dapat langsung digunakan
sebagai obat baik secara keseluruhan termasuk ampasnya atau hanya hasil
rebusannya saja tanpa ampas (Marjoni, 2016).

3) Infusa

Infusdasi merupakan metode ekstraksi dengan pelarut air. Pada proses
infusdasi berlangsung, temperatur pelarut air harus mencapai suhu 90°C selama 15
menit. Rasio berat bahan dan air adalah 1 : 10, artinya jika berat bahan 100 gr maka
volume air sebagai bahan pelarut adalah 1000 mL (Sujatmiko, 2014).

4) Digesti

Digesti merupakan metode esktraksi yang dilakukan pada suhu 40-50°C.
Proses ini dilakukan dengan menempatkan sejumLah bahan pada wadah tertutup,
ditambah dengan pelarut dengan perbandingan kira-kira 1 : 7, atau setidaknya
semua sampel tercelup. Diamkan selama 1-6 hari pada suhu kamar dan terlindung

dari cahaya dengan sekali diaduk. Setelah itu, cairan dipisahkan, dibuang bagian



17

yang mengendap (Nudiasari et al, 2019). Pada saat proses perendaman senyawa
organic yang terkandung dalam sampel berdifusi melewati dinding sel untuk
melarutkan konstituen dalam sel dan juga memacu larutan dalam sel untuk berdifusi
keluar. Sistem yang digunakan dalam metode ini adalah sistem statis, kecuali saat
digojok, proses ekstraksiberjalan dengan difusi molekuler, sehingga proses ini
berlangsung secara perlahan. Setelah ekstraksi selesai, residu dari sampel harus
dipisahkan dengan pelarut dengan didekantir atau di saring (Nudiasari et al, 2019).
5) Dekokta

Dekokta merupakan proses ekstraksi yang mirip dengan proses infudasi,
perbedaannya adalah waktu pemanasan yang diperlukan lebih lama yaitu > 30
menit dan suhu pelarut sama dengan titik didih air (Dewi and Wuryandari, 2019).
Waktu 30 menit ini dihitung setelah suhu mencapai 90°C. Metode dekokta sudah
jarang digunakan karena selain proses penyaringan yang kurang sempurna dan juga
tidak dapat digunakan untuk mengekstraksi senyawa bersifat tremolabil (Dewi and
Wuryandari, 2019).
6) Refluks

Refluks merupakan proses ekstraksi dengan pelarut dengan titik didih pelarut
selama waktu dan jumLah pelarut tertentu dengan adanya pendingin balik
(kondensor). Proses ini umumnya dilakukan 3-5 kali pengulangan pada residu
pertama, sehingga termasuk proses ekstraksi yang cukup sempurna (li, 2019).
7) Sokletasi

Sokletasi merupakan proses ekstraksi panas menggunakan alat ekstraktor

soklet. Suhu yang digunakan lebih rendah dari suhu metode refluks (Marjoni,
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2016). Proses ekstraksi ini menggunakan pelarut yang selalu baru dan alat soklet
sehingga terjadi ekstraksi secara konstan dengan adanya pendingin balik. Teknik
ini dilakukan dengan cara menempatkan simplisia pada selongsong dengan
pembungkus kertas saring, lalu ditempatkan pada soklet yang telah dipasang labu
dibawahnya. Pelarut ditambahkan sebanyak 2 kali sirkulasi, kemudian dipasang
pendingin balik, dan pemanasan labu. Ekstraksi berlangsung minimal 3 jam iterval
sirkulasi sekitar 15 menit (Marjoni, 2016).
c. Ektraksi Non-Konvesional
Selain metode ekstraksi konvensional, terdapat metode lain yaitu ekstraksi
Non-Konvensional, metode ekstraksi Non-Konvensional sebagai berikut:
1) Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)
Ultrasonik adalah metode ekstraksi Non-Konvensional non termal yang dapat
mempersikat waktu laju transfer massa serta memecahkan dinding sel dengan
microcafity sehingga dapat mempersingkat proses pada saat ekstraksi serta
meningkatkan optimalitas penggunaan pelarut. Penetrasi cairan dan pelepasan
komponen sel mengalami peningkatan karena kontak antara ekstrak dan solven
dibantu dengan gelombang ultrasonic dimana pada gelombang tertentu, pada
gelombang suara lebih dari 20kHz, simplisia akan mengalami kondisi yang
disebut fragmentasi dan erosi dikarenakan pecahnya partikel simplisia menjadi
lebih kecil sehingga meningkatkan luas permukaan partikel sehingga terjadi
peningkatan penarikan zat zat penting dari simplisia yang digunakan (Sjahid,

2020).
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2) Microwave Assisted Extraction (MAE)

Microwave Assisted Extraction (MAE) adalah metode ektraksi Non-
Konvensional yang menggunakan suhu panas serta berinteraksi dengan
senyawa polar seperti air dan beberapa komponen organik dalam matriks
tumbuhan mengikuti konduksi ionik dan mekanisme rotasi dipol. Metode ini
menggunakan energi dari radiasi microwave untuk memanaskan pelarut
dengan cepat dan efisien. Teknologi ekstraksinya menggunakan aplikasi termal
berdasarkan efisiensi produksi panas (pemanasan selektif). Aplikasinya terdiri
dari ekstraksi senyawa bernilai tinggi dari sumber alami, nutraseutikal, bahan
pangan fungsional dan bahan aktif dari biomassa. Pada prosesnya terjadi
absorbsi gelombang microwave oleh bagian tanaman yang menyebabkan
pembengkakan dan pelepasan komponenkomponennya pada fase likuid.
Faktor yang perlu diperhatikan dalam menggunakan MAE yaitu pemilihan
jenis pelarut, pengaruh kontak luas area sampel dan efek temperatur terhadap
senyawa yang diekstrak (Handaratri and Yuniati, 2019).

2.3 Pelarut

Dalam tanaman terdapat berbagai macam senyawa bioaktif dengan sifat
kimia yang berbeda sehingga untuk mendapatkan senyawa satu dengan lainnya
dapat digunakan pelarut yang berbeda (Wahyuningtyas et al, 2017). Proses
ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam pelarut saat
ekstraksi. Senyawa polar hanya akan larut dalam pelarut polar seperti etanol,
metanol, butanol, dan air sedangkan senyawa non-polar juga hanya akan larut pada

pelarut non-polar seperti eter, kloroform dan n-heksan. Pelarut polar hampir dapat
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melarutkan semua jenis senyawa kimia (Sa’adah and Nurhasnawati, 2017),
sedangkan pelarut semi polar mampu menarik senyawa termasuk likopen , b-
karoten, vitamin C, fenol, terpenoid, alkaloid, aglikon, dan glikosida (Fareta
Febriana, 2019). Pelarut yang biasa digunakan untuk ekstraksi komponen zat aktif
yaitu Air, Etanol, Metanol, Kloroform dan Etil asetat (Fareta Febriana, 2019).
2.3.1 Natural Deep Eutectic Solvents (NADES)

Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) adalah pelarut yang menggunakan
suatu pelarut spesifik. Pelarut yang digunakan adalah suatu jenis pelarut baru
seperti lonic liquids (ILs). Pelarut ini cenderung ramah lingkungan serta
kelarutannya tinggi dan memiliki potensi luas serta kompatibel dengan tumbuhan
yang digunakan. Metode ekstraksi Natural Deep Eutefctic Solvent (NADES)
menggunakan kombinasi dua pelarut. Ketika kedua pelarut tersebut dicampur
dengan rasio yang tepat, maka akan timbul titik eutektik (Dewi et al, 2021).

Pada saat pelarut Natural Deep Eutectic Solvent (NADES), beberapa faktor
penting suatu pelarut seperti, titik leleh, viskositas, kepolaran, pH, dan densitas
akan di modifikasi sehingga pelarut yang digunakan lebih cocok dengan tanaman
yang akan digunakan sebagai ekstrak (Dewi et al, 2021).

Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) dapat dikelompokkan menurut
senyawa-senyawa penyusunnya. Kelompok Natural Deep Eutectic Solvents
(NADES) sebagai berikut:

a. Cairan ionik, terdiri dari asam-asam organik (asam sitrat, asam maleat, asam
laktat) dan senyawa basa diantaranya yaitu choline, chloride, betaine chloride

dan betaine
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b. NADES netral, tidak terdapat konstituen ionik, seperti campuran
polyalcohols (gliserol, glisin dan 1-2 propandiol)

c. NADES bersifat asam, terdiri dari senyawa netral, seperti glukosa, fruktosa,
sukrosa, maltosa, trehalose dan senyawa asam

d. NADES bersifat basa, terdiri dari senyawa netral dan senyawa basa

e. NADES bersifat amfoter, yaitu kombinasi dari asam amino (a-Proline,
pAlamine) dan gula polyalcohol, atau senyawa-senyawa asam Berikut daftar
kombinasi bahan dan rasio molar dalam pembuatan Natural Deep Eutectic
Solvents (NADES).

Daftar kombinasi rasio berdasarkan molaritas dalam pembuatan Natural Deep

Eutectic Solvents (NADES) (Ahmad and Prabowo, 2020), yaitu :

Tabel 2.1 Daftar Pembuatan NADES

No. Komponen 1 Komponen 2 Rasio mol
1. Kolin klorida Asam laktat 11

2. Kolin klorida Asam malonat 11

3. Kolin klorida Asam maleat 1:1;1:2
4, Kolin klorida Asam sitrat 1:1;2:1
5. Kolin klorida Asam akonitrik 1:1

6. Kolin klorida Gliserol 1:1;3:2
7. Kolin klorida Glikol 1:1

8. Kolin klorida D-sorbitol 3:1;5:2
9. Kolin klorida Maltosa 4:1

10. Kolin klorida Sukrosa 4:1;1:1

2.3.2 Klorin Klorida
Klorin Klorida atau 2-hydroxy-N,N,N trimethylethanaminium chloride
menurut nama IUPACnya merupakan pelarut gram ammonium yang sering

digunakan sebagai pembentuk NADES dikarenakan harganya yang murah. Kolin
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klorida dapat terurai hayati dan tidak beracun. Hal ini sesuai dengan prinsip
NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) yaitu ramah lingkungan dan murah.
Klorin klorida telah disetujui Council Directive 70/524/EEC8 sebagai aditif nutrisi
pada semua spesies (Dewi et al, 2021). Berdasarkan keuntungan karakteristik
klorin klorida masalah pemurnian dan pembuangan limbah dapat teratasi serta DES
yang berasal dari substansi tersebut merupakan biodegradable, biokompatible dan
tidak beracun (Dewi et al, 2021).
2.3.3 Asam Laktat

Pemilihan Hydrogen Bonding Donor (HBD) merupakan hal yang penting
dalam pembentukan DES dengan titik beku rendah. Asam laktat memiliki titik beku
16,2° C dimana titik beku tersebut cenderung rendah. Sintesis NADES merupakan
suatu pelarut yang murah serta terbuat dari bahan-bahan nabati yang mudah
didapat. Asam laktat pada dasarnya adalah suatu substansi yang sering dijumpai
pada susu sapi. Oleh karena itu perolehan zat ini sangat mudah serta dapat didaur
ulang. Zat yang digunakan merupakan zat yang kompatibel dengan makanan,
farmasi dan formulasi kosmetik termasuk salah satunya yaitu asam laktat (Dewi et
al, 2021).
2.4 Bakteri

Bakteri adalah makhluk yang bersel satu. Pada umumnya, bakteri tidak
memiliki Klorofil tetapi terdapat beberapa jenis bakteri yang berklorofil sehingga
proses reproduksinya dengan cara pembelahan diri. Bakteri merupakan makhluk
mikroskopik dengan ukuran yang sangat kecil. Bakteri menurut bentuknya

dibedakan menjadi tiga yaitu, basil, coccus, dan spiral. Bakteri dengan bentuk
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coccus memiliki ukuran rata-rata 1um. bakteri dengan bentuk basil memiliki
ukuran 0,3-1 pum, panjang 1,5-4 um namun tedapat bakteri dengan bentuk basil
dengan Panjang hingga 8um. bakteri dengan bentuk spiral mempunyai ukuran
sekitar 0,5-1 pm, panjang 2-5 um namun ada juga yang sampai 10um (Rollando,
2019).
2.4.1 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Bakteri
Bakteri membutuhkan beberapa hal untuk dapat bermetabolisme, melakukan

pembelahan sel dan tumbuh secara optimal pada lingkungan yang menyediakan
kebutuhan-kebutuhannya. Secara kimiawi bakteri terbentuk oleh unsur-unsur
polisakarida, protein, lipid, asam nukleat dan peptidoglikan (Miftahuddin, 2021).
1. Oksigen

Berdasarkan kebutuhan oksigen, bakteri dapat diklasifikasikan menjadi 4

kelompok (Miftahuddin, 2021)sebagai berikut:

o

Obligat aerob. Dapat tumbuh ketika terdapat oksigen

b.  Obligat anaerob. Dapat tumbuh jika tidak terdapat oksigen

c.  Microaerophilic. Dapat tumbuh dalam lingkungan dengan sedikit oksigen

d.  Fakultatif anaerob. Dapat tumbuh juka adanya oksigen menggunakan oksigen
untuk membentuk energi, jika tidak tersedia cukup oksigen menggunakan
jalur fermentasi 3

2. Tingkat Keasaman pH

Menurut (Miftahuddin, 2021) pH akan optimal pada pertumbuhan bakteri
yang berkisar antara pH 7,2 — 7,4. Suhu optimal dibutuhkan untuk kerja enzim

bakteri yang efektif meskipun bakteri dapat tumbuh pada rentang suhu yangsangat
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lebar. Kebutuhan pH dapat diklasifikasikan yaitu mikroorganisme asidofil (pH 1-
5,5), neotrofil (pH 5,5-8,0), alkalofil (pH 8,5-11,5) dan alkalofil ekstrim (pH > 10).
3. Suhu

Pada umumnya suhu bakteri dapat tumbuh optimal berdasarkan suhu tubuh
manusia. Tetapi, terdapat beberapa bakteri yang dapat tumbuh pada suhu ekstrim
misalnya pada suhu yang panas atau dingin (Yusmaniar et al., 2017).

Berdasarkan kemampuan tumbuh pada suhu lingkungan, bakteri dapat
diklasifikasikan sebagai berikut:
a.  Bakteri mesofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu 20-45°C
b.  Bakteri termofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu optimal 55-80°C
c.  Bakteri psikofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu dibawah 20°C
4. Nutrisi

Hidrogen, karbon, ion-ion anorganik seperti nitrogen, sulfur, fosfat,
magnesium, kalium dan nutrien organik seperti asam amino, karbohidrat, purin,
pirimidin, dan media pertumbuhan merupakan kebutuhan nutrisi bakteri. Media
termasuk campuran nutrien atau zat makanan yang dibutuhkan oleh
mikroorganisme untuk pertumbuhan. Media juga dapat dibutuhkan untuk isolasi
dan inokulasi mikroba (Yusmaniar et al., 2017).
2.5 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans adalah bakteri gram positif yang berbentuk bola

(coccus) yang memiliki dinding tebal dan tersusun atas peptidoglikan serta asam
teikokik. Peptidoglikan dan asam teikokik berfungsi untuk menjaga dinding sel agar

tidak terjadi lisis osmostik protoplasma sel. Dinding sel yang tersusun atas
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polisakarida dan berbentuk kapsul memberi kekuan pada dinding sel dimana
polisakarida tersebut tersusun atas glukosa dekstran.
2.5.1 Klasifikasi Streptococcus mutans

Klasifikasi ilmiah Streptococcus mutans adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas - Bacilli

Ordo . Lactobacillales
Famili : Streptococcaceae
Spesies : Streptococcus mutans

2.5.2 Morfologi Streptococcus mutans

Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif yang bersifat tidak
bergerak (nonmotil), bakteri ini berbentuk kokus tetapi dijumpai berdampingan
dengan bakteri sejenis lain sehingga tampak seperti garis panjang yang tersusun
atas lingkaran. Streptococcus mutans merupakan bakteri ), anaerob fakultatif yang
tumbuh secara optimal pada suhu sekitar 18°C-40°C (Alfayyad et al, 2021).

Streptococcus mutans dapat tumbuh dalam perbenihan padat sebagai koloni
diskoid dengan diameter 1-2 mm dan tumbuh baik pada pH 7,4-7,6. Secara umum,
bakteri ini tergolong dalam alfa atau gamma-hemolitik dan dapat tumbuh dalam
media yang padat dan membentuk koloni kecil berwarna putih (Abdullah, 2021).
Spesies Streptococcus mutans yang menjadi pemicu terjadinya karies gigi adalah

bakteri dominan Streptococci (Abdullah, 2021).
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Gambar 2.2 Streptococcus mutans di Bawah Mikroskop

dengan Pembesaran 1000x
Sumber : Rosdiana (2016)

Streptococcus mutans merupakan bakteri kokus berbentuk gram positif yang
biasanya ditemukan pada rongga mulut manusia dan merupakan penyumbang
utama kerusakan gigi (Andries et al, 2014). Streptococcus mutans mampu
memecah gula untuk dijadikan energi danmenghasilkan lingkungan asam yang
dapat menghambat proses mineralisasi struktur gigi, sehingga lapisan gigi menjadi
hancur. Beberapa karakteristik Streptococcus mutans yang dapat meningkatkan

sifat kariogeniknya adalah sebagai berikut:

a. Transpor Gula

Tinggi dan rendahnya afinitas sistem transpor sangat berpengaruh dalam
pengambilan substrat walau dibawah kondisi ekstrem. Contohnya yaitu pH rendah.
b. Produksi Asam

Jalannya proses glikolisis yang efesien dapat memproduksi nilai pH rendah
dalam plak gigi dengan cepat.
c. Asidurisitas (Ketahanan Pada Suasana Asam)

Sel memiliki komponen biokimia spesifik yang mampu bertahan atau tetap
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hidup, bermetabolisme dan tumbuh pada nilai pH yang rendah.
d. Produksi Polisakarida Ekstraseluler
(Extracellular Polysaccharide/EPS) EPS memperbesar matrik plak,
menggabungkan pelengkap sel dan dapat menempatkan produk fermentasi yang
bersifat asam.
e. Produksi Polisakarida Intraseluler
(Intracelluler Polysaccharide/IPS) Penggunaan IPS mampu melanjutkan
produksi asam tanpa adanya gula
2.6 Antibakteri
Antibakteri adalah suatu zat yang dapat menghambat bahkan membunuh
bakteri. Metode antibakteri dalam membunuh bakteri terdiri dari beberapa metode
seperti menghambat sintesis dinding sel, menghambat keutuhan permeabilitas
dinding sel bakteri, menghambat kerja enzim, dan menghambat sintesis asam
nukleat dan protein (Saroh, 2019).
Adapun klasifikasi kategori zona hambat antibakteri menurut Davis dan Stout
(1971) dalam (Ranasatri et al., 2021) dapat dilihat pada tabel berikut:

Tabel 2.2 Klasifikasi Kategori Zona Hambat Antibakteri

Daya Hambat Antibakteri Kategori Daya Hambat Antibakteri
>20 mm Sangat kuat

10-20 mm Kuat

5-10 mm Sedang

<5mm Lemah
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Berikut beberapa golongan senyawa aktif sebagai antibakteri, antara lain:
1. Flavonoid

Mekanisme kerja flavonoid berfungsi sebagai antibakteri dengan cara
membentuk senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu
keutuhan membran sel bakteri. Mekanisme kerjanya dengan cara mendenaturasi
protein sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki lagi (Saptowo
and Supriningrum, 2021).
2 Alkaloid

Senyawa alkaloid memiliki penghambatan dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
16 tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Saptowo
and Supriningrum, 2021).
3. Saponin

Saponin merupakan glikosida yang banyak diproduksi oleh tumbuhan, hewan
laut tingkat rendah dan beberapa bakteri. Dari segi kesehatan, saponin mempunyai
sifat antioksidan, antiinflamasi, antijamur, penyembuhan luka dan antibakteri
(Patel, 2019).
4. Tanin

Tanin memiliki aktivitas antibakteri, secara garis besar mekanisme yang
diperkirakan adalah toksisitas tanin dapat merusak membran sel bakteri, senyawa
astringent tanin dapat menginduksi pembentukan kompleks ikatan tanin terhadap

ion logam yang dapat menambah daya toksisitas tanin. Mekanisme kerja tanin
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diguga dapat mengekrutkan dinding sel atau membran sel sehingga mengganggu
permeabilitas sel itu sendiri (Patel, 2019).
2.6.1 Metode Pengukuran Aktivitas Antibakteri

Penentuan kepekaan bakteri terhadap antibakteri dapat dilakukan dengan
salah satu dari dua metode pokok yaitu difusi dan dilusi. Metode standar sangat
penting untuk untuk mengendalikan semua faktor yang mempengaruhi aktivitas
antibakteri dengan menggunakan bakteri standar dan obat pembanding yang sudah
diketahui.

Berikut jenis metode yang dapat dipergunakan untuk mengukur potensi
antibiotik lain dalam sampel atau kepekaan mikrobia, yaitu:
a.  Metode Difusi
1. Difusi Cakram

Metode difusi cakram adalah metode sebagai penentuan aktivitas agen
antibakteri menggunakan kertas cakram dengan diameter 6 £ mm mengandung
senyawa uji yang diletakkan pada permukaan agar yang telah ditanami bakteri uji.
Senyawa uji akan berdifusi membentuk zona hambat(Fitriana et al, 2020). Metode
ini dipengaruhi oleh beberapa faktor fisik dan kimia Hasil dari pengamatan metode
ini diperoleh ada atau tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas
cakram yang menunjukkan zona hambat pertumbuhan bakteri.
2. Difusi Sumuran

Metode sumuran adalah metode yang dilakukan dengan membuat lubang
tegak lurus pada agar yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. JumLah dan letak

lubang disesuaikan, kemudian lubang diisi dengan sampel yang akan diuji. Setelah
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proses inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah
hambat disekeliling lubang (Fitriana et al, 2020).
3. Cara Parit (ditch)

Metode ini dilakukan dengan menempatkan zat antibakteri pada alur yang
dibuat dengan memotong media agar dalam cawan petri pada bagian yang
mengandung agen bakteri. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24
jam. Hasil pengamatan yang diberikan pada metode ini yaitu dengan melihat ada
tidaknya zona hambat yang akan terbentuk di sekitar parit (Budiarti, 2020).

b.  Metode Dilusi
1.  Metode Dilusi Cair

Metode uji pengenceran cair (pengenceran serial) yaitu mengukur KHM
(konsentrasi minimum atau kadar bunuh minimum, KBM). Metode yang digunakan
terdiri dari pembuatan serangkaian pengenceran agen bakteri dalam media cair
yang ditambahkan keorganisme uji. Kemudian, KHM ditumbuhkan dalam media
cair tanpa penambahan mikroorganisme uji atau agen antibakteri dan diinkubasi
selama 18-24 jam. Medium cair yang terlihat jelas setelah diinkubasidisebut
KBM (Sidharta et al., 2021).

2. Metode Dilusi Padat

Metode dilusi padat adalah metode untuk menentukan konsentrasi minimum

dari zat antibakteri. Kelebihannya adalah dapat menguji beberapa bakteri uji

dengan satu konsentrasi agen antibakteri (Sidharta et al., 2021).



BAB 3 KERANGKA KONSEP

3.1 Kerangka Konsep
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Uji Aktivitas Antibakteri Biji Kopi (Coffea
canephora) Terhadap Streptococcus mutans
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3.2 Hipotesis Penelitian

Hipotesis berasal dari kata Hypo yang berarti dibawah dan thesis yang artinya
kaidah. Sehingga hipotesis merupakan anggapan sementara terhadap hasil
penelitian yang harus dibuktikan kebenarannya dengan menggunakan analisis yang
sesuai (Sani K., 2018).
Ho : Tidak ada aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic
Solvents) biji kopi robusta (Coffea canephora) yang diekstraksi dengan metode
UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) terhadap Streptococcus mutans.
Ha : Ada aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents)
biji kopi robusta (Coffea canephora) yang diekstraksi dengan metode UAE

(Ultrasonic Assisted Extraction) terhadap Streptococcus mutans.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini  merupakan penelitian  eksperimental laboratorium
menggunakan metode ekstraksi Ultrasonic Assisted Extraction dengan pelarut
NADES kombinasi kolin klorida dan asam laktat. Metode hambatan yang
digunakan pada penilitian ini adalah metode difusi cakram. Desain penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak biji kopi (Coffea
canephora) terhadap Streptococcus mutans.
4.2 Populasi Dan Sampel
4.2.1 Populasi Penelitian

Populasi merupakan keseluruhan total dari objek yang akan menjadi bahan
penelitian sesuai dengan karakteristik yang diingkan dalam penelitian (Sani K.,

2018). Populasi dalam penelitian ini menggunakan biji kopi (Coffea canephora)

yang didapatkan dari Puslit Koka (Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia)
Kabupaten Jember, Provinsi Jawa Timur, Indonesia.
4.2.2 Sampel Penelitian

Sampel adalah bagian yang dapat mewakili populasi untuk dijadikan sebagai
objek dari penelitian . Sampel dalam penelitian ini adalah ekstrak biji kopi (Coffea
canephora) dengan menggunakan pelarut NADES Cholin cloride (ChCI) dan asam
laktat.
4.3 Variabel Penelitian

Variabel penelitian adalah poin-poin yang akan menjadi karakteristik suatu

penelitian (Sani K, 2018).
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4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang memberikan pengaruh atau faktor
yang menyebabkan variabel dependan menjadi berubah (Sani K, 2018). Variabel
bebas pada penelitian ini adalah ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents)

biji kopi (Coffea canephora) dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted

Extraction).
4.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel akibat dari adanya variabel bebas (Sani
K, 2018). Variabel terikat pada penelitian ini adalah kandungan senyawa kimia
ekstrak dan aktivitas antibakteri ektrak NADES biji kopi robusta (Natural Deep
Eutectic Solvents).
4.4 Tempat Penelitian

Tempat penelitian adalah keterangan tempat peneliti melakukan
penelitiannya sesuai dengan tujuan dan desain penelitian yang digunakan (Sani K,
2018). Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas dr. Soebandi
Jember.
4.5 Waktu Penelitian

Waktu penelitian adalah lama waktu yang dibutuhkan peneliti untuk dapat
menyelesaikan penelitian dari mulai penyusunan proposal hingga akhir penelitian
(Sani K, 2018). Waktu penelitian yang akan dilaksanakan oleh peneliti dalam
rentang waktu bulan Oktober 2022 — November 2022
4.6 Definisi Operasional

Definisi operasional merupakan batasan ruang lingkup variabel yang akan



menjadi bahan penelitian (Sani K, 2018).

Tabel 4.1 Definisi Operasional
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No Variabel Definisi Alat Cara Ukur Hasil Ukur Skala
Ukur Data
1 Kandungan Hasil dari uji Tabung penambahan Terbentuknya Nominal
senyawa Kimia kandungan reaksi pereaksi warna atau
senyawa metabolit dan pipet reagen sesuai endapan pada
sekunder berupa tetes senyawa yang setiap uji
alkaloid, tanin, akan diuji kandungan
flavonoid, senyawa kimia
saponin, dan ekstrak biji kopi
polifenol robusta
2 Aktivitas Zona hambat  Jangka Mengukur Diameter zona Rasio
antibakteri yang diukur  sorong diameter zona hambat (mm)
Streptococcus dari daerah hambat pada
mutans sekeliling kertas area yang jernih

cakram yang tidak
ditemukan adanya
pertumbuhan
bakteri

disekitar kertas
cakram

4.7 Teknik Pengumpulan Data

4.7.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman kopi robusta dilakukan di Politeknik Negri Jember

untuk memastikan bahwa biji kopi robusta yang akan diuji merupakan spesies

(Coffea canephora).

4.7.2 Pembuatan Serbuk Simplisia Biji Kopi (Coffea canephora)

Sebanyak 500 gram kopi robusta dibersihkan dari kotoran, kemudian dicuci

menggunakan air mengalir sampai bersih, lalu ditiriskan kemudian di sangrai

hingga kering dan tidak ada air yang tersisa. Sampel yang sudah kering kemudian

dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Serbuk yang dihasilkan

kemudian diayak menggunakan ayakan sehingga didapat hasil serbuk halus dan
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seragam, kemudian hasil ayakan dimasukkan ke dalam wadah gelas tertutup
(Ranasatri et al., 2021).
4.7.3 Pembuatan Ekstrak Biji Kopi (Coffea canephora)
a. Preparasi Pelarut NADES
Komponen NADES sebagai pelarut ditimbang dengan perbandingan 1 mol
kolin klorida (139,62 g) dan 1 mol asam laktat (90,078 g) dengan masing-masing
konsentrasi rasio 1:1:18 Kedua bahan dilebur pada suhu 70-80°C ke dalam
erlenmeyer, lalu dilakukan pengadukan dengan menggunakan hotplate stirrer pada
suhu 80°C pada kecepatan 350 rpm. Pemanasan dilakukan sampai diperoleh larutan
yang stabil yang ditandai dengan campuran tetap bening, tidak mengendap,
mengkristal atau berubah warna (Dewi, Zahrina and Yelmida, 2021).
b. Proses Ekstraksi NADES Biji Kopi Robusta Dengan Metode UAE
Ditimbang 15 gram serbuk biji kopi robusta (Coffea canephora)
menggunakan timbangan analitik, kemudian dimasukkan kedalam elemeyer.
Selanjutnya ditambahkan 150 mL pelarut NADES kolin klorida : asam laktat,
kemudian diekstraksi menggunakan waktu 20 menit dengan menggunakan
ultrasonic bath dalam frekuensi 37 kHz. Kemudian hasil ekstraksi disentrifus
selama 20 menit dengan suhu 25°C pada 4500 rpm. Setelah proses sentrifus
dilakukan proses filtrasi atau juga disebut dengan penyaringan untuk memisahkan
filtrat dan ampas. Penyaringan dilakukan dengan cara disaring dengan
menggunakan kertas whatman No. 1 kemudian dicatat volume hasil ekstraksi dan

filtratnya disimpan pada suhu 20°C sampai digunakan.
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4.7.4 Skrining Fitokimia

1. Identifikasi Flavonoid

1 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan HCI pekat lalu dipanaskan dengan waktu 15 menit di atas
penangas air. Apabila terbentuk warna merah atau kuning berarti positif
flavonoid (Ranasatri et al., 2021).
2. ldentifikasi Saponin

1 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditambahkan
10 mL air panas, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik.
Positif mengandung saponin jika terbentuk buih setinggi 1-10 cm tidak
kurang dari 10 menit dan pada penambahan 1 tetes HCI 2 N, buih tidak hilang
(Ranasatri et al., 2021).
3. Identifikasi Alkaloid

2 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditetesi dengan
5 mL HCI 2 N dipanaskan kemudian didinginkan lalu dibagi dalam 3 tabung
reaksi, masing-masing 1 mL. Tiap tabung ditambahkan dengan masing-
masing pereaksi. Pada penambahan pereaksi Mayer, positif mengandung
alkaloid jika membentuk endapan putih atau kuning. Pada penambahan
pereaksi Wagner, positif mengandung alkaloid jika terbentuk endapan coklat.
Pada penambahan pereaksi Dragendrof, mengandung alkaloid jika terbentuk

endapan jingga (Muthmainnah, 2019).
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4. ldentifikasi Tanin
1 gram ekstrak dimasukkan kedalam tabung reaksi ditambahkan 10 mL air
panas kemudian dididihkan selama 5 menit kemudian filtratnya ditambahkan
FeClz 3-4 tetes, menunjukkan hasil positif mengandung senyawa tanin, hal
ini ditandai dengan warna hijau kehitaman (Muthmainnah, 2019).
5. ldentifikasi Terpenoid
2 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan dengan 2 mL etil asetat dan dikocok. Lapisan etil asetat diambil
lalu ditetesi pada plat tetes dibiarkan sampai kering. Setelah kering,
ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat.
Apabila terbentuk warna merah atau kuning berarti positif terpenoid
(Muthmainnah, 2019).
4.7.5 Pembuatan Media
Sebelum melakukan proses pembuatan media dan pengujian aktivitas
antibakteri alat-alat gelas yang memiliki presisi dan media pertumbuhan bakteri
dalam pengujian disterilkan terlebih dahulu di dalam autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit. Sedangkan kawat ose dan pinset menggunakan api bunsen
(Ranasatri et al., 2021).
a. Pembuatan Media Agar Miring Nutrient Agar (NA)
Nutrient Agar (NA) sebanyak 0,41 gram dilarutkan dalam 20 mL akuades
menggunakan erlenmeyer. Kemudian di homogenkan dengan stirrer di atas
penangas air sampai mendidih. Kemudian dituangkan masing-masing pada 3

tabung reaksi steril dan ditutup dengan aluminium foil. Media tersebut disterilkan
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menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, kemudian dibiarkan pada
suhu ruangan selama = 30 menit sampai media memadat pada kemiringan 30°.
Media Agar miring digunakan untuk inokulasi bakteri (Ranasatri et al., 2021).
b. Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)
Ditimbang sebanyak 6,8 gram Mueller Hinton Agar (MHA) dilarutkan dalam
200 mL akuades menggunakan erlenmeyer. Kemudian dihomogenkan dengan
stirrer di atas penangas air sampai mendidih. Media yang sudah homogen
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Media MHA dituang
ke dalam cawan petri sebanyak 25 mL (Ranasatri et al., 2021).
4.7.6 Pembiakan Bakteri Streptococcus mutans
Bakteri Diambil menggunakan kawat ose steril, lalu ditanamkan pada
media agar miring dengan cara menggores pada bagian agar. Selanjutnya diinkubasi
selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 37°C (Ranasatri et al., 2021).
4.7.7 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Bakteri uji yang telah diinokulasi diambil menggunakan kawat ose steril lalu
disuspensikan ke dalam tabung yang berisi larutan NaCl 0,9% hingga diperoleh
kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan 0,5 Mc. Farland. Pembuatan
standar kekeruhan 0,5 Mc. Farland dibuat dari campuran H>SO4 1% sebanyak 9,95
mL dan larutan BaCl, 1% sebanyak 0,05 mL. Kemudian dikocok sampai terbentuk
larutan yang keruh (Ranasatri et al., 2021).
4.7.8 Pembuatan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif
Kontrol negatif yang digunakan adalah pelarut NADES yaitu campuran kolin

klorida dan asam laktat. Kontrol positif yang digunakan sebagai pembanding yaitu
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antibakteri klorheksidin dimana hal ini mengacu pada penelitian yang dilakukan
olen (Mahmudah and Atun, 2017) dapat mencegah timbulnya plak dan karies
karena memiliki kemampuan bakterisid dan bakteriostatik terhadap bakteri rongga
mulut termasuk Streptococcus mutans.
4.7.9 Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Cakram
Metode uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram
menggunakan media Mueller Hinton Agar (MHA) pada cawan petri dan kertas
cakram (paper disc) berdiameter 6 mm. Sebelum bakteri ditanam pada media
Mueller Hinton Agar (MHA), bagian depan cawan petri dibagi menjadi tiga bagian
yang terdiri dari ekstrak NADES biji kopi, kontrol positif dan kontrol negatif.
Suspensi bakteri uji dari media larutan NaCl 0,9% dipipet sebanyak 100 uL
dimasukkan ke dalam cawan petri media Mueller Hinton Agar (MHA), Kemudian
cawan petri diputar secara perlahan untuk menyebarkan biakan bakteri secara
merata. Lalu 4 buah kertas cakram (paper disc) dalam masing-masing perlakuan
ekstrak NADES biji kopi konsentrasi 50% dan 100%, pemilihan konsentrasi
tersebut dilakukan agar diketahui perbedaan aktivitas sehingga dapat ditemukan
konsentrasi efektif yang dapat memunculkan aktivitas antibakteri. Perlakukan lain
berupa kontrol positif dan kontrol negative. Kertas cakram lalu diletakkan pada
permukaan media tanam yaitu Mueller Hinton Agar (MHA). Lalu media diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam.
4.8 Teknik Analisa Data
4.8.1 Pengolahan Data

Pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan memLalui perhitungan diameter
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zona hambat pada media agar yaitu zona bening pada daerah sekeliling kertas
cakram (paper disc) terhadap bakteri Streptococcus mutans dengan mengggunakan
jangka sorong dalam satuan mm.
4.8.2 Analisa Data

Data yang sudah diperoleh selanjutnya dianalisis statistik menggunakan
aplikasi SPSS yaitu uji One Way ANOVA untuk mengetahui seberapa besar daya
hambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans terhadap ekstrak biji kopi
robusta (Coffea Canephora), kemudian kandungan senyawa kimia dianalisis

menggunakan analisis deskriptif.



BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Determinasi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora)

Determinasi tanaman adalah suatu proses tahap awal yang menentukan nama
jenis tumbuhan secara spesifik. Berdasarkan hasil determinasi yang dilakukan di
Politeknik Negeri Jember dapat diperoleh kepastian bahwa yang digunakan dalam
peneltian ini adalah kopi robusta (Coffea canephora) dengan surat identifikasi yang

dilihat pada lampiran 1.

5.2 Ekstraksi Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) .

Serbuk simplisia biji kopi robusta (Coffea canephora) yang ditimbang
sebanyak 15 gram, Diperoleh hasil ekstraksi sebanyak 100 mL dengan karakter
warna coklat kekuningan.

5.3 Hasil Uji Skrining Fitokimia Biji Kopi Robusta (Coffea canephora)

Uji skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder yang terdapat pada biji kopi robusta. Hasil skrining fitokimia yang sudah
dilakukan dapat dilihat pada tabel 5.1

Tabel 5.1 Hasil Uji Skrining Fitokimia

Golongan Pereaksi Teori Hasil Keterangan
Senyawa
Jika terdapat merah Terbentuk
Flavonoid HCI Pekat atau kuning (Ranasatri ~ warna merah +
etal., 2021) kekuningan
Air panas dan  Jika terdapat buih Terbentuk buih
Saponin kocok kuat (Ranasatri et al., 2021) +
HCL 2N + Jika terdapat endapan Terdapat
Alkaloid Dragendrof warna jingga endapan warna +
(Muthmainnah, 2019) jingga
Jika terdapat warna Terdapat warna
Tanin FeCls hijau kehitaman hijau kehitaman +

(Muthmainnah, 2019)
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Terpenoid Etil asetat + Jika terdapat warna Terdapat warna
Asam anhidrat  merah atau kuning merah atau
+ Asam sulfat (Muthmainnah, 2019) kuning

Keterangan : (+) Mengandung senyawa kimia pada ekstrak biji kopi robusta
(-) Tidak mengandung senyawa kimia pada ekstrak biji Kopi robusta

5.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Pada uji standar Mc Farland 0,5, hasil absorbansi yang diperoleh yaitu
0,091 dan untuk uji kekeruhan suspensi bakteri nilai yang didapat adalah 0,091.
Hasil ini dapat dilihat pada lampiran 4. Hasil uji aktivitas antibakteri yang sudah
dilakukan dapat dilihat pada tabel 5.2

Tabel 5.2 Hasil Uji Antibakteri Biji Kopi Robusta (Coffea canephora)
Diameter Zona Hambat (mm)
Konsentrasi ekstrak Biji

Kopi Robusta (Coffea Kontrol
Bakteri Uji Replikasi canephora)

50% 100% K* K
1 9,82 13,78 23,05 0
2 12,85 14,78 24,90 0
Streptococcus 3 7,69 13,93 26,23 0
mutans 4 5,24 13,15 25,03 0
5 5,69 11,94 23,70 0
6 5,80 9,08 23,35 0
Rata-rata+SD 7,84+2,98 12,7742,04  24,37+1,21 0

Keterangan : K+ = Kontrol positif (klorheksidin)
K- = Kontrol negatif (Larutan NADES)
Hasil aktivitas antibakteri yang didapat kemudian dibandingkan masing-
masing konsentrasi sehingga diketahui konsentransi efektif yang dapat
memunculkan aktivitas antibakteri. Berikut data perbandingan aktivitas antibakteri

dalam skala milimeter.
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B Aktivitas Antibakteri

Gambar 5.1 Perbandingan Rata-Rata Aktivitas Antibakteri

Hasil pengujian antibakteri ekstrak NADES biji kopi robusta konsentrasi
50% memiliki hasil rata-rata diameter zona hambat sebesar 7,84 mm. kosentrasi
ekstrak 100% memiliki hasil rata-rata diameter zona hambat lebih besar yaitu
sebesar 12,77 mm. Aktivitas ekstrak NADES biji kopi robusta dalam menghambat
bakteri masuk dalam kategori sedang pada konsentrasi 50% dan kuat pada
konsentrasi 100%, sedangkan untuk kontrol positif memiliki kategori sangat kuat.
Setelah dilakukan perbandingan hasil aktivitas antibakteri kemudian di uji statistik
one way ANOVA menggunakan program perangkat lunak SPSS versi 2.5. Sebelum
dilakukan uji one way ANOVA data yang didapat diuji homogenitas serta
normalitasnya untuk mengetahui distribusi data tersebut. Data hasil uji normalitas
menunjukkan hasil baik dengan nilai signifikasi P=0,670, sedangkan data hasil uji

homogenitas mendapat hasil yang baik pula dengan nilai signifikasi P=0,76. Data
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hasil uji didapat dapat dikatakan baik apabila nilai signifikasi dari uji normalitas
melebihi 0,05 dan hasil uji homogenitas dengan nilai signifikasi p kurang dari 0,05.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa data hasil uji antibakteri biji kopi robusta
terdistribusi secara normal dan homogen.

Setelah dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas data kemudian di uji
one way ANOVA. Hasil Analisa data aktivitas antibakteri biji kopi robusta mendapat
nilai p 0,000. Nilai uji one way ANOVA dapat dikatakan baik apabila nilai p yanf
didapat kurang dari 0,05.

Dari data yang didapat dapat disimpulkan bahwa data aktivitas antibakteri
memiliki perbedaan secara signifikan diantara kelompok uji. Hal tersebut
menandakan bahwa Ha diterima sehingga dapat dikatakan bahwa ekstrak NADES
biji kopi robusta dengan konsentrasi berbeda dapat memberikan perbedaan yang

signifikan dalam menghambat bakteri Streptococcus mutans.



BAB 6 PEMBAHASAN

6.1 Kandungan Senyawa Kimia Ekstrak NADES Biji Kopi Robusta

Pada penelitian ini, metode ekstraksi yang digunakan adalah metode
Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) dimana metode tersebut merupakan metode
ekstraksi non-konvensional yang memiliki prinsip kerja dengan cara memberikan
getaran ultrasonik 37 kHz pada simplisia yang akan diekstrak. Pelarut yang
digunakan merupakan campuran dari kolin klorida dan asam laktat dengan
perbandingan rasio mol yaitu 1:1. Ekstrak NADES biji kopi robusta yang didapat
yaitu sebanyak 100 mL. Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan uji kandungan
senyawa kimia dengan cara mereaksikan dengan berbagai macam reagen sesuai
dengan kandungan senyawa kimia yang akan diujikan pada ekstrak. Hasil pengujian
kandungan senyawa kimia pada ekstrak NADES biji kopi robusta positif
mengandung flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, dan terpenoid.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Arauzo, et al (2020) tentang
peningkatan pemulihan senyawa fenolik dari ampas kopi bekas dengan
menggunakan delignifikasi hidrotermal dengan bantuan Ultrasonic Assisted
Extraction. Pada penelitian tersebut dilakukan pengekstrakan ampas kopi yang
diperoleh kantin Universitas Hohenheim, Jerman. Pada penelitian tersebut, biji kopi
yang digunakan terlebih dahulu disangrai pada berbagai macam suhu lalu diekstrak
dengan bantuan ultrasonik. Ekstrak yang didapat di uji kandungan fenolik dengan
total kandungan fenol sebanyak 20,3mg GAE/mg. Penelitian lain yang dilakukan
oleh Ldpez-Linares, et al (2020) tentang ekstraksi biji kopi dengan penggunaan

kombinasi pelarut NADES berupa Klorin Klorida (ChCI) dan asam laktat. Pada

46



47

penelitian tersebut terdapat beberapa kandungan yang diujikan termasuk flavonoid
dan polifenol. Kombinasi pelarut NADES Kklorin klorida dengan asam laktat
diketahui mampu menarik kandungan senyawa kimia fenol sebanyak 1,7mg GA/g.

Ultrasonic assisted Extraction (UAE) diketahui dapat menarik kandungan
senyawa kimia dari ekstrak dengan cara memberikan getaran ultrasonik lebih dari
20 kHz. Pada gelombang tersebut, kopi dalam pelarut mengalami fragmentasi
dimana partikel kopi akan pecah menjadi bagian yang lebih kecil sehingga luas
permukaan akan meningkat menyebabkan penarikan senyawa kandungan kimia
menjadi lebih baik. Pelarut NADES dapat disebut juga sebagai pelarut hijau karena
sifat dari pelarut tersebut yang ramah lingkungan dan mudah untuk didaur ulang.
NADES dapat dimodifikasi sesuai dengan kebutuhan terkait sampel yang akan
diekstraksi. Kombinasi Kklorin klorida dan asam laktat diketahui mampu dengan
baik menarik kandungan senyawa kimia dari biji kopi robusta diliat dari beberapa
penelitian yang telah dilakukan meskipun terdapat perbedaan pada rasio atau cara
pemrosesan biji kopi yang digunakan. Hasil baik tersebut diketahui mungkin terjadi
karena viskositas atau kepolaran yang cocok untuk digunakan untuk ekstraksi biji
kopi. Pengkombinasian pelarut NADES kombinasi klorin klorida dan asam laktat
dengan teknik ekstraksi Ultrasonic assisted Extraction (UAE) juga merupakan
pilihan yang tepat dilihat dari mekanisme kerja dari proses ekstraksi tersebut.
Pengujian kandungan senyawa kimia ekstrak NADES biji kopi robusta positif
mengandung flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, dan terpenoid. Hasil positif dalam
pengujian tersebut menandakan bahwa ekstrak NADES kombinasi klorin Klorida

dan asam laktat dapat dengan baik menarik kandungan senyawa kimia dari biji kopi.
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6.2 Uji aktivitas antibakteri ekstrak NADES Biji Kopi Robusta Terhadap

Streptococcus mutans

Pada penelitian ini, dilakukan uji aktivitas antibakteri dari biji kopi robusta
yang diekstraksi menggunakan teknik Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)
dengan pelarut NADES kombinasi klorin klorida dengan asam laktat. Pengujian
aktivitas antibakteri menggunakan metode kertas cakram dengan media Mueller
Hinton Agar (MHA). Pengujian kelompok dilakukan dengan cara
mengkonsentrasikan kertas cakram melalui pencelupan kertas cakram terhadap
perlakuan yang akan diujikan. Replikasi pada penelitian ini dilakukan sebanyak 6
kali dengan cara menghitung sesuai dengan rumus perhitungan replikasi pada
penelitian ini. Hasil aktivitas antibakteri ekstrak NADES biji kopi robusta dengan
dua macam konsentrasi mendapat hasil yang berbeda dengan konsentrasi 50%
masuk dalam kategori aktivitas antibakteri sedang dengan rata-rata diameter zona
hambat sebesar 7,84mm dan pada konsentrasi 100% masuk dalam dalam kategori
aktivitas antibakteri kuat dengan rata-rata diameter zona hambar sebesar 12,77mm.
Kontrol positif dalam penelitian ini menggunakan klorheksidin dengan zona
hambat rata-rata sebesar 24,37mm (sangat kuat). Kontrol negatif yang digunakan
berupa pelarut NADES kombinasi klorin klorida dan asam laktat yang tidak dapat
memunculkan zona hambat karena tidak terdapat kandungan senyawa biji kopi
robusta yang dapat memunculkan aktivitas antibakteri.

Penelitian yang dilakukan oleh Suhayat, et al (2015) tentang perbedaan
aktivitas antibakteri biji kopi robusta sebelum dan sesudah dipanggang terhadap

pertumbuhan beberapa macam bakteri salah satunya Streptococcus mutans. Hasil
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pada penelitian tersebut membuktikan bahwa ekstrak biji kopi robusta dapat
memunculkan aktivitas antibakteri. Hasil diameter zona hambat pada penelitian
tersebut dari konsentrasi terkecil yaitu 10% hingga 80% adalah 0,5477mm hingga
2,5552mm. Penelitian yang dilakukan oleh Fauzi, et al (2022) tentang aktivitas
antibakteri ekstrak biji kopi robusta terhadap bakteri Streptococcus pyogens
mendapat hasil aktivitas antibakteri yang meningkat seiring dengan bertambahnya
konsentrasi biji kopi robusta yang digunakan. Zona hambat dari ekstrak biji kopi
robusta dari konsentrasi terkecil yaitu 25% hingga 100% berkisar antara 7,93mm
hingga 15,75mm. terdapat perbedaan terhadap bakteri yang digunakan dimana pada
penelitian yang dilakukan bakteri yang digunakan adalah bakteri Streptococcus
mutans sedangkan pada jurnal terkait adalah Streptococcus pyogens. Perbedaan
juga terdapat pada penggunaan metode ekstraksi dimana pada penelitian terkait
metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi.

Terdapat beberapa perbedaan dari penelitian pembanding dengan penelitian
yang dilakukan seperti perbedaan metode ekstraksi dan pelarut yang digunakan.
Pada penelitian pembanding diatas, metode ekstraksi yang digunakan adalah
maserasi dengan pelarut etanol 70%. Selain itu, pada peneltian pembanding tidak
dilakukan standarisasi kultur bakteri yang akan diujikan. Terdapat penelitian
pembanding kedua dimana dilakukan pengujian aktivitas antibakteri biji kopi
robusta terhadap bakteri Streptococcus mutans. Pada penelitian tersebut pelarut
yang digunakan adalah etanol 94% dengan menggunakan maserasi sebagai metode
ekstraksi. Hasil zona hambat rata-rata pada konsentrasi 100% biji kopi robusta

adalah 10.33 mm. Perbedaan zona hambat pada ketiga penelitian pembanding
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dengan penelitian ini cenderung besar, hal tersebut dapat dimungkinkan karena
penggunaan metode ekstraksi Ultrasionic Assisted Extraction (UAE) dengan
pelarut Klorin klorida dan asam laktat dapat lebih baik menarik kandungan senyawa
kimia dari biji kopi melalui fragmentasi yang terjadi pada saat proses ekstraksi dan
komponen pelarut NADES yang cenderung mendukung penarikan kandungan
senyawa kimia pada biji kopi melalui sifat-sifat yang terdapat dalam pelarut
tersebut. Biji kopi robusta diketahui memiliki aktivitas antibakteri melalui
kandungan senyawa kimia yang terdapat didalamnya. beberapa kandungan
senyawa kimia yang dapat memunculkan aktivitas antibakteri adalah alkaloid,
flavonoid, dan terpenoid. Gugus basa dalam alkaloid akan bereaksi dengan senyawa
asam amino pada bakteri yang berperan penting dalam menyusun dinding sel dan
DNA bakteri yang merupakan penyusun utama sel. Reaksi tersebut pada akhirnya
akan menyebabkan bakteri rusak sehingga terjadi lisis

6.3 Konsentrasi Efektif Ekstrak Biji Kopi Robusta Menggunakan Pelarut

NADES yang Dapat Menghambat Pertumbuhan Bakteri Streptococcus

mutans.

Hasil aktivitas antibakteri biji kopi robusta dengan menggunakan pelarut
NADES klorin klorida dan asam laktat pada penelitian ini berkisar antara 5,24mm
hingga 14,78mm. terdapat peningkatan diameter zona hambat yang dihasilkan dari
kosentrasi ekstrak 50% hingga konsentrasi ekstrak 100%. Peningkatan tersebut
dapat dikatakan signifikan karena kenaikan zona hambat yang dihasilkan 3 kali

lebih luas apabila dibandingkan dengan zona hambat terkecil pada penelitian ini.
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Peningkatan zona hambat juga terjadi pada penelitian ini dikarenakan
peningkatan konsentrasi dari 50% ke konsentrasi 100%. Peningkatan konsentrasi
tersebut memungkinkan terjadinya peningkatan kandungan senyawa kimia yang
dapat memunculkan aktivitas antibakteri seperti senyawa fenol berupa flavonoid
dan beberapa kandungan senyawa lain pada ekstrak yang digunakan. Peningkatan
konsentrasi sebanyak 2x lipat tersebut menyebabkan peningkatan zona hambat rata-
rata dari 7,84mm dari konsentrasi 50% hingga 12,77mm dari konsentrasi ekstrak
biji kopi 100%. Peningkatan zona hambat juga dapat dilihat dari hasil uji statistik
one way ANOVA dengan nilai signifikasi p= 0,000 yang menandakan bahwa
perbedaan zona hambat yang dihasilkan signifikan. Pada penelitian yang dilakukan
oleh Murtafiah (2012) juga terdapat peningkatan luas zona hambat seiring dengan
bertambahnya konsentrasi biji kopi yang diberikan terhadap pertumbuhan

Streptococcus mutans.



BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dalam penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1.

Ekstrak NADES biji kopi robusta memiliki kandungan senyawa kimia berupa
flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, dan terpenoid melalui hasil uji kandungan
senyawa kimia yang dilakukan.

Ekstrak NADES biji kopi robusta memiliki aktivitas antibakteri dan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans melalui zona
hambat yang dihasilkan.

Konsentrasi ekstrak NADES biji kopi robusta yang efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans adalah 100%

dengan rata-rata zona hambat yang dihasilkan yaitu 12,77mm

7.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disarankan beberapa hal yaitu :

1.

Perlu dilakukan uji kadar secara kuantitatif terhadap kandungan senyawa
kimia ekstrak NADES biji kopi robusta dengan metode UAE untuk
mengetahui kandungan senyawa kimia yang lebih spesifik terhadap
kandungan ekstrak NADES biji kopi robusta.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang ekstrak NADES biji kopi
robusta terhadap Streptococcus mutans dengan varian konsentrasi, metode

ekstraksi dan metode uji aktivitas antibekteri lainnya.
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Lampiran 2 Mc Farland

Photometry Test Report
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| Software Version:UV V1,920

61

OperstorLab Kimia Farmasi

-——-1 ARt A

List.
TrenalST)  Test Time Samrple Neme

..-,,i.
gjel

Aba
0091 811 27/08/2022 135300 MeFariand
0.0%1

LA 27/00/2072 140626 S.mutans




Lampiran 3. Hasil Uji Statistik

a. Uji Normalitas
Tests of Normality

62

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
daya_hambat 1.00 6 6
2.00 211 6 200" 928 6 566
3.00 254 6 200 867 6 670
4.00 239 6 200 878 6 260
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Syarat uji annova data harus terdisribusi normal apabila nilai signifikan
>5,00 maka data tersebut dapat dikatakan normal. Hasil uji data zona hambat
diketahui nilai normalitas signifikan > 5,00 sehingga data terdistribusi normal.
Maka dapat dilanjutkan pada uji homogenity.
b. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
daya_hambat Based on Mean 5.506 3 20 .006
Based on Median 3.086 3 20 .051
Based on Median and with 3.086 3 10.076 .076
adjusted df
Based on trimmed mean 4.824 3 20 .011

Syarat uji homogenitas data harus terdistribusi normal apabila nilai
signifikan >5,00 maka data terdistribusi homogen. Hasil uji data zona

hambat diketahui nilai homogenity signifikan > 5,00 sehingga data

terdistribusi homogen . Maka dapat dilanjutkan pada uji one way ANOVA.

c. Uji one way Anova



ANOVA
daya_hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1876.644 3 625.548 171.738 .000
Within Groups 72.849 20 3.642
Total 1949.493 23

Hasil uji one way ANOVA <0,005 artinya terdapat perbedaan aktivitas
bakteri setiap kelompok . Karena nilai sognifikan <0,05 (0,00) maka HO
ditolak dan Ha diterima. Untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki

perbedaan signifikan maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc yaitu uji

Duncan.
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d. Uji lanjut post hoc

Dependent Variable: daya_hambat

Multiple Comparisons

Mean Difference

95% Confidence Interval

(1) kelompok  (J) kelompok (1-J) Std. Error Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD  1.00 2.00 -24.37667" 1.10189 .000 -27.4608 -21.2926
3.00 -7.84833" 1.10189 .000 -10.9324 -4.7642
4.00 -12.77667" 1.10189 .000 -15.8608 -9.6926
2.00 1.00 24.37667" 1.10189 .000 21.2926 27.4608
3.00 16.52833" 1.10189 .000 13.4442 19.6124
4.00 11.60000" 1.10189 .000 8.5159 14.6841
3.00 1.00 7.84833" 1.10189 .000 4.7642 10.9324
2.00 -16.52833" 1.10189 .000 -19.6124 -13.4442
4.00 -4.92833" 1.10189 .001 -8.0124 -1.8442
4.00 1.00 12.77667" 1.10189 .000 9.6926 15.8608
2.00 -11.60000" 1.10189 .000 -14.6841 -8.5159
3.00 4.92833" 1.10189 .001 1.8442 8.0124
LSD 1.00 2.00 -24.37667" 1.10189 .000 -26.6752 -22.0782
3.00 -7.84833" 1.10189 .000 -10.1468 -5.5498
4.00 -12.77667" 1.10189 .000 -15.0752 -10.4782
2.00 1.00 24.37667" 1.10189 .000 22.0782 26.6752
3.00 16.52833" 1.10189 .000 14.2298 18.8268
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4.00 11.60000"
3.00 1.00 7.84833"
2.00 -16.52833"
4.00 -4.92833"
4.00 1.00 12.77667"
2.00 -11.60000"
3.00 4.92833"

1.10189
1.10189
1.10189
1.10189
1.10189
1.10189
1.10189

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

9.3015
5.5498
-18.8268
-7.2268
10.4782
-13.8985
2.6298

13.8985
10.1468
-14.2298
-2.6298
15.0752
-9.3015
7.2268

*, The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Uji Duncan digunakan untuk menguji perbedaan antar kelompok yang berbeda pada nilai bedanyata yang ukurannya

semakin besar memiliki daya hambat bakteri yang baik.



Lampiran 4 Dokumentasi Penelitian

a.  Preparasi pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvent)

Larutan Belum Stabil

Larutan Stabil

b. Proses Ekstraksi

Penﬂnbangén Bahan Serbuk + NADES UAE
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C.

-

Hasil Penyaringan

Uji Kandungan Senyawa kimia

Flavonoid

Tanin Terpenoid

Alkaloid
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e.

f.

g.

Inokulasi Bakteri Streptococcus mutans

L3
“(l'
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J-

Uji Aktivitas Antibakteri
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Lampiran 5 Perhitungan

a. Preparasi Pelarut NADES

° 1 mol ChCl > Mol x mr = massa
1 molx 139,62 g/mel = massa

139,62 gram = massa

e 1 molasam laktat > Mol x mr = massa

1 mel-x 90,08 g/mel= massa
90,08 gram = massa

Asam laktat dalam bentuk larutan
. . m
Massa jenis = >

90,08 g/mol = —=29

V =1 mL asam laktat
e 18 mol akuades
Diketahui = Berat jenis air = 1
mr air =1 mol air = 18 gram

Jika 18 mol akuades =18 mol x 18 gram

= 324 gram
Dikonversikan dalam bentuk larutan
Massa jenis =m/V
1 g/mL =324 g/V
\Y =324g x 1 g/mL
\% =324 mL
b.  Perhitungan Mc Farland
Bacl, 1% 0,05 mL
H2S04 1% 19,95 mL
BaCl 1% =1gram ~ 100 mL

x gram ~ 100 mL
x = 1 gram dalam 100 mL aquadest
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C.

d.

H2SO04 1% =1 mL dalam 100 mL

x mL ~ 100 mL

x =1 mL dalam 100 mL aquadest

Perhitungan Konsentrasi Ekstrak

. 50
1. Konsentrasi 50% = EX 5mL

=2,5gram ad 5 mL ad aquadest

} 100
2. Konsentrasi 100% = Too X5 mL

=5 gram ad 5 mL ad aquadest

Perhitungan Pembuatan Media

1. Media Nutrient Agar (NA) = 20 gram ~ 1000 mL aquadest

_ 20 gram
~ 1000 mL

=0,4 gram

X 20 mL

71

2. Media Mueller Hinton Agar (MHA) = 34 gram ~ 1000 mL aquadest

_ 34 gram
~ 1000 mL

x 200 mL

= 6,8 gram

Replikasi

Perhitungan Diameter Zona Hambat

Kontrol Positif 50% 100%
1 29,05-6 =23,05 15,82 -6=19,82 19,78 -6=13,78
2 30,90 -6 =24,90 18,85-6=12,85 20,73-6=14,73
3 32,23 -6=126,23 13,69-6=7,69 19,93-6=13,93
4 31,03-6=125,03 11,24-6=5,24 19,15-6=13,15
5 29,70 -6 =23,70 11,69 -6=5,69 1794-6=11,94
6 29,45 -6 =23,35 11,80 -6=5,80 15,08 -6=19,08




