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	Tabel 2. Hasil Fitokimia Daun Kopi Robusta (Hasanah, et al. (2017).

	Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yuliawati, et al., (2019) pada uji fitokimia fraksi etil asetat daun kopi robusta memiliki kandungan fenol, flavonoid, saponin, tanin, kuinon, monoterppen/ seskuiterpen.


	BAB III
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	G. Variabel Penelitian

	H. Definisi Operasional

	I. Instrumen Penelitian

	1. Alat

	a. Pembuatan Ekstrak dan Fraksi 

	Alat yang dibutuhkan dalam proses pembuatan ekstrak yaitu timbangan digital, grinder, panci stainless, pengaduk, kertas saring, rotary evaporator, waterbath, gelas kimia, batang pengaduk, labu ukur, corong pisah, gelas beker, cawan porselen dan pot salep.

	b. Intervensi Mikrobiologi

	Alat yang dibutuhkan dalam intervensi mikrobiologi yaitu timbangan digital, oven steril, kompor, panci, labu Erlenmeyer, autoklaf, cawan petri, pembakar spiritus, ohse kolong, pinset, tabung reaksi, kapas lidi steril, mikropipet, inkubator dan penggaris.

	2. Bahan

	a. Pembuatan Ekstrak dan Fraksi

	Bahan yang dibutuhkan dalam proses pembuatan ekstrak dan fraksi yaitu biji kopi robusta, etanol 70%, Pelarut etil asetat dan aquades.

	b. Intervensi Mikrobiologi

	Bahan yang dibutuhkan dalam intervensi mikrobiologi yaitu aquades, agar Mueller-Hinton, NaCl 0,9%, larutan standar Mc Farland 0,5, blank disc, disk antibiotic kloramfenikol 25µg dan biakan bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi.


	J. Jalannya Penelitian

	1. Persiapan biji kopi robusta

	Biji kopi robusta yang digunakan berasal dari Dusun Gondang, Desa Jabung, Kecamatan Panekan, Kabupaten Magetan

	2. Determinasi tanaman

	Tanaman diambil bagian biji, daun, batang, bunga dan akarnya kemudian diserahkan ke Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan Universitas Muhammadiyah Surakarta untuk dilakukan determinasi. Determinasi tanaman dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui klasifikasi dari tanaman yang dijadikan ekstrak dan memastikan bahwa tanaman yang akan dijadikan ekstrak telah sesuai dengan spesies yang diharapkan.

	3. Ekstraksi

	Pembuatan ekstrak biji kopi robusta dilakukan dengan metode maserasi. Biji kopi dicuci bersih lalu diangin-anginkan kemudian dikeringkan dengan sinar matahari. Biji yang telah kering dihaluskan menggunakan grinder sampai menjadi serbuk simplisia. Kemudian, serbuk simplisia direndam dengan menggunakan etanol 70% dan dimaserasi (didiamkan) selama 4 hari dengan dilakukan pengadukan setiap hari. Setelah itu rendaman disaring. Cairan ekstrak etanol yang dihasilkan disimpan dalam wadah tertutup kemudian ampas yang masih tersisa diremaserasi dengan pelarut yang sama. Hasil remaserasi disaring kemudian filtratnya digabungkan dengan hasil maserasi yang pertama. Gabungan cairan ekstrak etanol hasil maserasi dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator kemudian dengan waterbath hingga terbentuk ekstrak kental.

	4. Fraksinasi 

	Ekstrak kental biji kopi yang sudah didapatkan dilarutkan menggunakan aquades kemudian dilakukan fraksinasi dengan cara mencampur larutan esktrak aquades dan pelarut etil asetat dengan perbandingan volume 1:3 dan dimasukan kedalam corong pisang kemudian didiamkan selama 24 jam. Setelah itu pelarut etil asetat dan larutan ekstrak dipisah. Pelarut etil asetat dikentalkan menggunakan rotary evaporator dan kemudian di waterbath. Didapatkan hasil fraksi. Kemudian larutan ekstrak yang sudah digunakan dicampur dan diulang kembali menggunakan pelarut etil asetat dengan cara yang sama sampai didapatkan pelarut fraksi etil asetat bening.

	L. Analisis Data

	Setelah dilakukan perlakuan pada media, diukur diameter zona hambat yang terbentuk disekitar disk dengan penggaris dalam satuan milimeter. Data yang diperoleh akan diolah menggunakan program komputer IBM SPSS Statistic 25. 

	Uji normalitas data dilakukan dengan uji Saphiro Wilk dikarenakan jumlah sampel kurang dari lima puluh. Sedangkan uji homogenitas dilakukan dengan Levene’s Test. Kebermaknaan data akan diuji dengan uji parametrik yaitu One Way Anova dengan syarat distribusi data normal dan data homogen. Jika terbukti ada perbedaan yang bermakna (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc dengan uji LSD untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki perbedaan yang bermakna.

	Jika syarat uji parametrik One Way Anova tidak terpenuhi, maka dilakukan uji alternatif yaitu uji Kruskall-wallis. Jika didapatkan ada perbedaan yang bermakna (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc dengan uji Mann-Whitney untuk melihat kelompok mana yang memiliki perbedaan yang bermakna.

	M. �Jadwal Kegiatan


	BAB  IV

	HASIL DAN PEMBAHASAN 

	A.  HASIL

	1. Determinasi tanaman 

	Determinasi tanaman dilakukan untuk mengidentifikasi jenis tanaman sehingga menghindari kesalahan dalam pengambilan tanaman. Kebenaran tanaman merupakan syarat yang harus dipenuhi dalam uji farmakologi  terhadap tanaman tersebut. Determinasi dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan Universitas Muhammadiyah Surakarta. Hasil determinasi biji kopi robusta adalah sebagai berikut:

		Kunci Determinasi:

	1b, 2b, 3b, 4b, 6b, 7b, 9b, 10b, 11b, 12b, 13b, 14b, 16a, 239b, 143b, 244b, 248b, 249b, 250a, 251a, 252a, … ( Familia : Rubiaceae

	1b, 3b, 4b, 5b, 6b, 7a,… ( Genus : Coffea

	1a, 2a, 3b, 4a …. ( Species : Cofea canephora Pierre Froehner var.robusta Chev.

	Klasifikasi: 

	B. ANALISIS STATISTIK

	1. Uji Normalitas Data

	Uji normalitas data dilakukan dengan uji Saphiro Wilk dikarenakan jumlah sample penelitian <50 sampel. Hasil uji normalitas untuk Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus didapatkan nilai sgnificancy <0.05, hal ini menujukan bahwa data yang didapatkan tidak berdistribusi normal.

	2. Uji Homogenitas 

	Uji homogenitas dilakukan dengan Lavene’s test. Hasil uji homogenitas pada Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus didapatkan 2 kelompok data yang memiliki nilai significancy <0.05. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa data yang didapatkan tidak homogen.

	3. Uji Statistik Non Parametrik

	Uji normalitas dan uji homogenitas pada Salmonella typhi dan staphylococcus aureus menunjukan hasil yang tidak normal dan tidak homogeny. Hasil uji Kruskall Wallis pada Salmonella typhi didapatkan nilai 0.001 dan untuk Staphylococcus aureus diapatakan nilai 0.004. Karena nilai p < 0.5 maka dapat disimpulkan bahwa data yang dapatkan paling tidak terdapat 2 kelompok yang mempunyai perbedaan bermakna.

	4. Uji Post Hoc

	Hasil uji statistic Kruskall Wallis pada salmonella typhi dan staphylococcus aureus menunjukan adanya perbedaan yang bermakna antar kelompok. Selanjutnya dilakukan uji Post Hoc Man Whitney untuk mengetahui kelompok mana yang mempunyai perbedaan tersebut. 

	Table. 6 Hasil uji Post Hoc Man Whitney pada Salmonella typhi

	Table 7. Hasil uji Post Hoc Man Whitney pada Staphylococcus aureus

	C. PEMBAHASAN

	1. Pembahasan Analisis Statistik

	Hasil data pada Tabel 4 dan Tabel 5 menunjukan data yang tidak normal pada uji normalitas Shapiro Wilk dan tidak menunjukan hasil yang homogen pada uji homogenitas Lavene’s Test. Selanjutnya dilakukan uji non parametric Kruskall Wallis untuk menentukan perbedaan yang bermakna. Karena nilai p yang didapatkan 0.00 (<0.05) maka dapat disimpulkan bahwa terdapat paling tidak dua kelompok yang mempunyai perbedaan yang bermakna. Untuk mengetahui perbedaan yang bermakna antar kelompok tersebut maka dilakukan uji Post Hoc Man Whitney.

	a. Salmonella Typhi

	Hasil data yang didapatkan pada Tabel 6 setelah dilakukan uji Post Hoc Man Whitney menunjukan hasil yang signifikan bermakna pada kelompok kontrol negative dengan kelompok perlakuan. Hasil uji data menunjukan nilai p (<0.014), hal ini menunjukan adanya aktivitas antibakteri pada konsentrasi 15%, 10%, 5% dan 2.5% karena nilai p (<0.05). 

	Hasil uji data kontrol positif dengan kelompok kontrol negative didapatkan nilai p (<0.014). Kontrol positif digunakan sebagai kontrol pembanding untuk menguji potensiasi fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (Coffea canephora) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi. Hasil uji data kontrol positif dengan kelompok perlakuan konsentrasi 15%, 10%, 5% dan 2.5% didapatkan hasil yang signifikan bermakna juga dengan nilai p (<0.021). Dikarena hasil nilai p (<0.05) maka secara statistic fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta pada seluruh konsentrasi mempunyai efektivitas anti bakteri secara bermakna, tetapi untuk efek potensiaasi yang dihasilkan belum bias menyamai antibakteri kloramfenikol yang digunakan sebagai kontrol positif.

	Hasil uji data yang dihasilkan untuk sesama kelompok perlakuan dengan konsentrasi yang berbeda menunjukan adanya hasil yang signifikan bermakna dengan nilai p (<0.021) pada semua perbandingan kelompok kosentrasi, kecuali pada perbandingan kelompok kosentrasi 10% dengan konsentrasi 5% dan konsentrasi 5% dengan konsentrasi 2.5% yang menunjukan hasil tidak bermakna (nilai p >0.005). Hal ini menunjukan adanya persamaan potensiasi aktivitas antibakteri pada konsentrasi 10% dengan konsentrasi 5%, dan konsentrasi 5% dengan konsentrasi 2.5%.

	b. Staphylococcus aureus

	Hasil data yang didapatkan pada Tabel 7 setelah dilakukan uji Post Hoc Man Whitney menunjukan hasil yang signifikan bermakna pada kelompok kontrol negative dengan kelompok perlakuan. Hasil uji data menunjukan nilai p (<0.021), hal ini menunjukan adanya aktivitas antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (Coffea canephora) pada bakteri Staphylococcus aureus dengan konsentrasi 15%, 10%, 5% dan 2.5% karena nilai p (<0.05). 

	Hasil uji data kontrol positif dengan kelompok kontrol negative didapatkan nilai p (<0.014). Kontrol positif digunakan sebagai kontrol pembanding untuk menguji potensiasi aktivitas antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Hasil uji data kontrol positif dengan kelompok perlakuan konsentrasi 15%, 10%, 5% dan 2.5% didapatkan hasil yang signifikan bermakna juga dengan nilai p (<0.021). Dikarena hasil nilai p (<0.05) maka secara statistic fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta pada seluruh konsentrasi mempunyai efektivitas anti bakteri secara bermakna, tetapi untuk efek potensiasi antibakteri yang dihasilkan belum bias menyamai antibakteri tetrasiklin yang digunakan sebagai kontrol positif.

	Hasil uji data yang dihasilkan untuk sesama kelompok perlakuan dengan konsentrasi yang berbeda menunjukan adanya hasil yang signifikan tidak bermakna dengan nilai p (>0.05) pada semua perbandingan kelompok kosentrasi. Hal ini menunjukan adanya persamaan potensiasi aktivitas antibakteri pada semua konsentrasi.

	2. Pengujian Aktivitas Antibakteri 

	Aktivitas antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (coffe canephora) pada bakteri Staphylococcus aureus yang mewakili bakteri golongan Gram positif dan Salmonella typhi yang mewakili bakteri golongan Gram negative diuji menggunakan metode difusi agar dsik. Penghitungan diameter zona hambat dilakukan menggunakan jangka sorong dan diukur dengan dua arah, yaitu vertical dan horizontal kemudian dibagi dua dan dikurangi dengan diameter disk 6 mm (Warbung, 2013).

	Hasil yang didapatkan  pada Tabel 4 menunjukkan hasil rata-rata diameter zona hambat bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi. Zona  hambat yang terbentuk disekitar disk dengan konsentrasi fraksi 15% lebih besar dibandingkan dengan konsentrasi fraksi 10%, 5% dan 2.5%. 

	Pada Salmonella typhi, fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (coffea canephora) pada konsentrasi 15% menghasilkan rata-rata diameter zona hambat sebesar (8.13 mm), konsentrasi 10% (2.33 mm), konsentrasi 5%  (1.60 mm) dan konsentrasi 2.5% adalah (0.71 mm). 

	Pada staphylococcus aureus, fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (coffea canephora) pada konsentrasi 15% menghasilkan rata-rata diameter zona hambat sebesar (3.8 mm), konsentrasi 10% (2.70 mm), konsentrasi 5%  (2.61 mm) dan konsentrasi 2.5% adalah (2.39 mm). Hal ini membuktikan bahwa semakin tinggi konsentrasi larutan uji, maka semakin besar pada diameter zona hambat yang terbentuk.  

	 Menurut Pelczar (1998),  menyatakan bahwa bakteri Gram positif memiliki struktur dinding sel yang lebih banyak peptidoglikan, sedikit lipid dan tidak mempunyai lapisan lipopolisakrida sehingga senyawa antibakteri yang bersifat hidrofilik maupun hidrofobik dapat dengan mudah melewati dinding sel. Kerusakan sel bakteri yang terjadi pada dinding, membran dan bagian internal sel akan menyebabkan bakteri tidak dapat menahan tekanan osmotik tinggi dari dalam sel sehingga mengakibatkan sel menjadi lisis.

	Sedangkan struktur dinding sel bakteri Gram negatif lebih kompleks dan berlapis tiga, yaitu lapisan luar berupa lipoprotein, lapisan tengah berupa petidoglikan dan lapisan dalam lipopolisakrida (Placzar dan Chan, 1986). Struktur dinding sel yang relatif kompleks ini menyebabkan antibakteri lebih sukar masuk kedalam sel. 

	Kontrol positif menunjukkan perbedaan yang nyata, karena menghasilkan aktivitas antibakteri yang paling besar terhadap bakteri dibandingkan dengan kontrol negatif, maupun fraksi etil asetat. Untuk pengujian ini antibiotik yang digunakan yaitu kloramfenikol dan tetrasiklin. Kontrol positif berfungsi sebagai pembanding antara antibakteri dengan larutan fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta.  Hasil penelitian ini menunjukkan diameter zona hambat kloramfenikol dan tetrasiklin yang terbentuk, lebih besar pada bakteri gram negatif Salmonella typhi  dibandingkan gram positif Staphylococcus aureus.

	Kopi merupakan salah satu tanaman yang kaya akan senyawa alkaloid flavonoid yang sangat berperan penting pada mekanisme antibakteri. Aktivitas biologis senyawa flavonoid dilakukan dengan cara mengganggu metabolisme bakteri yaitu dengan mengikat protein  dan merusak dinding sel (Choesrina, et al., 2019). Flavonoid merusak dinding sel bakteri dengan melalui perbedaan kepolaran antara lipid penyusun DNA dengan gugus alcohol senyawa flavonoid sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa tersebut akan masuk kedalam intisel bakteri. Pada kopi senyawa flavonoid yang terkandung adalah asam klorogenat (Nugraha, et al., 2016).

	Alkaloid adalah gugus basa yang mengandung nitrogen apabila mengalami kontak dengan bakteri akan bereaksi dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding sel dan DNA bakteri yang merupakan penyusun utama sel inti. Perubahan susunan asam amino akan merubah susunan susunan rantai DNA pada inti sel yang semula memiliki susunan asam dan basa yang saling berpasangan (Nugraha, et al., 2016).

	Perubahan susunan rantai asam amino pada DNA akan menimbulakn perubahan keseimbangan genetic sehingga DNA bakteri akan mengalami kerusakan. Kerusakan DNA pada inti sel bakteri akan mendorong terjadinya lisis pada inti sel bakteri. Lisinya inti selbakteri akan menyebabkan juga kerusakan sel pada bakteri karena inti sel merupakan pusat kegiatan sel. Kerusakan sel pada bakteri ini lama kelamaan akan membuat sel-sel bakteri tidak mampu melakukan metabolism sehingga juga akan mengalami lisis. Dengan demikian bakteri akan menjadi inaktif dan hancur. Dalam biji kopi yang terkandung dalam senyawa alkaloid adalah kafein dan trigonelin  (Yaqin & Nurmilawati, 2015).

	Patay, et al., (2016) menyatakan bahwa senyawa polifenol yang terkandung dalam flavonoid yang dihasilkan dari proses ekstraksi kopi mampu mengurangi kadar logam dan membunuh bakteri penyebab penyakit seperti Staphylococcus areus dan Escherichia coli.

	Hasil penelitian yang dilakukan oleh Paputungann, et al., (2019) menunjukan bahwa aktivitas antibakteri terhadap  Staphylococcus aureus dan Eschericia coli dengan diameter zona hambat maksimum adalah 8.11 pada konsentrasi 10%.

	Berdasarkan teori tersebut, dapat disimbulkan bahwa pemberian fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Tidak terbentuknya aktivitas antibakteri pada beberapa kelompok kosentrasi fraksi etil asetat kemungkinan dapat disebabkan oleh beberapa faktor. 

	Faktor-faktor teknis telah semaksimal mungkin dikendalikan dalam penelitian ini. Namun faktor lain yang tidak dapat dikendalikan oleh peneliti dapat mempengaruhi hasil penelitian. 

	Hasil penelitian pada uji antibakteri menunjukkan adanya warna yang berbeda pada agar plate menandakan bahwa ekstrak telah berhasil berdifusi namun beberapa kelompok tidak menghasilkan efek antibakteri.

	Kemungkinan penyebabnya adalah senyawa aktif tidak dapat terlarut dalam ekstrak. Senyawa aktif dalam ekstrak berasal dari senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan. Apabila senyawa tersebut tidak terlarut maka aktivitas antibakteri tidak terbentuk secara maksimal. Ada beberapa faktor lain yang kemungkinan dapat mempengaruhi proses ekstraksi antara lain: pemilihan pelarut, ukuran dan bentuk partikel, lamanya ekstraksi, dan temperatur ekstraksi (Nasir, et al., 2009). 

	Beberapa faktor eksternal juga dapat mempengaruhi jumlah senyawa metabolit sekunder pada bahan alam seperti ketersediaan cahaya, air, paparan mikroorganisme, dan pH lingkungan. Kandungan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan pada suatu tempat yang berbeda akan berbeda pula sesuai dengan faktor yang mempengaruhi (Yang, et al., 2018).


	BAB V 

	SIMPULAN DAN SARAN 

	1. SIMPULAN

	Berdasarkan analisis dan pembahasan hasil penelitian yang sudah dilakukan dapat disimpulkan bahwa fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (Coffea canephora Pierre ex Froehner var.robusta Chev.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi. Konsentrasi zona hambat yang paling besar adalah 15%. Jadi semakkin tinggi konsentrasi semakin besar zona hambat yang dihasilkan.

	2. SARAN

	Peneliti menganjurkan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol biji kopi robusta (Coffea canephora Pierre ex Froehner var.robusta Chev.) terhadap bakteri yang lain dan bias dilakukan uji fitokimia lebih lanjut unuk mengetahui kandungan fraksi etil asetat yang berperan sebagai anti bakteri.
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