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Abstrak

Indonesia merupakan negara penghasil kopi dengan produksi kopi mencapai 762,38 ribu ton
pada tahun 2020. Hal ini menimbulkan permasalahan limbah kulit kopi yang hanya dimanfaatkan
sebagai pakan ternak dan memiliki nilai jual rendah. Maka dilakukan penelitian optimasi pembuatan
ekoenzim limbah kulit kopi sebagai upaya pemanfaatan limbah tersebut. Penelitian ini dilakukan
melalui lima tahapan; fermentasi pembuatan ekoenzim yang dilakukan secara triplo, uji total fenol,
uji organoleptik, uji fitokimia, serta uji antibakteri. Variasi lama waktu fermentasi dilakukan selama
2, 3, dan 4 bulan. Uji total fenol dilakukan dengan metode Folin-ciocalteau. Uji antibakteri dari eco
enzyme ini dilakukan dengan metode Disc Diffusion Agar terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Hasil
yang diperoleh dari penelitian ini adalah secara umum ekoenzim memiliki warna cokelat kehitaman,
dengan aroma manis khas madu, memiliki nilai rata-rata pH pada bulan ke-2 sebesar 3,89 + 0,099,
pada bulan ke-3 sebesar 3,8 + 0,07, dan pada bulan ke-4 sebesar 3,85 + 0,058. Nilai rata-rata uji fenol
pada bulan ke-2 sebesar 177,318 + 18,642 ppm, pada bulan ke-3 sebesar 168,076 + 35,315 ppm, dan
pada bulan ke-4 sebesar 144,136 + 36,667 ppm. Berdasarkan uji fitokimia ekoenzim kulit kopi
terbukti mengandung senyawa tanin. Aktivitas antibakteri dengan daya hambat maksimal terdapat
pada ekoenzim dengan waktu fermentasi 2 bulan sebesar 1,423 + 0,214 cm terhadap bakteri E. coli
dan 1,433 # 0,058 cm terhadap S. aureus.

Kata kunci: Kopi Indonesia, Limbah Kopi, Ekoenzim, Aktivitas Antibakteri
1. PENDAHULUAN

Kopi merupakan salah satu bahan pangan yang banyak diolah sebagai minuman
dengan total konsumsi di dunia pada periode 2018 hingga 2019 sebesar 10,1 juta Ton menurut
data International Coffee Organization [1]. Berdasarkan kebutuhan kopi tersebut, Indonesia
menjadi salah satu negara penyumbang ekspor kopi terbesar di dunia, dengan produksi kopi
sebesar 752.393 Ton pada tahun 2019 dan mengalami peningkatan sebesar 1,31% pada tahun
2020 menjadi sebesar 762.380 Ton [2].

Nilai produksi kopi yang tinggi tersebut dapat menyebabkan dampak limbah terhadap
lingkungan. Limbah kulit kopi yang dihasilkan hingga saat ini masih kurang dimanfaatkan dan
memiliki nilai jual yang rendah. Limbah kulit kopi saat ini umumnya digunakan sebagai bahan
campuran pakan ternak. Namun, penggunaan limbah kulit kopi sebagai pakan ternak tidak
dapat mengatasi sepenuhnya dari permasalahan limbah kulit kopi, karena hanya sedikit
limbah kulit kopi yang digunakan sebagai pakan ternak. Selain itu, limbah kulit kopi tinggi
akan kandungan zat antinutrisi seperti tanin, kafein, dan lignin yang dapat menyebabkan
gangguan pencernaan pada ternak jika diberikan terlalu banyak [3]. Limbah kulit kopi yang
tidak digunakan sebagai pakan ternak, biasanya dibuang ke lingkungan dan menyebabkan
pencemaran limbah organik terhadap lingkungan.

Metode lain telah digunakan sebagai solusi alternatif pemanfaatan limbah kulit kopi,
seperti membuat teh celup, bubuk kulit kopi sebagai pemberi aroma pada produk pangan,
bahkan diolah menjadi keripik kulit kopi. Namun, solusi tersebut dinilai kurang efektif, karena
limbah kulit kopi mengandung senyawa tanin sebesar 10,05% dari berat kering [4]. Tanin
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adalah senyawa yang dapat menyebabkan efek astringen pada saluran cerna [5].

Cemaran limbah organik di lingkungan tanpa proses yang tepat, dapat menyebabkan
timbulnya gas amonia bebas yang dihasilkan dari degradasi bahan organik bernitrogen seperti
protein dan asam amino [6]. Limbah kulit kopi memiliki kadar protein sebesar 11 g/100 g
berat kering [7]. Gas amonia bebas yang dihasilkan dari limbah kulit kopi yang dibuang ke
lingkungan dapat menyebabkan terjadinya pencemaran udara, dimana gas amonia yang
dihasilkan dapat teroksidasi di atmosfer dan membentuk asam nitrat (HNOsz) dan
menyebabkan hujan asam [8]. Limbah kulit kopi dapat dimanfaatkan menjadi produk
fermentasi berupa ekoenzim.

Ekoenzim atau garbage enzyme merupakan larutan kompleks hasil fermentasi dari
limbah organik seperti kulit buah dan sayur yang difermentasikan dengan gula atau molase,
dan air. Produk yang dihasilkan dari fermentasi tersebut berupa cairan berwarna cokelat
beraroma manis asam yang kuat. Produk ekoenzim tersusun atas senyawa organik komposit
seperti asam organik, enzim, dan garam mineral [9]. Ekoenzim memiliki banyak kegunaan
seperti sebagai pembersih yang lebih aman dari deterjen kimia [10], pupuk organik [11],
pengurai cemaran limbah perairan [9], desinfektan [12], hingga sebagai agen bioremediasi
limbah minyak kelapa sawit [13].

Ekoenzim merupakan cairan hasil fermentasi sampah organik, gula, dan air dengan
komposisi 3:1:10 yang umumnya difermentasi selama tiga bulan [14]. Namun, waktu
fermentasi optimum dipengaruhi oleh jenis gula dan limbah organik yang digunakan.
Penggunaan berbagai jenis gula dan perbedaan waktu fermentasi dapat akan mempengaruhi
karakteristik ekoenzim yang dihasilkan, seperti kadar fenol [12] dan pH [15]. Semakin lama
waktu fermentasi beriringan dengan meningkatnya kadar asam laktat dan asam asetat yang
dihasilkan selama fermentasi, menyebabkan kondisi pH semakin rendah dan dapat
menyebabkan enzim yang dihasilkan menjadi terdenaturasi [15].

Berdasarkan uraian di atas, maka optimasi waktu fermentasi dalam pembuatan
ekoenzim limbah kopi perlu dilakukan untuk memperoleh ekoenzim dengan aktivitas terbaik.
Aktivitas ekoenzim terbaik ditentukan dengan parameter pengujian berupa uji organoleptik,
uji total fenol, uji fitokimia, dan uji antibakteri.

2. METODE

2.1 Bahan Percobaan

Bahan utama dalam penelitian ini adalah limbah kulit kopi yang diperoleh dari petani kopi
Desa Sumberdem, Kecamatan Wonosari, Kabupaten Malang. Bahan-bahan pendukung dalam
penelitian ini adalah molase, larutan buffer pH 4 dan 7, pH indikator universal, reagen
Dragendorff, NaOH 2% (b/v), HCI 0,1 M, FeClz 10% (b/v), padatan asam galat, etanol 96%,
reagen Folin-Ciocalteu, Na;CO3 10% (b/v), media Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth
(NB), blank disk, paper disk Chloramphenicol, akohol 70%, isolat Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.

2.2 Alat Percobaan

Wadah plastik 1 L, selang, sambungan selang, botol plastik 250 mL, lakban, sendok,
timbangan, gelas ukur, kain saring, mangkuk, beaker glass, labu ukur 50 mL, labu ukur 10 mL,
Erlenmeyer 100 mL, botol akuades, tisu, rak tabung reaksi, tabung reaksi, pipet tetes,
micropipette, stopwatch, tip pipet, neraca analitik, cotton bud, pinset, kertas label, spidol, pH
meter, plastic wrap, cawan petri, lampu spirtus, kawat ose, vorteks (Dragon Lab MX-5),
centrifuge (80-1 Table Top Low Speed), Spectofotometer UV-Vis (Spectrophotometer B-ONE Vis
50 DA), laminar air flow, inkubator (Memmert BM400), hot plate.

2.3 Fermentasi Ekoenzim Limbah Kulit Kopi

Sebanyak 150 g limbah kulit kopi ditimbang kemudian dicampur dengan 50 mL molase
dan 500 mL air ke dalam wadah plastik 1 L, ditutup dengan tutup yang telah terhubung selang
ke botol 250 mL yang berisi aquades untuk menciptakan kondisi fermentasi secara anaerob.
Fermentasi dibuat secara triplo untuk tiga variabel waktu berbeda (2, 3, dan 4 bulan).
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2.4 Pengambilan Sampel
Alat-alat disterilkan dengan alkohol 70%. Kontaminan yang terdapat pada permukaan
sampel dibersihkan dengan sendok. Kain saring disiapkan di atas mangkuk, sampel dituangkan
di atas kain saring kemudian diperas. Sampel dipindahkan dari mangkuk ke dalam botol
plastik 250 mL

2.5 Uji Organoleptik

Uji organoleptik dilakukan dengan mengamati warna dan aroma, serta melakukan uji pH
menggunakan kertas indikator pH universal dan pH meter. Prosedur uji pH dengan kertas
indikator pH universal sebagai berikut; dicelupkan kertas indikator kedalam sampel,
kemudian hasilnya dicocokkan dengan skala pH. Prosedur uji pH dengan pH meter sebagai
berikut; pH meter dinyalakan, katode dibilas dengan akuades kemudian dikeringkan dengan
tisu, kalibrasi dilakukan pada pH meter sesuai dengan hasil pada kertas indikator pH (netral =
pH 7, asam < pH 7, basa > pH 7), dibilas katode dengan akuades kemudian dikeringkan dengan
tisu, katode dicelupkan kedalam sampel untuk menguji pH sampel tunggu hingga nilai pH
stabil.

2.6 Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa alkaloid, flavonoid,
tanin, dan saponin secara kualitatif.

1. Alkaloid

Sebanyak 3 mL sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi, kemudian ditambah 2 mL
reagen Dragendorff. Sampel positif mengandung alkaloid jika terbentuk endapan warna
cokelat kemerahan.

2. Flavonoid

Sebanyak 1 mL dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambah 2 mL NaOH 2%, lalu
ditambahkan beberapa tetes HCl 0,1 M. Sampel positif mengandung flavonoid jika berwarna
kuning tajam ketika ditambah NaOH 2% kemudian menjadi bening ketika ditambah HCI 0,1 M.

3. Tanin

Sebanyak 1 mL sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambah 3 mL akuades,
ditambah 3 tetes FeClz 10%. Sampel positif mengandung tanin apabila berubah warna biru
kehijauan.

4. Saponin

Sebanyak 2 mL sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi, dikocok kuat hingga berbusa,
diamkan selama 10 menit, kemudian diamati. Sampel positif mengandung saponin jika masih
terdapat busa setelah 10 menit.

2.7 Uji Total Fenol

Uji total fenol dilakukan dengan metode asam galat.

1. Pembuatan Kurva Standar Asam Galat

Sebanyak 0,05 g asam galat dilarutkan dalam 1 mL etanol 96%. Kemudian dimasukkan
kedalam labu ukur 50 mL dan ditambah dengan akuades hingga tanda batas (larutan induk
1000 ppm), dipipet masing-masing 0 mL; 0,75 mL; 1,25 mL; 1,5 mL; 1,75 mL; 2 mL; 2,25 mL
larutan induk kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah akuades hingga tanda batas,
dipindahkan kedalam tabung reaksi dan diberi label masing-masing 0 ppm; 75 ppm; 100 ppm;
125 ppm; 150 ppm; 175 ppm; 200 ppm; 225 ppm. Sebanyak 0,2 mL larutan standar dari
masing-masing konsentrasi dipipet kedalam tabung reaksi baru. Lalu ditambah 0,8 mL
akuades, ditambah 1 mL reagen Folin-Ciocalteu 1:1, dan dihomogenkan, diamkan 8 menit pada
suhu kamar. Kemudian ditambah 3 mL NazCO3; 10%, dihomogenkan, kemudian diinkubasi
selama 2 jam pada ruang gelap, diukur absorbansinya pada panjang gelombang 765 nm. Dari
hasil pengujian diperoleh persamaan kurva standar sebagai berikut.

2. Penentuan Kadar Fenol

Sampel diendapkan dengan sentrifus selamat 2 menit dengan kecepatan 10.000 rpm 4 °C,
dipipet 1 mL supernatant kedalam labu ukur 10 mL, ditambah akuades hingga tanda batas.
Kemudian dipipet 0,2 mL kedalam tabung reaksi, disiapkan blanko akuades, ditambah 0,8 mL
akuades, ditambah 1 mL Folin-Ciocalteu 1:1, divorteks, diamkan 8 menit pada suhu kamar,
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ditambah 3 mL Na2CO3 10%, dihomogenkan. Lalu diinkubasi selama 2 jam pada ruang gelap,
kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 765 nm, hasil absorbansi
diekstrapolasi kedalam persamaan (1).

2.8 Uji Aktivitas Antibakteri

1. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Sebanyak 28 g media NA dilarutkan dengan 1 L akuades (1 cawan petri membutuhkan *
10 mL media NA), ditutup dengan kapas dan plastic wrap, dipanaskan dengan hot plate.
Kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada 121 9C tekanan 1 atm selama 1 jam, media NA
dipindahkan kedalam cawan petri sebanyak 10 mL secara aseptik.

2. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Sebanyak 0,65 g media NB dilarutkan dengan 50 mL akuades dalam erlenmeyer 100 mL,
ditutup dengan kapas dan plastic wrap, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada 121 °C
tekanan 1 atm selama 1 jam.

3. Pembuatan Suspensi Bakteri

Sebanyak 1 ose masing-masing isolat S. aureus dan E. coli diinokulasikan kedalam media
NB secara aseptik, ditutup dengan kapas. Kemudian diinkubasi inkubator hingga memperoleh
nilai Optical Density (OD) 0,6 pada panjang gelombang 600 nm.

4. Uji Aktivitas Antibakteri

Sebanyak 0,1 mL suspensi bakteri dipipet kepermukaan media NA, cotton bud steril
dicelupkan kedalam suspensi bakteri kemudian dilakukan spread pada media NA. Kemudian
diletakkan paper disk chloramphenicol pada permukaan media NA sebagai kontrol positif, lalu
blank disk dicelupkan kedalam sampel dan diletakkan pada permukaan media NA, diinkubasi
pada 37 °C selama 24 jam.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Uji Organoleptik

Tabel 3.1 Data Uji Sampel Parameter
OrganoleptikBula pH Warna Aroma
n Nilai Rata-rata
pH
2 1 3,78 3,89+ Cokelat Kehitaman Manis Seperti Madu
2 3,82 0,099
3 3,92
3 1 3,88 3,8+0,07 Cokelat Kehitaman Manis Pekat
2 3,77
3 3,75
4 1 3,82 385+ Cokelat Kehitaman Manis Seperti Kecap
2 3,92 0,058
3 3,82

Berdasarkan Tabel 3.1 berisi data uji pH yang diperoleh, ekoenzim limbah kulit kopi
menggunakan sumber karbon molase memiliki pH asam dengan nilai pH berkisar dari 3,5
hingga 4. Hasil pengamatan menunjukkan produk ekoenzim yang dihasilkan memiliki warna
cokelat kehitaman, serta memiliki aroma manis yang semakin pekat setiap waktunya. Hasil
tersebut sesuai dengan ekoenzim dengan limbah kulit nanas, papaya, dan jeruk, yang memiliki
nilai pH 4 [16]. Kondisi pH asam ekoenzim disebabkan karena senyawa asam yang dihasilkan
seperti asam asetat dan asam sitrat [17].
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3.2 Uji Fitokimia
Sampel / Alkaloid Flavonoid Tanin Saponin
Bulan

1 - - - - - - + + + - - -
2 - - - - - - + + + - - -
3 - - - - - - + + + - - -

Berdasarkan Tabel 3.2 menunjukkan ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber
karbon molase mengandung tanin pada semua variabel waktu. Sedangkan alkaloid, flavonoid,
dan saponin diperoleh hasil negatif. Hasil tersebut berbeda penelitian terdahulu dengan
limbah kulit papaya sebagai bahan utama yang menyebutkan bahwa ekoenzim yang dihasilkan
positif mengandung flavonoid, saponin, tanin, dan alkaloid [16]. Senyawa tanin yang
memperoleh hasil positif sudah sesuai dengan penelitian terdahulu yang menyebutkan bahwa
kulit kopi mengandung tanin rata-rata sebesar 47,2 mg/L [18].

3.3 Uji Total Fenol
Tabel 3.3 Data absorbansi asam galat

Sampel (ppm) Absorbansi
25 0,050
50 0,108
75 0,162
100 0,213
125 0,270
150 0,322
175 0,402
200 0,423
225 0,496
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Gambar 3.1 Kurva kalibrasi asam galat
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Berdasarkan kurva kalibrasi Gambar 3.1, diperoleh persamaan regresi y = 0,0022x +
0,0031 dan nilai koefisien relasi Rz = 0,9973. Persamaan regresi linier menyatakan hubungan
matematis antara asam galat dengan absorbansinya. Sedangkan nilai koefisien relasi (R?)
menyatakan korelasi antara konsentrasi (x) dan absorbansi (y) [19].
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Tabel 3.4 Data hasil uji total fenol

Sampel / Bulan Konsentrasi (ppm)
2 3 4
1 125,500 127,318 167,318
2 164,136 187,318 163,227
3 190,500 189,591 101,864

Berdasarkan data Tabel 3.4 diperoleh ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber
karbon molase memiliki rata-rata total fenol pada bulan ke 2 sebesar 177,318 + 18,642 ppm,
pada bulan ke 3 sebesar 168,076 + 35,315 ppm, dan pada bulan ke 4 sebesar 144,136 + 36,667
ppm. Total fenol ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber karbon molase mengalami
penurunan, hal ini tidak sesuai dengan penelitian terdahulu yang menyebutkan bahwa
semakin lama waktu fermentasi, maka kadar fenol semakin meningkat [16]. Perbedaan
tersebut dikarenakan perbedaan bahan utama yang digunakan [15]. Fermentasi ekoenzim
terbagi menjadi 3 fase produksi, dimana pada bulan pertama fermentasi ekoenzim
menghasilkan alkohol, pada bulan ke dua menghasilkan senyawa cuka, dan pada bulan ke tiga
menghasilkan enzim [16]. Penurunan fenol ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber karbon
molase dikarenakan fermentasi tersebut sudah memproduksi senyawa cuka dan enzim.

3.4 Uji Aktivitas Antibakteri

(a) (b
Gambar 3.2 Uji aktivitas antibakteri
(a) Escherichia coli, (b) Staphylococcus aureus

Tabel 3.5 Hasil uji aktivitas antibakteri

Sampel / Daya Hambat (cm)
Bulan E.coli S.aureus
2 3 4 2 3 4
(+) 2,27 2,50 2,50 3,0 2,80 2,33
1 1,67 0,75 1,40 1,50 0,90 0,77
2 1,30 0,80 1,30 1,40 1,20 0,77
3 1,30 0,90 2,00 1,40 1,10 0,75

Ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber karbon molase menunjukkan adanya daya
hambat terhadap bakteri Escherichia coli (gram negatif) dan Staphylococcus aureus (gram
positif). Daya hambat terbesar ditunjukkan pada ekoenzim yang difermentasi selama 2 bulan,
dengan daya hambat rata rata untuk E. coli sebesar 1,423 * 0,214 cm, dan untuk S. aureus
sebesar 1,433 + 0,058 cm. Aktivitas antibakteri ekoenzim limbah kulit kopi disebabkan
beberapa senyawa seperti asam klorogenat, kafein, dan trigonelin. Asam klorogenat dapat
meningkatkan permeabilitas membran plasma sehingga menurunkan fungsi pertahanan sel
bakteri dan terjadi kebocoran dari nukleotida dan isi sitoplasma [20]. Kafein merupakan
senyawa yang mengandung banyak nitrogen yang dapat bereaksi dengan asam amino
penyusun dinding sel dan DNA bakteri yang dapat menyebabkan kerusakan asam amino
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sehingga terjadi perubahan genetik dan lisis sel bakteri [21]. Trigonelin dapat mengganggu
stabilitas membran sitoplasma bakteri, ketidak stabilan tersebut dapat menyebabkan
pertukaran nutrisi bakteri menjadi terganggu sehingga metabolisme dan pertumbuhan bakteri
terhambat [22].

4. SIMPULAN

Berdasarkan hasil uji kandungan total fenol, senyawa tanin, dan aktivitas antibakteri,
produk tersebut berpotensi untuk digunakan sebagai produk desinfektan. Waktu fermentasi
paling optimal untuk ekoenzim limbah kulit kopi dengan sumber karbon molase adalah 2
bulan. Aktivitas ekoenzim dapat ditingkatkan dengan kombinasi bahan organik seperti kulit
papaya, kulit nanas, dan lain lain.
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