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Abstract

Introduction: Diabetes mellitus is one of the health problems that deserves attention worldwide. Diabetes mellitus
causes complications in various organs of the body. One of the complications of diabetes mellitus for sufferers is the
appearance of diabetic wounds or gangrene and ulcers that cause susceptibility to bacterial infections. One of the
bacteria that causes diabetic wounds is Staphylococcus aureus, which can be found on the skin surface as normal flora.
Objective: This study aims to formulate the active fraction of robusta coffee beans (Coffea Canephora L.) into a gel
preparation and evaluate its antibacterial activity against Staphylococcus aureus. Methods: This experimental study
involved the extraction of robusta coffee beans with 96% ethanol maceration, phytochemical screening, and
fractionation using n-hexane, ethyl acetate, and water solvents. Furthermore, the fraction results were tested using
the disk diffusion method to determine the active fraction in robusta coffee beans to be formulated into gel
preparations with concentrations of 12.5%, 25%, and 50% and physical stability tests were conducted. Based on the
results of the study, the water fraction and gel preparation of robusta coffee beans showed inhibition of antibacterial
activity against Staphylococcus aureus, with the greatest inhibition at a concentration of 50%. Therefore, the active
fraction gel of robusta coffee beans has the potential as a treatment for diabetic wounds. Organoleptic testing of the
gel showed a distinctive honey smell, brown color, and a slightly acidic pH of formula 1.
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Abstrak

Latar Belakang: Diabetes melitus merupakan salah satu masalah kesehatan yang patut diperhatikan didunia.
Diabetes melitus menyebabkan komplikasi pada berbagai organ tubuh, salah satu komplikasi diabetes melitus bagi
penderita ialah munculnya luka diabetik atau gangren dan ulkus yang menyebabkan rentan terkena infeksi bakteri.
Salah satu bakteri penyebab luka diabetes melitus ialah bakteri Stapylococcus aureus yang dapat ditemukan pada
permukaan kulit sebagai kuman floral normal. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk memformulasikan fraksi aktif
biji kopi robusta (Coffea Canephora L.) ke dalam sediaan gel dan mengevaluasi aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Stapylococcus aureus. Metode: Penelitian eksperimental ini meliputi ekstraksi biji kopi robusta dengan maserasi
etanol 96%, skrining fitokimia, fraksinasi menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air. Selanjutnya, hasil
fraksi diuji dengan metode difusi cakram untuk melihat fraksi aktif pada biji kopi robusta yang akan diformulasikan
menjasi sediaan gel dengan konsentasi (12,5%, 25%, dan 50%) dan dilakukan uji stabilitas fisik. Berdasarkan hasil
penelitian, bahwa fraksi air dan sediaan gel biji kopi robusta menunjukkan adanya penghanbatan aktivitas
antibakteri terhadap Stapylococcus aureus, dengan pemghambatan paling besar pada konsentarsi 50%. Oleh karena
itu, gel fraksi aktif biji kopi robusta berpotensi sebagai pengobatan luka diabetes. Uji organoleptis gel menunjukkan
bau khas madu, warna coklat, dan pH formula 1 yang sedikit asam, sedangkan formula 2 dan 3 dalam rentang pH
yang baik. Daya sebar gel baik (6-7 cm), namun viskositas formula 1 dan 2 (1170-2013 cP) tidak memenuhi syarat,
kemungkinan karena rendahnya konsentrasi gliserin.

Kata Kunci: Luka Diabetes, Stapylococcus aureus, Biji Kopi Robusta, Fraksi Aktif, Gel.
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Pendahuluan

Diabetes melitus merupakan salah satu permasalahan kesehatan global yang memerlukan perhatian
serius. Pada tahun 1980, angka prevalensi diabetes melitus masih berada pada kisaran 4,7%. Namun, pada
tahun 2014 World Health Organization (WHO) melaporkan bahwa prevalensi penyakit ini meningkat
menjadi 8,5% dengan jumlah penderita mencapai sekitar 422 juta orang di seluruh dunia. Selanjutnya, pada
tahun 2017 prevalensi diabetes melitus kembali mengalami peningkatan menjadi 8,8% dengan jumlah
penderita sekitar 425 juta orang. WHO memperkirakan bahwa angka kejadian diabetes melitus akan terus
mengalami peningkatan dari tahun ke tahun [21] [17].

Diabetes melitus adalah gangguan metabolik yang ditandai oleh kondisi hiperglikemia kronis akibat
adanya kelainan pada sekresi insulin, penurunan sensitivitas jaringan terhadap hormon insulin, atau
kombinasi dari kedua mekanisme tersebut [8]. Selain itu, diabetes melitus dapat menimbulkan berbagai
komplikasi yang menyerang beragam organ tubuh. Komplikasi tersebut dapat memengaruhi fungsi mata,
kulit, otak, ginjal, saraf, jantung, serta sistem pembuluh darah. Salah satu komplikasi yang sering terjadi pada
penderita diabetes melitus adalah munculnya luka diabetik, termasuk gangren dan ulkus [7].

Luka kaki diabetik memerlukan penanganan khusus karena berpotensi menimbulkan masalah serius
hingga berujung pada amputasi pada kondisi yang berat. Neuropati perifer akibat diabetes melitus juga
berperan sebagai faktor utama terjadinya kekambuhan ulkus, dengan angka kekambuhan berkisar antara 40%
hingga 80% per tahun [19]. Keberadaan luka kaki diabetik dapat meningkatkan morbiditas, menyebabkan
kecacatan permanen, serta secara signifikan menurunkan kualitas hidup pasien. Secara khusus, penderita
luka kaki diabetik mengalami keterbatasan mobilitas, gangguan penyesuaian psikososial, serta persepsi
kesehatan diri yang lebih rendah dibandingkan pasien tanpa ulkus, yang pada akhirnya berdampak pada
penurunan tingkat kelangsungan hidup [2].

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri yang berperan sebagai penyebab infeksi pada luka.
Luka didefinisikan sebagai kerusakan pada struktur anatomi kulit yang mengakibatkan terganggunya fungsi
integritas kulit. Staphylococcus aureus secara alami dapat ditemukan pada permukaan kulit sebagai bagian dari
flora normal, serta sering dijumpai pada pori-pori kulit, kelenjar keringat, dan saluran pencernaan. Meskipun
demikian, bakteri ini dikenal sebagai mikroorganisme patogen oportunistik yang dapat menimbulkan
berbagai manifestasi klinis ketika menginfeksi jaringan tubuh [16].

Sediaan gel dapat digunakan sebagai alternatif dalam pengobatan luka karena memberikan efek
mendinginkan akibat kandungan air yang tinggi, sehingga mempermudah penetrasi zat aktif ke dalam
jaringan kulit. Selain itu, gel bersifat tidak lengket, mudah diaplikasikan, serta mudah dibersihkan, sehingga
dapat membantu mempercepat proses penyembuhan luka [9]. Indonesia sebagai negara dengan
keanekaragaman hayati yang tinggi memiliki potensi besar dalam pemanfaatan tanaman sebagai sumber
bahan baku obat tradisional, termasuk untuk terapi diabetes melitus (DM) [20].

Salah satu tanaman yang berpotensi dimanfaatkan adalah kopi, khususnya biji kopi yang memiliki nilai
manfaat tertinggi dibandingkan bagian tanaman lainnya. Dalam bidang farmasi, biji kopi diketahui
mengandung berbagai senyawa bioaktif yang berperan dalam menurunkan risiko diabetes melitus. Aktivitas
tersebut berkaitan dengan kandungan antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas penyebab berbagai
penyakit. Senyawa utama dalam biji kopi adalah asam klorogenat dan kafein, dimana asam klorogenat
berperan dalam menurunkan hiperglikemia intraseluler serta memiliki aktivitas farmakologis seperti
antibakteri dan antioksidan yang kuat [3]. Kopi Robusta memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram
positif dan gram negatif, termasuk kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus.
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Secara tradisional, masyarakat perkebunan kopi memanfaatkan bubuk Kopi Robusta sebagai terapi untuk
mempercepat penyembuhan luka dengan cara diaplikasikan langsung pada permukaan luka [1].

Meskipun banyak penelitian telah menunjukkan bahwa kopi robusta (Coffea Canephora) memiliki sifat
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan bakteri lainnya, penelitian-penelitian tersebut
umumnya masih terbatas pada uji in vitro dari ekstrak atau fraksi, dan belum dikembangkan lebih lanjut
menjadi bentuk sediaan farmasi yang aplikatif, seperti gel topikal untuk luka diabetik. Sebagai contoh,
penelitian oleh Andarini et al. menunjukkan bahwa fraksi biji kopi robusta memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus [23]. Serta penelitian oleh Amalia (2020) yang melaporkan bahwa senyawa aktif
dalam kopi robusta memiliki potensi untuk mempercepat penyembuhan ulkus diabetikum melalui aktivitas
antibakteri yang terdeteksi [24]. Meskipun demikian, penggunaan fraksi aktif biji kopi robusta dalam
formulasi gel sebagai sediaan topikal untuk luka diabetik masih jarang ditemukan dalam literatur ilmiah yang
ada hingga saat ini. Ketiadaan literatur yang komprehensif mengenai formulasi gel yang menggabungkan
potensi antibakteri dan aktivitas terapeutik lainnya menunjukkan adanya kesenjangan ilmiah yang signifikan,
sehingga menegaskan pentingnya penelitian ini untuk mengembangkan dan mengevaluasi sediaan gel fraksi
aktif biji kopi robusta yang stabil dan efektif terhadap luka diabetik yang rentan terhadap infeksi bakteri.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan secara eksperimental. Penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan kerja, yaitu:
identifikasi/determinasi tumbuhan, pengumpulan sampel, pembuatan serbuk simplisia biji kopi robusta
(Coffea Canephora L.), pembuatan ekstrak dengan etanol 96%, uji skrining fitokimia, fraksinasi dengan pelarut
n-heksana, etil asetat, dan air, formulasi sediaan gel, uji aktivitas antibakteri dengan bakteri Stapylococcus
aureus, dsan evaluasi sediaan. Penelitian dilakukan di Laboratorium terpadu Universitas Prima Indonesia.
Sampel yang digunakan senbayak 4 kg yang diamabil dari daerah samosir.

Instrumen penelitian

Alat yang digunakan termasuk handschoon, masker, rak, tabung reaksi, gelas beker, cawan petri, gelas
ukur, tabung Erlenmeyer, neraca analitik, api bunsen, jangka sorong, penggaris, autoklaf, yellow tip, jarum
ose, inkubator, laminar air flow, rotary evaporator, corong pisah, objek glass, lumpang dan alu, cawan
porselen, kaca arloji, mikro pipet, waterbath, dan pH meter untuk menjaga kebersihan dan kelancaran
eksperimen.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Biji kopi robusta (Coffea Canephora L.) sebagai bahan
aktif yang diperoleh dengan ekstraksi dan fraksinasi. Pelarut yang digunakan pada saat ekstraksi etanol 96%,
n-Heksana, etil asetat sebagai pelarut pada saat fraksinasi, bahan yang digunakan untuk pembuatan gel
berupa: carbopol, TEA, gliserin, metil paraben,propil glikol, aquadest, dan gel klindamisin sebagai kontrol
positif. Medium yang digunakan adalah Nutrient Agar. Bakteri uji adalah Staphlococcus aureus.

Pengelolaan sampel

Sampel yang diambil sebanyak 4 kg buah segar biji kopi robusta yang berwarna merah yang telah
dikupas kulitnya serta dicuci dengan bersih di air mengalir agar bersih dari kotoran dan partikel lainnya,
setelahnya dilakukan pengeringan dibawah matahari, setelah kering sampel yang digunakan dilakukan
sortasi kering untuk memisahkan sampel yang rusak selama proses pengeringan. Sampel yang didapatkan
dari proses sortasi kering dihaluskan dengan blender agar berbentuk serbuk. Selanjutnya dilakukan
perhitungan bobot simplisia menggunakan rumus berikut:

Berat simplisia yang diperoleh

X 100%

Rendemen Simplisia = ——
Berat simplisia awal

Pembuatan Ekstrak

Ekstraksi biji kopi robusta dilakukan dengan metode maserasi menggunakan etanol 96%. Simplisia
seberat 600 gram direndam dalam etanol selama 3 kali 24 jam tanpa melakukan remaserasi atau pergantian
pelarut dengan perbandingan etanol dan simplisa 1:10. Pada hari ketiga larutan disaring menggunakan kertas
saring. Larutan ekstrak yang didapat diuapkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada suhu 70-75°C
dan tekanan 400-500 mmHg untuk menghilangkan pelarut dan mendapatkan ekstrak kental. Rendemen
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dihitung sebagai persentase bobot ekstrak terhadap bobot simplisia, menghasilkan ekstrak pekat
berkonsentrasi 100%.
Berikut rumus untuk menentukan hasil rendemennya :

Berat ektrak yang diperoleh

Rendemen ekstrak = x 100%

Berat sample awal

Uji Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam ekstrak biji kopi robusta. Pengujian ini meliputi identifikasi golongan senyawa flavonoid,
fenolik, tanin, alkaloid, saponin, serta steroid/terpenoid dengan menggunakan metode reaksi warna dan
pembentukan endapan sebagai indikator keberadaan senyawa tertentu.

Uji flavonoid dilakukan dengan menimbang sebanyak 1 g ekstrak biji kopi robusta yang kemudian
dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Sampel selanjutnya ditambahkan serbuk magnesium (Mg) dan beberapa
tetes larutan asam klorida (HCl). Terbentuknya perubahan warna menjadi kuning, merah, atau jingga
menunjukkan reaksi positif yang menandakan adanya senyawa flavonoid dalam sampel.

Identifikasi senyawa fenolik dilakukan dengan memasukkan 1 g ekstrak biji kopi robusta ke dalam
tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1-2 tetes larutan FeCl;. Munculnya warna hijau kehitaman atau biru
kehitaman menunjukkan reaksi positif yang mengindikasikan keberadaan senyawa fenolik dalam ekstrak.

Uji tanin dilakukan dengan prosedur serupa, yaitu dengan menambahkan 1-2 tetes larutan FeCl; ke
dalam tabung reaksi yang berisi 1 g ekstrak biji kopi robusta. Terbentuknya warna hijau kehitaman atau biru
kehitaman menunjukkan adanya tanin. Konfirmasi lebih lanjut dilakukan dengan menambahkan larutan
gelatin 1% yang mengandung natrium klorida. Terbentuknya endapan putih menunjukkan reaksi positif yang
menandakan adanya senyawa tanin dalam sampel.

Pengujian alkaloid dilakukan dengan memasukkan 1 g ekstrak biji kopi robusta ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan pereaksi Dragendorff. Munculnya warna coklat kemerahan menunjukkan adanya
senyawa alkaloid. Selain itu, penambahan pereaksi Mayer dalam suasana asam (HCI 2%) yang menghasilkan
endapan putih juga menunjukkan hasil positif terhadap keberadaan alkaloid.

Uji saponin dilakukan dengan menambahkan aquadest ke dalam tabung reaksi yang berisi 1 g ekstrak
biji kopi robusta, kemudian larutan dikocok kuat selama beberapa menit. Setelah itu ditambahkan larutan
HCI 2 N. Apabila terbentuk busa stabil dengan tinggi sekitar 1-10 cm yang bertahan selama beberapa waktu,
maka sampel dinyatakan positif mengandung senyawa saponin.

Identifikasi senyawa steroid dan terpenoid dilakukan dengan menambahkan 1-3 tetes pereaksi
Liebermann—-Burchard ke dalam tabung reaksi yang berisi 1 g ekstrak biji kopi robusta. Terbentuknya warna
merah menunjukkan adanya senyawa terpenoid, sedangkan munculnya warna biru menunjukkan
keberadaan senyawa steroid dalam sampel.

Fraksinasi

Fraksinasi ekstrak biji kopi robusta (Coffea Canephora L.) dilakukan menggunakan ekstrak etanol kental
dengan tiga pelarut berbeda polaritas, yaitu n-heksana, etil asetat, dan air (aquadest panas). Ekstrak etanol
disuspensikan dengan aquadest panas (1:10), kemudian dimasukkan ke dalam corong pisah dan diekstraksi
berturut-turut dengan n-heksana dan etil asetat menggunakan metode partisi cair—cair sebanyak tiga kali.
Setiap fraksi yang diperoleh diuapkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada suhu 40°C dan
dilanjutkan dengan waterbath hingga diperoleh fraksi kental n-heksana, etil asetat, dan air.

Hasil yang didapat dihitung nilai rendeman fraksinya dengan rumus berikut:
Beratt fraksi akhir

X 100%
Berat ekstrak awal

Rendeman fraksi =

Prosedur Sterilisasi, Persiapan Media

Seluruh peralatan yang digunakan dalam penelitian terlebih dahulu dibersihkan menggunakan air dan
deterjen, kemudian dikeringkan sebelum dilakukan proses sterilisasi. Alat-alat gelas dibungkus
menggunakan aluminium foil dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit. Alternatif
sterilisasi juga dapat dilakukan menggunakan oven pada suhu 170 °C selama 1 jam. Peralatan yang terbuat
dari bahan karet disterilkan dengan cara direndam dalam larutan alkohol 70%. Jarum ose disterilkan melalui
proses pemijaran di atas nyala api hingga berpijar, sedangkan ruang kerja pada Laminar Air Flow (LAF)
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disterilkan menggunakan sinar ultraviolet dan penyemprotan alkohol 70% baik sebelum maupun setelah
digunakan untuk menjaga kondisi aseptik [6].

Media pertumbuhan bakteri yang digunakan adalah Nutrient Agar (NA). Pembuatan media dilakukan
dengan melarutkan 6 g serbuk nutrient agar ke dalam 200 mL aquadest, kemudian dipanaskan sambil diaduk
hingga larutan menjadi homogen dan mendidih. Larutan media selanjutnya disterilkan menggunakan
autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi selesai, media didinginkan hingga
mencapai suhu sekitar 45 °C, kemudian dituangkan ke dalam cawan petri steril masing-masing sebanyak +20
mL dan dibiarkan hingga memadat pada suhu ruang [6].

Peremajaan bakteri dilakukan untuk memperoleh kultur bakteri yang aktif dan segar. Proses ini
dilakukan dengan mengambil satu ose koloni bakteri Staphylococcus aureus kemudian digoreskan pada
permukaan media agar miring secara aseptik. Kultur tersebut selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama
24 jam hingga terbentuk pertumbuhan bakteri yang optimal [6].

Standar kekeruhan bakteri dibuat menggunakan larutan standar McFarland. Pembuatan standar ini
dilakukan dengan mencampurkan 0,05 mL larutan BaCl,-2H>O 1,75% dengan 9,95 mL larutan H,SO, sehingga
menghasilkan suspensi keruh yang digunakan sebagai pembanding kekeruhan dalam pembuatan suspensi
bakteri [6].

Suspensi bakteri dibuat dengan mengambil dua ose koloni bakteri dari kultur yang telah diremajakan,
kemudian disuspensikan ke dalam 10 mL larutan NaCl 0,9% steril. Suspensi tersebut dihomogenkan dan
tingkat kekeruhannya disesuaikan dengan standar McFarland agar konsentrasi bakteri yang digunakan
dalam pengujian menjadi seragam [6].

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cakram dengan konsentrasi fraksi 12,5%, 25%,
dan 50%. Clindamycin dan gel clindamycin digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan aquadest dan basis
gel sebagai kontrol negatif. Media NA diinokulasi dengan suspensi bakteri, kemudian kertas cakram berisi
sampel dan kontrol diletakkan di atas media. Selanjutnya, media diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam,
dan aktivitas antibakteri ditentukan berdasarkan diameter zona hambat yang terbentuk disekitar cakram [6].

Pemilihan konsentrasi fraksi aktif biji kopi robusta dalam penelitian ini didasarkan pada studi awal dan
literatur yang menunjukkan bahwa berbagai penelitian uji antibakteri kopi menggunakan rentang konsentrasi
bertingkat untuk mengevaluasi efektivitasnya. Sebagai contoh, penelitian oleh Tanauma (2016) yang menguji
aktivitas antibakteri ekstrak biji kopi robusta (Coffea Canephora) terhadap Escherichia coli dengan konsentrasi
10%, 50%, dan 100% menemukan bahwa semakin tinggi konsentrasi, semakin besar zona hambat yang
dihasilkan, menunjukkan adanya hubungan antara kadar ekstrak dan aktivitas antibakteri [25]. Demikian
pula, dalam penelitian oleh Andarini et al. (2019), fraksi biji kopi robusta menunjukkan aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus pada konsentrasi bertahap hingga 30%, yang diamati melalui analisis KLT-
bioautografi [26]. Berdasarkan praktik dan hasil studi pendahuluan yang kami lakukan, konsentrasi di bawah
10% menunjukkan aktivitas antibakteri yang rendah atau tidak konsisten, sehingga ditetapkan tiga variasi
konsentrasi yaitu 12,5%, 25%, dan 50% untuk menjelaskan hubungan antara kadar fraksi aktif dan efek
antibakteri secara representatif.

Seluruh perlakuan dalam penelitian ini dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan (triplo) untuk setiap
konsentrasi dan kontrol, dengan tujuan untuk meningkatkan validitas dan reliabilitas data. Penelitian ini
menggunakan desain eksperimen laboratorium dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) satu faktor, yaitu
variasi konsentrasi fraksi aktif biji kopi robusta (12,5%, 25%, dan 50%). Parameter yang diamati adalah
diameter zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan menggunakan metode difusi cakram.
Nilai diameter zona hambat dari setiap pengulangan dihitung rata-ratanya untuk menggambarkan aktivitas
antibakteri pada setiap perlakuan, kemudian dianalisis secara statistik untuk menentukan perbedaan
signifikan antar konsentrasi perlakuan.

Pembuatan Formulasi Gel Fraksi Aktif Biji Kopi Robusta

Pada pembuatan gel, karbopol terlebih dahulu dikembangkan dengan aquadest yang telah dipanaskan
secara perlahan hingga semua aquadest yang digunakan dan digerus hingga homogen pada lumpang yang
telah dipanaskan diatas waterbath (campuran), selanjutnya larutkan metil paraben dengan propilen glikol
6% dan gliserin 5% yang telah dicampur lalu aduk hingga homogen (campuran 2). Kemudian, campuran 1
dan 2 disatukan lalu digerus hingga homogen, selanjutnya tambahkan TEA sedikit demi sedikit hingga
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membentuk basis gel. Selanjutnya, tambahkan sedikit demi sedikit fraksi air biji kopi robusta yang digunakan
kedalam basus gel dan homogenkan [22].

Penggunaan gliserin 5% dan propilen glikol 6% dalam formulasi ini bertujuan untuk meningkatkan
kelembapan produk serta memperbaiki stabilitas fisik dan karakteristik pelepasan zat aktif. Gliserin berfungsi
sebagai humektan yang dapat menarik dan mempertahankan air dalam matriks gel, sehingga meningkatkan
hidrasi permukaan kulit dan menjaga elastisitas produk. Di sisi lain, propilen glikol tidak hanya berfungsi
sebagai humektan, tetapi juga sebagai ko-solven dan enhancer penetrasi yang dapat meningkatkan kelarutan
serta membantu difusi zat aktif melalui lapisan kulit. Penelitian terbaru dalam jurnal Pharmaceutics (2021)
melaporkan bahwa propilen glikol dapat meningkatkan permeasi zat aktif melalui mekanisme peningkatan
fluiditas lipid stratum korneum [27].

Tabel 1. Bahan Formulasi

Bahan Formulasi (%) Kegunaan
F1 F2 F3
Fraksi Aktif Biji Kopi Robusta (Coffea Chanephora L.) 125 25 50  Zat aktif

Carbopol 1 1 1 Gelling agent

Propilenglikol 6 6 6 Humektan

Metil paraben 0,1 0,1 0,1 Pengawet

TEA 1 1 1 Alkalizing agent

Gliserin 5 5 5 Humektan

Aquadest ad 100 100 100 Pelarut
Keterangan :

F1: Sediaan gel dengan fraksi aktih biji kopi robusta 12,5%
F2 : Sediaan gel dengan fraksi aktih biji kopi robusta 25%
F3 : Sediaan gel dengan fraksi aktih biji kopi robusta 50%

Selain itu, proporsi humektan dalam sistem hidrogel mempengaruhi viskositas dan pelepasan zat aktif.
Penelitian dalam jurnal Gels (2023) menunjukkan bahwa peningkatan kadar humektan seperti gliserin dapat
meningkatkan viskositas matriks hidrogel melalui interaksi hidrogen dengan jaringan polimer, yang pada
akhirnya mempengarubhi laju difusi obat dari sistem gel. Kombinasi gliserin 5% dan propilen glikol 6% dalam
penelitian ini dipilih untuk mencapai keseimbangan antara kelembapan, stabilitas viskositas, dan
kemampuan pelepasan zat aktif, sehingga gel tetap melekat pada permukaan luka diabetik namun tetap
memungkinkan difusi senyawa antibakteri secara optimal [28].

Proporsi tersebut juga mempertimbangkan keamanan dan kenyamanan penggunaan topikal, karena
konsentrasi humektan dalam rentang 5-10% dilaporkan aman dan tidak menyebabkan iritasi signifikan pada
aplikasi dermal jangka pendek. Dengan demikian, kombinasi gliserin dan propilen glikol dalam formula ini
tidak hanya mendukung karakteristik fisik gel tetapi juga berkontribusi terhadap efektivitas penghantaran
fraksi aktif dari biji kopi robusta [29].

Evaluasi Stabilitas Fisik
Uji Organoleptik

Uji organoleptik dilakukan untuk menilai karakteristik fisik sediaan gel secara visual, meliputi bentuk,
warna, dan bau [22].

Uji Homogenitas
Uji homogenitas dilakukan dengan mengoleskan gel pada kaca objek dan mengamati keseragaman
sediaan. Gel yang baik menunjukkan tampilan homogen tanpa butiran kasar [22].

Uji pH

Uji pH bertujuan untuk memastikan keamanan sediaan gel terhadap kulit. Pengukuran dilakukan
menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi dengan buffer pH 4 dan 7. Sebanyak 1 g gel dilarutkan dalam
10 mL aquadest, kemudian pH diukur hingga stabil. Nilai pH gel yang aman berada pada rentang 4,5-8 (SNI
16-3499-1996) [22].
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Uji Daya Sebar

Uji daya sebar dilakukan untuk menilai kemampuan gel menyebar pada kulit. Sebanyak 1 g gel
diletakkan di atas kaca, ditutup kaca lain, dan diberi beban 100 g selama 1 menit, kemudian diameter sebar
diukur. Daya sebar gel yang baik berada pada kisaran 5-7 cm (SNI No. 06-2588) [22].

Uji Viskositas

Uji viskositas dilakukan menggunakan viskometer Brookfield dengan spindle nomor 4 pada kecepatan
30 rpm. Sebanyak 100 mL gel diuji dan nilai viskositas dibaca dari skala alat. Viskositas gel yang baik berada
pada rentang 3.000-50.000 cP (SNI No. 16-4380-1996) [22].

Hasil dan Pembahasan

Hasil Ekstraksi Biji Kopi Robusta ( Coffea Canephora L.)

Pada penelitian ini, serbuk simplisia biji kopi robusta yang digunakan sebanyak 600 gram yang
dimaserasi dengan etanol 96% sebanyak 6 liter dengan perbandingan 1:10. Penggunaan etanol 96% sebagai
pelarut dalam proses maserasi dikarenakan sifat etanol 96% polar dan dapat mengekstraksi senyawa polar
maupun non-polar. Selain itu, etanol memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan kapang dan
mikroorganisme, daya absorbansi yang baik, tidak menimbulkan pembengkakan pada membran sel, serta
dapat meningkatkan stabilitas senyawa obat yang terlarut. Etanol juga mampu menghambat aktivitas enzim
sehingga sangat efektif digunakan untuk memperoleh ekstrak dengan hasil yang optimal [15]. Dan hasil
ekstrak kental yang didapatkan sebanyak 86 gram dengan persentase rendeman sebesar 14,33%. Nilai
rendeman ini menunjukkan efisiensi pelarut etanol dalam mengekstraksi komponen dari material simplisia
kopi robusta. Oleh karena itu, rendemen ekstrak simplisia biji kopi robusta yang diperoleh telah memenuhi
kriteria, karena suatu rendemen dikatakan baik apabila nilainya melebihi 10% [15].

Hasil Uji Skrining Fitokimia Biji Kopi Robusta ( Coffea Canephora L.)
Tabel 2. Hasil Skrining Fitokimia

Skrining Fitikimia Reagen Hasil Teoritis Hasil Pengamatan
Uiji Alkaloid HCL2%+ Dragendrof Coklat kemerahan +
Uji Flavonoid Serbuk Mg + HCL Kuning kemerahan +
Uji Tanin FeCl3 Biru kehitaman +
Uji Fenol FeCl3 Biru kehitaman +
Uji Saponin Aquadest + HCL Busa stabil 1-10 cm +
Uji Triterpenoid Lieberman Burchard Merah kecoklatan +

Skrining fitokimia pada penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa
metabolit sekunder dalam sampel biji kopi robusta. Jenis uji skrining yang dilakukan meliputi uji flavonoid,
saponin, alkaloid, tanin, terpenoid, dan fenol. Hasil pengujian fitokimia terhadap sampel biji kopi robusta
disajikan pada Tabel 1. Pada pengujian alkaloid, penambahan reagen HCl 2% dan Dragendorff menghasilkan
perubahan warna menjadi coklat kemerahan, yang menunjukkan terbentuknya endapan kompleks kalium-
alkaloid akibat interaksi dengan ion logam. Uji flavonoid menggunakan serbuk magnesium dan HCI
menunjukkan perubahan warna menjadi kuning kemerahan. Sementara itu, pengujian tanin dan fenol dengan
penambahan reagen FeCl; menghasilkan warna biru kehitaman. Senyawa fenolik diketahui memiliki
hubungan yang kuat dengan aktivitas antioksidan, yang merupakan hasil kombinasi senyawa fenol dengan
mono- atau polisakarida, sehingga terdeteksi dengan warna hitam kebiruan. Pada uji saponin, penambahan
akuades yang diikuti pengocokan kuat menghasilkan busa stabil setelah penambahan HCL. Uji triterpenoid
dengan reagen Liebermann-Burchard menunjukkan terbentuknya warna merah kecoklatan sebagai indikator
positif [4]. Sehingga pada pengujian skrining fitokimia pada sampel biji kopi robusta mendapat hasil positif
pada uji flavonoid, alkaloid, sapanin, triterpenoid, tanin dan fenol.

Fraksinasi Biji Kopi Robusta (Coffea Canephora L.)
Fraksinasi merupakan metode pemisahan suatu campuran menjadi beberapa fraksi berdasarkan
perbedaan tingkat kepolaritasan, yang dilakukan menggunakan teknik ekstraksi cair—cair dengan pelarut
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yang memiliki polaritas berbeda. Prinsip dasar ekstraksi cair—cair adalah like dissolves like, yaitu senyawa
akan lebih mudah larut dalam pelarut yang memiliki tingkat kepolaritasan yang serupa. Pada penelitian ini
digunakan ekstrak kental biji kopi robusta sebanyak 86 gram, yang kemudian difraksinasi secara bertahap
menggunakan pelarut dengan polaritas berbeda, dimulai dari pelarut nonpolar, diikuti pelarut semipolar,
hingga pelarut polar. Pelarut nonpolar yang digunakan adalah n-heksana, pelarut semipolar menggunakan
etil asetat, sedangkan pelarut polar menggunakan air [10].

Tabel 3. Hasil Fraksinasi ekstrak kental biji kopi robusta

No Bobot Ekstrak (gram)  Volume Fraksi (ml)  Bobot Fraksi (gram)  Persentase Rendeman (%)

1 n-Heksana 86 9 10,46
2 Etil asetat 86 17 19,76
3 Air 86 46 55,81

Pada hasil fraksinasi pada sampel ekstrak kental biji kopi robusta pada tabel 2 mendapat hasil
rendeman paling tinggi pada fraksi air, yaitu sebesar 55.81%, sedangkan pada fraksi etil asetat mendapat
rendeman 19.76%, dan fraksi n-Hekasana mendapatkan hasil rendeman paling sedikit, yaitu sebesar 10.46%.
Hasil fraksinasi pada ekstrak kental biji kopi robusta menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang
paling banyak tersaring ialah senyawa yang memiliki kepolaritasan yang polar, karena pada saat fraksinasi
hasil yang fraksi air mendapat rendeman paling tinggi.

Uji Fraksi Aktif Biji Kopi Robusta pada Bakteri Stapylococcus aureus

Tabel 4. Diameter zona hambat pada uji fraksi aktif biji kopi robusta terhadap bakteri Stapylococcus aureus

Fraksi Zona Hambat (mm)
n-Heksana 12,15

Etil asetat 9,98

Air 7,16

Kontrol negatif (Air) -

Kontrol positif (Clindamycin) 32,28 mm

(b)
Gambear 1. Uji Antibakteri Fraksi Biji Kopi Robusta

Berdasarkan hasil penelitian ini, bahwa ekstrak kental etanol biji kopi robusta terdapat zona
penghambatan pada bakteri Stapylococcus aureus yang menandakan adanya kandungan kimia yang bersifat
antibakteri pada sampel. Sebagian besar senyawa yang memiliki aktivitas antibakteri termasuk ke dalam
golongan kimia bersifat semipolar hingga polar. Fraksi air dan etil asetat diketahui mengandung senyawa
yang lebih spesifik dibandingkan fraksi ekstrak kasar dan fraksi n-heksana, yang ditunjukkan oleh
terbentuknya zona hambat dengan diameter yang lebih besar [5]. Dapat dilihat pada hasil tabel 4 dan gambar
la diatas menunjukakan bahwa fraksi air memiliki zona hambatan sebasar 12,15 mm, sedangkan fraksi etil
asetat memiliki zona hambat sebesar 9,98 mm. Dan n-Heksana zona hambatnya sangat kecil, yaitu sebesar
7,16 mm.

Zona penghambatan pada ciprofloxacin sebagai kontrol positif memiliki zona hambat paling tinggi,
yaitu sebesar 32,28 mm terhadap bakteri Stapylococcus aureus. Sementara air sebagai kontrol negatif tidak
menunjukkan adanya zona hambat pada bakteri Stapylococcus aureus. Karena tidak ada zona penghambatan
yang jelas di sekitar cakram pada pelarut yang digunakan yang menunjukkan aktivitas bakteri. Dari data
tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak merupakan sumber satu-satunya yang memiliki aktivitas
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antibakteri sehingga terdapat zona hambat, sedangkan pelarut air tidak berpengaruh pada fraksi biji kopi
robusta.

Aktivitas antibakteri pada biji kopi robusta tertinggi pada fraksi air dan aktivitas antibakteri paling
rendah pada fraksi n-Heksana. Fraksi air biji kopi robusta mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, saponin, fenolik dan kandungan metabolit primer seperti glukosa, lemak, dan asam amino.
Flavonoid, saponin, dan fenolik merupakan senyawa polar, sehingga fraksi air biji kopi robusta memiliki
antibakteri yang baik terhadap bakteri Stapylococcus aureus [11]. Kopi robusta juga memiliki senyawa
trigonelin, kafein dan asam kloronenat yang juga sebagai antibakteri [14].

Secara mekanisme, senyawa fenolik dan flavonoid berfungsi dengan merusak integritas dinding dan
membran sel bakteri. Senyawa fenolik dapat berikatan dengan protein membran serta komponen
peptidoglikan pada bakteri Gram positif seperti Staphylococcus aureus, yang meningkatkan permeabilitas
membran sel dan menyebabkan kebocoran komponen intraseluler, yang akhirnya mengakibatkan kematian
sel bakteri. Mekanisme ini telah dilaporkan dalam penelitian terbaru yang menunjukkan bahwa senyawa
fenolik dapat mengganggu struktur membran dan menghambat pembentukan biofilm bakteri [33]. Selain itu,
flavonoid juga diketahui dapat menghambat aktivitas enzim penting bakteri dan mengganggu proses
pembentukan biofilm yang berperan dalam memperlambat penyembuhan luka [34].

Relevansi mekanisme ini terhadap penyembuhan luka diabetik sangat penting, karena infeksi oleh
Staphylococcus aureus dapat memperpanjang fase inflamasi dan menghambat pembentukan jaringan granulasi.
Dengan adanya aktivitas antibakteri yang merusak dinding sel dan menghambat kolonisasi bakteri, fraksi
aktif biji kopi robusta memiliki potensi untuk menciptakan lingkungan luka yang lebih bersih dari infeksi,
sehingga mempercepat proses epitelisasi dan regenerasi jaringan.

Hasil Uji Antibakteri pada Formulasi Gel Fraksi aktif Biji Kopi Robusta

Tabel 5. Variasi konsentasi diameter zona hambat fraksi air biji kopi robusta terhadap bakteri Stapylococcus
aureus

Fraksi Air Biji Kopi Robusata Zona Hambat (mm)
Konsentarsi 12.5% 8,09
Konsentarsi 25% 9,32
Konsentarsi 50% 10,49

Tabel 6. Diameter zona hambat formulasi gel fraksi aktif biji kopi robusta terhadap bakteri Stapylococcus
aureus

Konsentrasi (%) Pengulangan1l Pengulangan2 Pengulangan3  Rerata SD (mm)

12,5% 8,38 8,07 12,95 9,80 +2,68
25% 11,64 14,74 15,69 14,02 £2,13
50% 15,14 19,15 19,66 17,98 + 2,48

Keterangan : Pada data tabel diatas terdapat perbedaan yang signifikan antara variasi konsentrasi gel fraksi aktif biji kopi robusta terhadap diameter zona
hambat Stapylococcus aureus.

Sampel Zona Hambat (mm)

Kontrol Negatif ~ Basis gel -

Kontrol Positif ~ Gel clindamycin 26

(a)Pengulangan 1 (b)Pengulangan 2 (c)Pengulangan 3 (d)Kontrol positif dan
negatif
Gambar 2. Uji Antibakteri pada Formulasi Sediaan Gel Fraksi Aktif Biji Kopi Robusta

Berdasarkan hasil pada tabel 5 variasi konsentrasi Fraksi air biji kopi robusta yang memiliki aktivitas
antibakteri pada bakteri Stapylococcus aureus terdapat penghambatan pada konsentrasi 12,5%, 25%, dan 50%.
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Diameter zona hambat pada konsetrasi 12,5% sebesar 8,09 mm, konsentrasi 25% sebesar 9,32 mm, dan
konsentrasi 50% sebesar 10,49 mm. Dari hasil variasi konsentasi fraksi air kopi robusta diformulasikan
menjadi sediaan gel. Gel adalah bentuk sediaan bening yang banyak digemari baik oleh masyarakat umum
maupun industri farmasi dan kosmetik. Keunggulan sediaan gel meliputi kemudahan untuk dibersihkan,
kemampuan penetrasi yang baik ke dalam kulit, memberikan sensasi sejuk saat digunakan, serta mampu
menghasilkan pelepasan zat aktif yang optimal [13].

Hasil dari formulasi gel fraksi air biji kopi robusta mendapatkan peningkatan zona hambat yang diuji
dengan metode difusi cakram dengan tiga kali pengulangan. Hasil yang didapat pada konsentrasi 12,5%
penghambatannya meningkat menjadi 9,79 mm, konsentrasi 25% dengan zona hambat 13,94, dan konsentrasi
50% memiliki zona hambat paling tinggi yaitu sebesar 17,98 mm. Sedangkan pada kontrol positif clindamycin
mendapat diameter zona hambat sebesar 26 mm dan pada kontrol negatif basis gel tidak ada indikasi zona
hambat pada bakteri Stapylococcus aureus. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri yang dihasilkan
berasal dari fraksi air biji kopi robusta dan basil gel tanpa fraksi air biji kopi robusta tidak memiliki aktivitas
antibakter terhadap bakteri Stapylococcus aureus. Hal ini diduga karena adanya aktivitas senyawa flavonoid,
saponin, kafein, asam klorogenat, trigonelin dan fenol pada biji kopi robusta sebagai antibakteri.

Hasil pengujian ini menunjukkan bahwa formulasi sediaan gel fraksi air biji kopi robusta memiliki
aktivitas antibakteri tetapi tidak seefektif gel clindamycin dalam menghambat bakteri stapylococcus aureus
yang mendapatkan zona hambat paling besar.

Evaluasi Sediaan Gel

Tabel 7. Evaluasi sediaan gel

Evaluasi Formulasi 1 Formulasi 2 Formulasi 3
Organoleptis Bau khas madu, Berwarna Bau khas madu, Berwarna Bau khas madu, Berwarna
coklat muda, Berbentuk gel cair  coklat tua, Berbentuk gel cair coklat tua, Berbentuk gel cair
pH 4,26 4,62 4,75
Homogenitas Homogen Homogen Homogen
Daya sebar 6 6 7
Viskositas 1170 2013 6108

Hasil uji organoleptis formulasi sediaan gel fraksi air biji kopi robusta dapat dilihat pada tabel 6
memiliki bau khas seperti madu yang berwarna coklat hal ini dikarenakan berasal dari fraksi air yang
digunakan pada formulasi gel yang mempunyai bau khas dan warna yang sama dan berbentuk gel cair. Hasil
pengujian homogenitas menunjukkan bahwa sediaan telah memenuhi persyaratan Farmakope Indonesia
Edisi IIl, yang menyatakan bahwa gel harus memiliki susunan yang seragam, ditandai dengan tidak
ditemukannya partikel yang menggumpal atau terdistribusi tidak merata saat dioleskan pada kaca objek.
Kondisi ini bertujuan agar setiap partikel mempunyai kesempatan yang sama untuk tersebar di seluruh
bagian gel. Kecepatan pengadukan berperan dalam memperkecil ukuran partikel, namun pengadukan yang
terlalu cepat dan kuat dapat menyebabkan sediaan menjadi tidak homogen karena merusak struktur rantai
polimer serta menimbulkan pembentukan gelembung udara di dalam gel.

Hasil uji pH sediaan gel fraksi air biji kopi robusta pada formula 1 berkisar 4,26, formula 2 (4,62), dan
formula 3 (4,75). Pada formula 2 dan 3 pHnya masih pada rentang yang baik, dimana rentang pH yang baik
ialah pH 4,5-8, sedangkan pada formula 1 pHnya tidak sampai pada rentang pH yang baik yang menandakan
formula terlalu asam. Hal ini disebabkan oleh adanya senyawa yang bersifat asam pada sediaan gel yang
didapat dari fraksi air biji kopi robusta. Dimana kopi robusta memiliki senyawa asam klorogenat yang
menyebabkan pH pada sediaan asam.

Hasil uji daya sebar sediaan gel fraksi air biji kopi robusta memiliki daya sebar yang baik yang didapat
pada rentang 6-7 cm yang menunjukan bahwa sediaan memenuhi pesyaratan uji daya sebar. Selain
mekanisme kimia dari senyawa aktif, sifat fisik sediaan seperti viskositas juga mempengaruhi difusi zat aktif
dari gel ke jaringan luka. Viskositas yang lebih tinggi dapat memperpanjang waktu kontak antara sediaan
dan permukaan luka, sehingga meningkatkan retensi zat aktif di area infeksi. Namun, viskositas yang terlalu
tinggi dapat menghambat difusi molekul zat aktif karena jaringan polimer gel menjadi lebih padat dan
menghalangi pergerakan molekul. Penelitian terbaru mengenai hidrogel topikal menunjukkan bahwa
peningkatan densitas jaringan polimer dan viskositas mempengaruhi laju pelepasan serta difusi zat aktif dari
matriks gel [35]. Oleh karena itu, diperlukan keseimbangan viskositas yang optimal agar gel dapat menempel
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pada luka diabetik tanpa menghalangi pelepasan zat aktif antibakteri. Dalam penelitian ini, formula dengan
viskositas yang lebih tinggi menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih baik dibandingkan dengan formula
viskositas rendah, kemungkinan disebabkan oleh kombinasi antara peningkatan retensi sediaan dan difusi
zat aktif yang masih berada dalam rentang optimal.

Uji viskositas sediaan gel fraksi air biji kopi robusta menunjukkan hasil pada Formula I sebesar 1170
cP, Formula II sebesar 2013 cP, dan Formula III sebesar 6108 cP. Hasil tersebut menunjukkan bahwa Formula
I dan II belum memenuhi persyaratan viskositas gel yang baik, karena rentang viskositas sediaan gel topikal
yang dianjurkan berada pada kisaran 3.000-50.000 cP. Rendahnya viskositas pada Formula I dan II diduga
disebabkan oleh kecilnya konsentrasi gliserin yang digunakan dalam formulasi. Gliserin berperan sebagai
humektan yang mampu mengikat air, meningkatkan kohesi antar molekul dalam sistem gel, serta
memperbesar hambatan terhadap aliran sehingga meningkatkan viskositas sediaan. Dengan demikian,
peningkatan konsentrasi gliserin berkontribusi terhadap peningkatan viskositas Formula III yang telah
memenubhi rentang viskositas yang dipersyaratkan dan menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih optimal
dibandingkan formula dengan viskositas rendah[12].

Kesimpulan

Penelitian ini menunjukkan bahwa fraksi air biji kopi robusta (Coffea Canephora L.) memiliki aktivitas
antibakteri paling tinggi terhadap Staphylococcus aureus dibandingkan fraksi lainnya, didukung oleh
kandungan senyawa polar seperti flavonoid dan fenol yang bekerja merusak dinding serta membran sel
bakteri. Formulasi dalam bentuk gel meningkatkan efektivitas antibakteri secara konsentrasi-dependen,
dengan hasil terbaik pada konsentrasi 50%, meskipun masih di bawah kontrol positif. Evaluasi fisik
menunjukkan bahwa formula konsentrasi tertinggi memiliki karakteristik paling optimal, terutama dari segi
viskositas, sehingga secara keseluruhan gel fraksi air biji kopi robusta berpotensi dikembangkan sebagai
alternatif terapi topikal untuk luka diabetik yang terinfeksi.
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