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Abstract: Eco-enzyme is a fermented product from an organic waste substrate, 

molasses, and water. Eco-enzyme can be used as antibacterial because it produces 

organic compounds such as alcohol and acetic acid. Pineapple peel waste (Ananas 

comosus L.) can be used as an eco-enzyme. This study aimed to test the 

antibacterial activity of pineapple peel eco enzyme against Pseudomonas 

aeruginosa and Staphylococcus epidermidis. The study used the method of 

determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Killing 

Concentration (MBC) of pineapple peel eco-enzyme with 8 treatment levels 

namely negative control (aquadest), positive control (ciprofloxacin 5 mg/mL), 

3.125%, 6.25 %, 12.5%, 25%, 50%, and 100% eco-enzymes. Based on the 

research results, it was known that the MIC value of pineapple peel eco-enzyme 

against P. aeruginosa, and S. epidermidis was 12.5% and 3.125%, respectively. 

Eco- enzymes from pineapple peel did not show minimum killing concentrations. 
Eco-enzyme of pineapple peel is only bacteriostatic towards the growth of P. 

aeruginosa and S. epidermidis bacteria. 

 
Keywords: Antibacterial, eco-enzyme, pineapple peel, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus epidermidis. 

 

 

Pendahuluan 

 

Kalimantan Barat merupakan sentra 

penghasil buah nanas (Ananas comosus L.) 

khususnya di Kabupaten Mempawah dan 

Kabupaten Kubu Raya (Utomo, 2011). Data 

terbaru dari Badan Pusat Statistik (BPS) 2020 

menunjukkan bahwa produksi nanas di 

Kalimantan Barat mencapai 208.463 ton. 

Varietas yang umumnya ditanam dan 

terdistribusi ke pasar-pasar di Kota Pontianak 

merupakan jenis nanas ratu raya (queen) dan 

cayenne dengan rata-rata produksi sebesar 7,9 

ton/hektar. Pemanfaatan buah nanas di Kalbar 

terbatas pada daging buah sebagai produk 

olahan makanan sedangkan kulit nanas tidak 

dimanfaatkan secara langsung (Utomo, 2011).  

Buah nanas memiliki proporsi bagian 

kulit sebesar 21,9% dan merupakan limbah 

organik yang tidak digunakan. Kurangnya 

pemanfaatan limbah kulit buah nanas di 

Kalimantan Barat khususnya di Kota Pontianak 

menyebabkan limbah organik meningkat 

sehingga perlu dilakukan upaya untuk 

mengubah limbah kulit nanas tersebut menjadi 

produk yang lebih bermanfaat yaitu eco-enzyme. 

Eco-enzyme adalah hasil biokonversi limbah 

bahan organik yang memiliki aroma yang khas 

dengan menghasilkan alkohol, asam asetat, 

asam laktat, dan beberapa metabolit sekunder 

yang berfungsi sebagai antibakteri (Rohmah et 

al., 2020; Ramadani et al., 2022). Eco-enzyme 

dari berbagai limbah organik seperti kulit 

rambutan, bonggol jagung, dan kulit labu siam 

dapat digunakan sebagai antibakteri yang 

menghasilkan daya hambat sangat kuat pada 

Staphylococcus aureus (Rahayu et al., 2021).  

Pembuatan eco-enzyme kulit buah yang 

dapat dimanfaatkan sebagai senyawa bioaktif 

dalam pembuatan sabun cair (Saifuddin et al., 

2021). Kulit nanas merupakan substrat organik 

yang mengandung karotenoid, flavonoid, enzim 

bromealin, antosianin, dan vitamin C yang 

bersifat antibakteri (Suerni et al., 2013). Kulit 
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nanas mengandung karbohidrat 17,53%, protein 

4,41%, gula pereduksi 13,65%, dan serat kasar 

20,87% (Munir et al., 2010). Senyawa-senyawa 

tersebut merupakan bahan baku dalam 

pembuatan eco-enzyme. Hasil penelitian 

Ramadani et al., (2022) eco-enzyme limbah kulit 

nanas (Ananas comosus L.) memperlihatkan 

aktivitas sebagai antimikroba terhadap bakteri 

penyebab jerawat yaitu Staphylococcus aureus 

dan Propionibacterium acnes. Daya hambat 

terbesar pada konsentrasi 100% (v/v) dengan 

diameter daya hambat masing-masing 

12,33±1,37  mm untuk S. aureus  dan 8,67±0,52 

mm untuk P. acnes. Berdasarkan penelitian 

tersebut, eco-enzyme limbah kulit nanas dapat 

dimanfaatkan sebagai antimikroba khususnya 

pada bakteri infeksius pada jaringan kulit.  

Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa merupakan jenis 

mikroba patogen yang menyerang kulit dan  

dapat menyebabkan infeksi oportunistik dan 

infeksi nosokimial pada kulit manusia 

khususnya penderita luka atau ulkus (Refdanita 

et al., 2004; Aydin et al., 2005). S. epidermidis 

merupakan bakteri gram positif yang ditemukan 

pada luka, kulit, maupun selaput lendir. Bakteri 

S. epidermidis yang menginfeksi kulit dapat 

menyebabkan pembengkakan pada kulit (abses) 

seperti jerawat. Bakteri P. aeruginosa 

merupakan bakteri gram negatif dan merupakan 

bakteri patogen infeksius dari rumah sakit 

(nosokomial) (Nugroho, 2010). Bakteri P. 

aeruginosa pada kulit yang terluka dapat 

menyebabkan infeksi lanjutan seperi dermatitis, 

otitis eksterna, dan infeksi luka bakar (Todar, 

2004).  

Pengujian antimikroba dari eco-enzyme 

kulit nanas dapat menggunakan konsentrasi 

hambat minimum (KHM) dengan menentukan 

konsentrasi sampel atau ekstrak terendah yang 

menghambat pertumbuhan bakteri uji. 

Pengujian dilanjutkan dengan mengukur 

konsentrasi bunuh minimum (KBM) ekstrak 

untuk menentukan konsentrasi perlakuan yang 

mampu membunuh bakteri uji sehingga dapat 

bersifat bakterisida. Belum ada informasi yang 

diperoleh tentang penelitian mengenai potensi 

antibakteri eco-enzyme kulit nanas dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen 

seperti P. aeruginosa dan S. epidermidis. 

Berdasarkan pemaparan di atas perlu dilakukan 

penelitian mengenai pemanfaatan eco-enzyme 

kulit nanas (Ananas comosus L.) sebagai 

antimikroba terhadap pertumbuhan bakteri P. 

aeruginosa dan S. epidermidis yang 

menginfeksi kulit manusia berdasarkan 

konsentrasi hambat minimum (KHM) dan 

konsentrasi bunuh minimum (KBM).  

 

Bahan dan Metode 

 

Alat dan bahan 

Peralatan yang digunakan dalam 

penelitian antara lain autoklaf, bunsen, alat-alat 

gelas, cutter, gunting, hot plate, jarum ose, 

inkubator, klem, mikroskop, mikropipet, pH 

meter, pinset, pisau, rak tabung reaksi, 

spektrofotometer UV-Vis, shaker, statif, spatula, 

spuit 5 mL, timbangan analitik, dan vortex. 

Bahan yang digunakan yaitu alkohol, 

akuades steril, aluminium foil, plastik kaca, 

plastik wrap, kapas, kertas label, Ciprofloxacin, 

etanol, gula merah tebu, indikator PP 1%, isolat 

bakteri Pseudomonas aeruginosa dari 

Laboratorium Kesehatan Kota Pontianak, isolat 

bakteri Staphylococcus epidermidis dari 

Laboratorium Mikrobiologi BRIN, kulit buah 

nanas (Ananas comosus L.), media NA 

(Nutrient Agar), media NB (Nutrient Broth), 

NaOH, dan sabun pembersih. 

 

Rancangan penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian 

eksperimental yang terdiri atas 8 perlakuan dan 

dilakukan sebanyak 3 kali (triplo) dengan 

rujukan literatur Ramadani et al. (2022) yaitu: 

a. Kontrol Positif (Ciprofloxacin 5 mg/mL) 

b. Kontrol Negatif (Akuades steril) 

c. Perlakuan 1 (Eco-enzyme konsentrasi 

3,125%) 

d. Perlakuan 2 (Eco-enzyme konsentrasi 6,25%) 

e. Perlakuan 3 (Eco-enzyme konsentrasi 12,5%) 

f. Perlakuan 4 (Eco-enzyme konsentrasi 25%) 

g. Perlakuan 5 (Eco-enzyme konsentrasi 50%) 

h. Perlakuan 6 (Eco-enzyme konsentrasi 100%) 

 

Preparasi dan pembuatan Eco-enzyme 

Kulit nanas dalam keadaan segar dicuci 

bersih dengan air kemudian dipotong-potong 

hingga berukuran kecil. Kulit nanas sebanyak 

300 gram dimasukkan dalam wadah plastik, 

selanjutnya ditambahkan 100 gram gula merah 

tebu dan dilarutkan dalam 1000 mL air. Wadah 
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tersebut kemudian ditutup dan difermentasikan 

selama 3 bulan. Eco-enzyme yang telah 

difermentasikan selama 3 bulan kemudian 

dilakukan penyaringan bahan organik dan sisa 

larutan disimpan dalam wadah steril (Galintin et 

al., 2021). 

 

Pembuatan media 

Media yang digunakan dalam penelitian 

adalah Nutrient Agar dan Nutrient Broth 

sintetik. Pembuatan media NB dilakukan 

dengan menimbang 13 gram serbuk media NB 

dan dilarutkan dalam 1 liter akuades steril. 

Setelah larut kemudian diukur pH-nya sampai 

angka 6,8-7. Pembuatan media NA dilakukan 

dengan cara melarutkan 20 gram serbuk media 

NA dengan 1000 mL akuades  di dalam 

erlenmeyer sambil dipanaskan. Setelah larut, 

media tersebut diukur pH-nya hingga 7, 

kemudian disterilkan di dalam autoklaf pada 

suhu 121⁰C dengan tekanan 1 atm selama 15 

menit (Yulinar et al., 2013). Media NB 

digunakan untuk penentuan KHM sedangkan 

media NA digunakan untuk perbanyakan isolat 

kultur, penentuan KBM, dan menghitung 

jumlah bakteri melalui metode Total Plate 

Count (TPC). 

 

Peremajaan bakteri uji 

Peremajaan bakteri dilakukan dengan 

mengambil biakan murni bakteri uji sebanyak 

satu ose. Jarum ose kemudian digoreskan pada 

media NA di dalam cawan petri, dan diinkubasi 

pada suhu 37⁰C selama 24 jam. Peremajaan atau 

regenerasi bakteri bertujuan untuk memulai 

kembali metabolisme pada bakteri uji yang 

disimpan (Wijayanti et al., 2014). 

 

Pembuatan suspensi bakteri uji 

Botol steril ukuran 150 mL sebanyak 2 

botol digunakan untuk masing-masing bakteri 

uji Pseudomonas aeruginosa dan 

Staphylococcus epidermidis. Botol steril 

tersebut kemudian dimasukkan media Nutrient 

Broth (NB) sebanyak 50 mL dan dimasukan 2-3 

ose bakteri uji secara steril untuk kultur 

suspensi. Setelah itu, botol yang berisi kultur 

suspensi diinkubasi dan dihomogenkan dengan 

shaker pada suhu ruang selama 6-18 jam. Kultur 

suspensi yang telah diinkubasi kemudian diukur 

kekeruhannya dengan spektrofotometer UV-Vis 

dengan panjang gelombang 600 nm sampai 

angka Optical Density (OD) sebesar 0,8-1. 

Serapan yang diujikan setara dengan standar Mc 

Farland 0,5 dengan estimasi jumlah sel sebesar 

1,5×108 CFU/mL (Claudia et al., 2021). Nilai 

OD bakteri P. aeruginosa dan S. epidermidis 

sesuai standar terjadi pada inkubasi 18 jam 

dengan angka 0,81. 

 

Uji aktivitas antibakteri  

Penentuan nilai KHM menggunakan 

metode dilusi cair dengan mengukur nilai 

absorbansi untuk melihat pertumbuhan bakteri 

yang diuji.  Pengukuran absorbansi dilakukan 

sebelum dan sesudah inkubasi 24 jam 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis 

(Lennette et al., 1991). Sebanyak  5 mL media 

Nutrient Broth (NB) dimasukan ke dalam tabung 

reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2,5 mL 

larutan uji eco-enzyme dan 2,5 mL suspensi 

bakteri uji untuk setiap konsentrasi perlakuan. 

Kontrol positif menggunakan Ciprofloxacin 5 

mg/mL dan kontrol negatif menggunakan 

akuades steril. Pengamatan kekeruhan dilakukan 

sebelum dan sesudah inkubasi (24 jam , suhu 

37oC) dengan melihat nilai Optical Density (OD) 

pada gelombang 600 nm menggunakan 

instrumen Spektrofotometer UV-Vis (Mawea et 

al., 2019). Menurut Astutiningsih et al. (2014), 

bakteri dikatakan terhambat pertumbuhannya 

saat nilai absorbansi (optical density) konstan 

atau lebih rendah dari sebelum inkubasi. 

Penentuan nilai KBM dilakukan dengan 

menggunakan larutan uji KHM yang memiliki 

nilai Optical Density (OD) 1 x 24 jam dari 

semua perlakuan yang diujikan. Penentuan nilai 

KBM dilakukan dengan menggoreskan larutan 

uji (Streak plate method) dengan goresan 

sinambung pada cawan petri yang berisi media 

NA kemudian dilakukan inkubasi pada suhu 

37⁰C dengan inkubasi 48, 72, dan 96 jam. Nilai 

KBM ditentukan oleh ada atau tidaknya 

pertumbuhan bakteri pada media NA (Rollando 

et al., 2019). 

Pengujian KBM dilanjutkan dengan 

penentuan populasi bakteri pada setiap perlakuan 

uji. Sampel yang digunakan berasal dari larutan 

uji KHM dengan rentang waktu inkubasi 24 jam, 

48 jam, 72 jam, dan 96 jam dan dihitung secara 

terpisah. Penentuan jumlah koloni bakteri 

dilakukan dengan metode tuang (pour plate 

method). Penentuan jumlah koloni bakteri 

melalui TPC dilakukan dengan dilusi atau 
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pengenceran bertingkat yaitu mengambil 1 mL 

larutan uji KHM kemudian dimasukkan dalam 9 

mL NaCl fisiologis 0,9% pada tabung reaksi, 

setelah itu dihomogenkan menggunakan vortex 

(Pengenceran 10-1). Dilusi dilakukan berlanjut 

hingga pengenceran 10-5 sehingga terbentuk 

sampel yang digunakan yaitu pengenceran 10-2 

sampai 10-5 dan dilakukan duplo (Sukmawati 

dan Hardianti, 2018). 

 

Pengukuran konsentrasi alkohol, asam asetat, 

dan pH pada Eco-enzyme 

Pengukuran pH dilakukan dengan 

menggunakan kertas pH (Rahayu et al., 2021). 

Pengukuran kadar asam asetat dan alkohol 

dilakukan melalui uji kuantitatif menggunakan 

titrasi alkalimetri dengan NaOH sebagai titer. 

Pembakuan NaOH yang digunakan yaitu dengan 

konsentrasi 0,1 N. Prosedurnya pengujian 

dilakukan menurut Dewi et al., (2016) yaitu 

dengan mengambil sebanyak 10 mL eco-enzyme 

kemudian diberikan 3 tetes indikator fenolftalein 

(PP) 1%, selanjutnya dititrasi dengan NaOH 0,1 

N hingga berubah warna dan dicatat volume 

yang digunakan. Konsentrasi alkohol dan asam 

asetat dihitung menggunakan persamaan 1. 

 

𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 =
𝑀 𝑁𝑎𝑂𝐻 × 𝑉 𝑁𝑎𝑂𝐻 ×𝑀𝑟

𝑉 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 ×1000
× 100%  (1) 

 

Keterangan: 

M NaOH = Molaritas NaOH yang digunakan (N) 

V NaOH  = Volume NaOH untuk titrasi (mL) 

Mr   = Massa relatif senyawa 

V Sampel = Volume eco-enzyme yang digunakan 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Penentuan nilai ph, konsentrasi alkohol, dan 

konsentrasi asam asetat 

Hasil uji penentuan nilai pH menunjukkan 

angka 3,00 sehingga eco-enzyme kulit nanas 

bersifat asam. Hasil pengukuran dengan titrasi 

alkalimetri menunjukkan nilai konsentrasi asam 

asetat pada eco-enzyme kulit nanas lebih besar 

dibandingkan konsentrasi alkohol (Tabel 1). 

Eco-enzyme kulit nanas merupakan produk 

fermentasi dengan bahan dasar limbah organik 

yang diketahui menghasilkan alkohol dan asam 

asetat. Adanya alkohol pada eco-enzyme kulit 

nanas dikarenakan substrat mengandung 

senyawa organik berupa karbohidrat yang 

digunakan dalam proses fermentasi. Selain itu, 

kandungan protein pada kulit nanas mendukung 

aktivitas mikroba dalam penguraian karbohidrat 

menjadi etanol. Menurut Munir et al. (2010) 

kulit nanas mengandung karbohidrat dan protein 

sebanyak 17,53% dan 4,41%. Menurut 

Yudiantara et al. (2022); Naufal dan 

Warmadewanthi (2015), karbohidrat merupakan 

sumber karbon yang digunakan dalam proses 

fermentasi sedangkan protein merupakan sumber 

nitrogen untuk pembentukan protein fungsional 

sehingga dapat meningkatkan aktivitas mikroba 

dalam menguraikan gula menjadi etanol. 
 

Tabel 1. Konsentrasi alkohol, asam asetat, dan nilai 

pH 
 

No. Jenis Pengujian Hasil 

1. Alkohol  5,75 ± 0,2% 

2. Asam Asetat 7,50 ± 0,1% 

3. pH 3,00 

  

Proses fermentasi yang terjadi dibantu 

oleh yeast yang akan mengubah glukosa menjadi 

asam piruvat (Madigan, 2002).  Asam piruvat 

akan diuraikan menjadi asetaldehid oleh piruvat 

karboksilase dalam kondisi anaerob. Fermentasi 

dilanjutkan dengan bantuan alkohol 

dehidrogenase untuk mengubah asetaldehid 

menjadi alkohol/etanol dan karbondioksida. 

Konsentrasi alkohol yang dihasilkan pada 

penelitian ini lebih rendah dibandingkan 

Yudiantara et al., (2022) dimana eco-enzyme 

kulit nanas dengan fermentasi menggunakan 

gula merah aren diperoleh konsentrasi alkohol 

sebesar 6,83%. Penelitian Samriti et al. (2019) 

menyebutkan bahwa eco-enzyme gabungan 

limbah kulit buah pepaya, pisang, sapodilla, dan 

pomegrana dengan campuran molase 

menghasilkan persentase alkohol sebesar 18%.  

Adanya perbedaan konsentrasi alkohol 

pada eco-enzyme dapat terjadi karena jenis 

substrat organik (limbah) yang digunakan 

berbeda. Penelitian ini menggunakan satu jenis 

limbah yaitu kulit nanas sedangkan penelitian 

Samriti et. al. (2019) menggunakan berbagai 

jenis limbah kulit buah yang dapat memengaruhi 

jumlah senyawa organik seperti karbohidrat 

yang dibutuhkan dalam proses fermentasi. Selain 

itu, perbedaan jenis gula sebagai sumber glukosa 

pada fermentasi eco-enzyme dapat menyebabkan 

perbedaan persentase alkohol. Hal ini 

dikarenakan keberadaan gula sederhana pada 

gula merah tebu (molase) lebih rendah 
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dibandingkan gula merah aren. Menurut Heryani 

(2016); Hasanah (2017) gula merah tebu 

memiliki kandungan sukrosa 11- 16% dan gula 

pereduksi 0,4-2% sedangkan gula merah aren 

memiliki sukrosa 84,31% dan gula pereduksi 

0,53%. Susijahadi et al. (1997) menyebutkan 

konsentrasi gula awal berpengaruh terhadap 

jumlah alkohol yang dihasilkan.  

Adanya asam asetat dikarenakan perubahan 

alkohol menjadi asam organik dengan bantuan 

bakteri asam asetat selama fermentasi 

berlangsung. Menurut Salle (1974), asam asetat 

pada proses fermentasi dikarenakan adanya 

bakteri Acetobacter yang merubah alkohol 

menjadi asetaldehid dan air, kemudian 

asetaldehid diubah menjadi asam asetat. 

Pembentukan asam organik seperti asam asetat 

terjadi setelah pembentukan alkohol pada 

fermentasi eco-enzyme. Menurut Rohmah et al. 

(2020), terbentuknya asam organik dikarenakan 

alkohol bereaksi dengan oksigen dan 

menghasilkan senyawa asam karboksilat seperti 

asam asetat. Penelitian Samriti et al. (2019) pada 

eco-enzyme gabungan limbah kulit buah pepaya, 

pisang, sapodilla, dan pomegrana menunjukkan 

konsentrasi asam asetat sebesar 4,2%. 

 

Pengujian aktivitas antibakteri  

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Konsentrasi hambat minimum (KHM) 

eco-enzyme kulit nanas  terhadap P. aeruginosa 

adalah 12,5%, sedangkan pada S. epidermidis 

yaitu 3,125% (Tabel 2). Berdasarkan pengujian 

konsentrasi hambat minimum (KHM), eco-

enzyme kulit nanas memiliki kemampuan 

menghambat pertumbuhan Pseudomonas 

aeruginosa dan Staphylococcus epidermidis. 

Hambatan diketahui dengan penurunan nilai 

Optical Density (OD) yang merupakan jumlah 

bakteri setelah inkubasi 24 jam. Menurut Benson 

(2002), nilai absorbansi/OD yang diujikan 

menunjukkan hubungan sebanding dengan 

jumlah sel bakteri. Aktivitas antibakteri eco-

enzyme kulit nanas yang diperoleh berpengaruh 

terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa 

perlakuan ketiga sehingga 24 ditetapkan nilai 

KHMnya yaitu 12,5%. Bakteri S. epidermidis 

diketahui eco-enzyme kulit nanas menunjukkan 

penghambatan pada konsentrasi 3,125%, 6,25%, 

12,5%, 25%, 50%, dan 100% sehingga 

ditetapkan nilai KHMnya yaitu 3,125%.  

Masing-masing konsentrasi eco-enzyme 

memberikan pengaruh terhadap penghambatan 

pertumbuhan bakteri uji dengan nilai yang 

berbeda. Penghambatan bakteri terjadi 

dikarenakan aktivitas senyawa antibakteri yang 

terkandung pada eco-enzyme kulit nanas berupa 

alkohol, asam asetat, dan senyawa metabolit 

sekunder. Menurut Talaro (2008); Russell dan 

Gonzalez (1997), alkohol memiliki aktivitas 

antimikroba spektrum luas yang menghambat 

pertumbuhan bakteri dan asam asetat 

mempunyai efek antimikroba. Menurut 

McDonnell et al. (1999) alkohol dapat bersifat 

menghambat dengan cara merusak membran sel 

bakteri sehingga komponen intrasel keluar. 

Mekanisme lain dari alkohol bekerja dengan cara 

mendenaturasi protein-protein di dalam sel, 

sehingga kinerja enzim yang dihasilkan bakteri 

terhambat dan mengganggu metabolisme seluler.
 

Tabel 2. Nilai Konsentrasi Hambat Minimum Eco-enzyme Kulit Nanas terhadap Pseudomonas aeruginosa dan 

Staphylococcus epidermidis 
 

Perlakuan 

Rerata Nilai Optical Density 

(OD) 

Pseudomonas aeruginosa Persentase 

Penurunan 

Rerata Nilai Optical 

Density (OD) 

Staphylococcus epidermidis Persentase 

Penurunan Sebelum 

Inkubasi 

(0 jam) 

Sesudah Inkubasi 

(24 jam) 

Sebelum 

Inkubasi 

(0 jam) 

Sesudah 

Inkubasi 

(24 jam) 

Kontrol 

Negatif 

0,870 ± 

0,028 

0,850 ± 0,008 - 0,716 ± 

0,003 

0,713 ± 

0,001 

- 

Kontrol 

Positif 

1,128 ± 

0,001 

0,877 ± 0,024 22,25% 0,820 ± 

0,059 

0,551 ± 

0,014 

32,8% 

3,125% (P1) 0,879 ± 

0,006 

0,900 ± 0,057 - 0,707 ± 

0,005 

0,608 ± 

0,013 

14% 

6,25% (P2) 0,877 ± 

0,003 

0,911 ± 0,028 - 0,702 ± 

0,001 

0,568 ± 

0,015 

19,08% 
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12,5% (P3) 0,880 ± 

0,014 

0,874 ± 0,038 0,68% 0,705 ± 

0,003 

0,639 ± 

0,022 

9,36% 

25% (P4) 0,855 ± 

0,003 

0,888 ± 0,033 - 0,714 ± 

0,007 

0,644 ± 

0,007 

9,80% 

50% (P5) 0,879 ± 

0,016 

0,904 ± 0,039 - 0,730 ± 

0,002 

0,642 ± 

0,006 

12,05% 

100% (P6) 0,924 ± 

0,003 

0,953 ± 0,046 - 0,726 ± 

0,017 

0,693 ± 

0,045 

4,54% 

 

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa 

penghambatan aktivitas pertumbuhan bakteri 

semakin besar jika konsentrasi larutan uji yang 

digunakan semakin tinggi. Hal ini dikarenakan 

kandungan metabolit yang bersifat sebagai 

antibakteri di dalam larutan uji semakin besar. 

Namun hal tersebut tidak sesuai hasil  penelitian 

ini, yaitu pada perlakuan konsentrasi 25%, 50%, 

dan 100% eco-enzyme kulit nanas terhadap P. 

aeruginosa terlihat adanya kenaikan nilai OD 

setelah inkubasi 24 jam. Peningkatan nilai OD 

menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri masih 

terjadi setelah diberi perlakuan. Hasil yang sama 

didapatkan oleh Dewi (2010) dan Wiharningtias 

et al. (2016) dimana pada konsentrasi 25% dan 

50% mengalami kenaikan nilai OD 

dibandingkan konsentrasi terendah pengujian 

yang ditetapkan sebagai KHM.  

Penyebabnya karena pada saat analisis 

spektrofotometri, konsentrasi perlakuan yang 

lebih tinggi secara visual terlihat lebih keruh 

dibandingkan konsentrasi lebih rendah sehingga 

sebagian cahaya yang diserap tidak diteruskan. 

Peningkatan nilai OD tidak sepenuhnya 

disebabkan oleh pertumbuhan bakteri, hal ini 

bisa terjadi dikarenakan masih terdapatnya 

residu ekstrak pada konsentrasi tinggi (pekat) 

yang memengaruhi analisis spektrofotometri 

serta besarnya cahaya yang diserap oleh sel 

bakteri yang telah mati (Dewi, 2010; Purwoko, 

2009). 

Hasil penelitian terlihat bahwa S. 

epidermidis lebih sensitif terhadap eco-enzyme 

kulit nanas dibandingkan dengan P. aeruginosa. 

Hal ini diduga karena adanya perbedaan struktur 

penyusun dinding sel bakteri bakteri gram positif 

dan gram negatif menyebabkan terjadinya 

perbedaan aktivitas penghambatan oleh senyawa 

antibakteri. Menurut Paustian (1999), bakteri 

gram positif tidak mempunyai membran luar 

(outer membrane) yang mengakibatkan senyawa 

antibakteri lebih mudah masuk ke dalam sel. 

Menurut Rini dan Rohmah (2020), membran 

luar pada bakteri gram negatif tersusun atas 

lipoprotein dan fosfolipid yang menyebabkan 

lebih tahan atau kuat terhadap senyawa 

antibakteri dibandingkan bakteri gram positif. 

Selanjutnya Siswandono dan Soekardjo (2000) 

menjelaskan bahwa bakteri gram negatif 

memiliki struktur dinding sel yang relatif 

kompleks sehingga senyawa antibakteri lebih 

sulit masuk ke dalam sel. 

 

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 

Hasil pengujian nilai konsentrasi bunuh 

minimum ditunjukkan pada Tabel 3. Hasil 

penentuan estimasi jumlah bakteri setelah 

perlakuan ditunjukkan pada Tabel 4 dan Tabel 5.   
 

Tabel 3. Nilai Konsentrasi Bunuh Minimum Eco-enzyme Kulit Nanas terhadap Pseudomonas aeruginosa dan 

Staphylococcus epidermidis 
 

 Keterangan : (+) = Bakteri uji tumbuh; (-) = Bakteri uji tidak tumbuh 

Perlakuan 
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus epidermidis 

48 Jam 72 Jam 96 Jam 48 Jam 72 Jam 96 Jam 

Kontrol Negatif + + + + + + 

Kontrol Positif + + - - - - 

3,125% (P1) + + + + + + 

6,25% (P2) + + + + + + 

12,5% (P3) + + + + + + 

25% (P4) + + + + + + 

50% (P5) + + + + + + 

100% (P6) + + + + + + 
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Tabel 4. Nilai Estimasi Jumlah Bakteri Pseudomonas aeruginosa setelah Perlakuan dengan Total Plate Count 

(TPC) 
 

 

Tabel 5. Nilai Estimasi Jumlah Bakteri Staphylococcus epidermidis setelah Perlakuan dengan Total Plate Count  

(TPC) 
 

 

Pengujian nilai konsentrasi bunuh 

minimum (KBM) dilakukan secara kualitatif 

dengan melihat pertumbuhan bakteri pada media 

NA dengan metode goresan. Hal ini terlihat 

dengan adanya pertumbuhan bakteri uji pada 

media NA dalam rentang waktu inkubasi 

tersebut. Menurut Radji (2014), konsentrasi 

bunuh minimum merupakan kadar atau 

konsentrasi terendah antimikroba yang dapat 

membunuh 99,9% mikroorganisme setelah 

inkubasi 18 jam. Berdasarkan hal ini, diketahui 

bahwa eco-enzyme kulit nanas hanya bersifat 

bakteriostatik terhadap pertumbuhan bakteri dan 

tidak memiliki sifat bakterisida atau membunuh 

bakteri secara keseluruhan. 

Perhitungan nilai TPC P. aeruginosa dan 

S. epidermidis dengan waktu inkubasi 24-96 jam 

terhadap semua konsentrasi menunjukkan 

jumlah bakteri yang bervariasi dibandingkan 

kontrol negatif. Pertumbuhan kedua bakteri uji 

pada inkubasi 24 jam menunjukkan jumlah 

bakteri yang lebih rendah dibandingkan sebelum 

inkubasi. Hal ini disebabkan aktivitas antibakteri 

eco-enzyme kulit nanas berupa senyawa asam 

asetat dan alkohol terhadap Pseudomonas 

aeruginosa dan Staphylococcus epidermidis. 

Menurut Nagoba et al. (2013) konsentrasi asam 

asetat yang dapat menghambat pertumbuhan P. 

aeruginosa pada rentang 0,5-5%. Konsentrasi 

minimal asam asetat yang dapat menghambat 

pertumbuhan S. epidermidis yaitu 1% 

(Bjarnsholt et al., 2014). Pemberian asam 

organik pada media mengubah derajat keasaman 

yang menyebabkan akumulasi toksin sehingga 

mengganggu pembelahan sel (Riadi, 2016). 

Selain itu, perubahan pH media menjadi tidak 

optimum dapat menyebabkan gangguan 

pertumbuhan bakteri. Penghambatan 

pertumbuhan pada Pseudomonas aeruginosa dan 

Staphylococcus epidermidis terjadi karena 

bakteri ini memiliki pH optimum pertumbuhan 

yaitu 6,5-7 (Sankaralingam et al. 2014; Iyer et 

al., 2021).  

Kenaikan jumlah bakteri P. aeruginosa 

dan S. epidermidis terjadi pada fase inkubasi 48-

72 jam dibandingkan inkubasi 24 jam. Hal ini 

diduga bakteri telah beradaptasi dengan 

perlakuan yang diberikan sehingga 

memungkinkan terjadinya pembelahan sel. Sel 

bakteri yang telah beradaptasi pada media atau 

Perlakuan 
Jumlah Bakteri (CFU/mL) 

0 jam (×108) 24 jam (×10⁵) 48 jam (×10⁵) 72 jam (×10⁵) 96 jam (×10⁵) 

Kontrol Negatif 1,5±0,00 6,75±0,03 20,25±0,03 28,02±0,03 23,8±0,03 

Kontrol Positif 1,5±0,00 1,30±0,04 0,16±0,01 0,15±0,01 0 

3,125% (P1) 1,5±0,00 11,0±0,11 16,62±0,01 19,55±0,01 14,14±0,01 

6,25% (P2) 1,5±0,00 6,46± 0,09 6,50±0,02 10,71±0,01 23,43±0,01 

12,5% (P3) 1,5±0,00 6,30±0,09 7,17±0,02 14,21±0,03 23,50±0,02 

25% (P4) 1,5±0,00 8,82± 0,01 12,6±0,01 25,89±0,05 13,55±0,03 

50% (P5) 1,5±0,00 9,55± 0,01 20,15±0,01 24,59±0,02 20,99±0,02 

100% (P6) 1,5±0,00 5,00±0,01 15,30±0,01 23,25±0,01 23,28±0,02 

Perlakuan 
Jumlah Bakteri (CFU/mL) 

0 jam (×108) 24 jam (×10⁶) 48 jam (×10⁶) 72 jam (×10⁶) 96 jam (×10⁶) 

Kontrol Negatif 1,5±0,00 8,63±0,03 8,93±0,02 9,93±0,01 11,5±0,02 

Kontrol Positif 1,5±0,00 0 0 0 0 

3,125% (P1) 1,5±0,00 2,23±0,01 3,95±0,01 5,01±0,01 11,01±0,02 

6,25% (P2) 1,5±0,00 2,66±0,07 2,85±0,02 8,10±0,01 10,28±0,01 

12,5% (P3) 1,5±0,00 7,16±0,01 5,84±0,01 7,72± 0,01 10,85±0,03 

25% (P4) 1,5±0,00 3,51±0,01 4,40±0,03 7,53±0,02 8,54±0,01 

50% (P5) 1,5±0,00 5,62±0,01 2,99±0,04 9,56±0,02 9,67±0,08 

100% (P6) 1,5±0,00 5,24±0,01 3,13±0,03 8,86±0,05 10,82±0,09 
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lingkungan baru akan mulai berkembang dan 

membelah secara eksponensial (Llorens et al., 

2010). Pertumbuhan bakteri P. aeruginosa pada 

beberapa perlakuan diinkubasi 96 jam 

menunjukkan penurunan jumlah bakteri. Hal ini 

diduga bakteri telah kehabisan nutrien dan 

jumlah akumulasi toksin meningkat seiring 

waktu inkubasi yang panjang. Penurunan jumlah 

sel dalam pertumbuhan bakteri dikarenakan 

keterbatasan nutrisi dan akumulasi toksin dari 

metabolit sekunder bakteri sehingga jumlah sel 

menurun secara bertahap (Madigan et al., 2012). 

Hal ini berbeda dengan bakteri S. epidermidis 

waktu inkubasi 96 jam dimana perrtumbuhan 

jumlah bakteri semakin naik.  

Perlakuan yang diberikan dapat ditoleransi 

oleh bakteri meskipun kecepatan dan jumlah 

bakteri lebih rendah dibandingkan kontrol 

negatif. Jumlah sel yang naik atau turun pada 

perlakuan bergantung pada kecepatan 

penyesuaian bakteri terhadap lingkungannya 

(Sumarsih, 2003). Berdasarkan hasil penelitian 

diketahui seluruh konsentrasi eco-enzyme kulit 

nanas pada bakteri P. aeruginosa dan S. 

epidermidis hanya memberikan penghambatan 

pertumbuhan secara sementara (bakteriostatik) 

pada inkubasi 24 jam Perlakuan setelah melewati 

waktu inkubasi 48-96 jam bakteri masih dapat 

tumbuh sehingga eco-enzyme kulit nanas tidak 

bersifat membunuh bakteri secara keseluruhan.  

 

Kesimpulan 

 

Penelitian yang telah dilakukan 

membuktikan adanya aktivitas antibakteri eco-

enzyme kulit nanas terhadap Staphylococcus 

epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. Nilai 

konsentrasi hambat minimum eco-enzyme kulit 

nanas terhadap S. epidermidis yaitu 3,125% 

sedangkan P. aeruginosa yaitu 12,5%. Nilai 

konsentrasi bunuh minimum tidak ditemukan 

pada penelitian ini. Penelitian ini dapat menjadi 

dasar dalam pemanfaatan limbah organik kulit 

nanas menjadi produk eco-enzyme yang dapat 

dimanfaatkan sebagai antiseptik alami.  
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