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ABSTRACT 

 

ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL 

EXTRACT OF WEST LAMPUNG ROBUSTA COFFEE LEAVES (Coffee 

canephora) USING THE ULTRASONIC ASSISTED EXTRACTION  

 

 
By 

 

JESICA VIRGINIA 

 

 

Background: Coffee plants usually have their leaves pruned to avoid complicating 

harvesting and to encourage flowering and increase fruiting. Coffee leaves resulting 

from pruning are usually just thrown away so they need further utilization, where 

coffee leaves have the potential as a therapeutic agent in traditional medicine and 

have the potential to have antioxidant and antibacterial activity due to their high 

phenol content. This research aims to determine the antioxidant and antibacterial 

activity contained in robusta coffee leaves. 

Method: This research is a laboratory scale experimental research. Extraction was 

carried out using the sonication method, measuring total phenolics using the Folin-

Ciocalteu method and measuring total flavonoids using the colorimetric method. 

Antioxidant activity test using the DPPH method and antibacterial activity test 

using the cylinder diffusion method. 

Results: Robusta coffee leaf extract has very strong antioxidant activity with an 

IC50 value of 34,26 ppm, a total phenolic content value of 219,46 mg GAE/g and a 

total flavonoid content of 261,93 mg QE/g, and produces the highest inhibitory zone 

diameter against Staphylococcus aureus bacteria was 11,1 mm and against 

Escherichia coli bacteria was 9,5 mm at a concentration of 1000 ppm. 

Conclusion: Robusta coffee leaves have very strong antioxidant activity with high 

levels of total phenolics and flavonoids and have a good ability to inhibit the growth 

of Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. 

 

Keywords: Robusta coffee leaves, sonication, total phenolics, total flavonoids, 

antioxidants, antibacterial, Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

 



  
 
  

 

 

ABSTRAK 

 

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL 

DAUN KOPI ROBUSTA LAMPUNG BARAT  (Coffee canephora) DENGAN 

METODE ULTRASONIC ASSISTED EXTRACTION 

 
Oleh 

 

JESICA VIRGINIA 

 

 

 

Latar Belakang: Tanaman kopi biasanya dipangkas daunnya agar tidak 

menyulitkan hasil pemanenan dan mendorong pembungaan serta meningkatkan 

pembuahan. Daun kopi hasil pemangkasan biasanya terbuang begitu saja sehingga 

perlu pemanfaatan lebih lanjut, dimana daun kopi memiliki potensi sebagai agen 

terapi dalam pengobatan tradisional dan berpotensi memiliki aktivitas antioksidan 

dan antibakteri karena kandungan fenolnya yang tinggi. Penelitian ini, bertujuan 

untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan antibakteri yang terkandung pada daun 

kopi robusta.  

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental skala laboratorium. 

Ekstraksi dilakukan dengan metode sonikasi, pengukuran total fenolik dengan 

metode Folin-Ciocalteu dan pengukuran total flavonoid dengan metode 

kolorimetri. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH serta uji aktivitas 

antibakteri dengan metode difusi silinder. 

Hasil: Ekstrak daun kopi robusta memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dengan 

nilai IC50 34,26 ppm, Nilai kadar total fenolik sebesar 219,46 mg GAE/g dan kadar 

total flavonoid  261,93 mg QE/g, serta menghasilkan diameter zona hambat 

tertinggi terhadap bakteri Staphylococcus aureus sebesar 11,1 mm dan terhadap 

bakteri Escherichia coli sebesar 9,5 mm pada konsentrasi 1000 ppm. 

Simpulan: Daun kopi robusta memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat 

dengan kadar total fenolik dan flavonoid yang tinggi serta memiliki kemampuan 

yang baik dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. 

Kata kunci: Daun kopi robusta, sonikasi, total fenolik, total flavonoid, 

antioksidan, antibakteri, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
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BAB I                                                                                            

PENDAHULUAN 

 

                                                                 

1.1 Latar Belakang 

Daun kopi robusta (Coffea Canephora Sp Var. Robusta) merupakan bagian dari 

tanaman kopi yang mudah ditemukan di Indonesia. Menurut data Badan Pusat 

Statistika (BPS) Provinsi Lampung (2019), Kabupaten Lampung Barat 

merupakan daerah penghasil produksi kopi terbanyak dengan jumlah 52.543 

ton atau 40%. Hal ini disebabkan karena wilayahnya yang luas dan juga 

penduduknya yang mayoritas melaksanakan pekerjaan sebagai petani kopi 

(Virhananda et al., 2022). Salah satu usaha yang dilakukan untuk 

meningkatkan produksi buah kopi yaitu dengan pemangkasan daun secara 

teratur. Tanaman kopi biasanya dipangkas daunnya agar tidak menyulitkan 

hasil pemanenan dan mendorong pembungaan serta meningkatkan pembuahan 

(Rahardjo, 2017). Daun kopi hasil pemangkasan biasanya terbuang begitu saja 

sehingga perlu pemanfaatan lebih lanjut karena selain memiliki kadar polifenol 

yang cukup tinggi, daun kopi juga memiliki rasa yang tidak kalah nikmat dari 

biji kopi (Hasanah & Pane, 2021). Kandungan kimia yang dimiliki kopi robusta 

lebih tinggi dibandingkan pada kopi jenis lain sehingga dapat dimanfaatkan 

dalam bidang kesehatan (Nayeem et al., 2013). Oleh karena itu, penelitian 

mengenai daun kopi robusta ini sangat menarik untuk diteliti. 

Tubuh manusia membutuhkan keseimbangan antara radikal bebas dan 

antioksidan. Jika keseimbangan antara produksi radikal bebas dan pertahanan 

antioksidan berkurang, sel-sel imun akan memiliki efek buruk pada fungsi 

tubuh dan menyebabkan terjadinya stres oksidatif  (Hajian, 2015).  Daun kopi 

robusta merupakan salah satu contoh tumbuhan yang memiliki potensi sebagai 

agen terapi dalam pengobatan tradisional dan berpotensi memiliki aktivitas 
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antioksidan. Daun kopi mengandung fenol yang tinggi, terutama asam 

klorogenat yang berperan sebagai modulasi respon imun dan antioksidan 

(Rosyidi et al., 2020). Review artikel yang dilakukan oleh Sari et al. (2023), 

antioksidan tertinggi pada kopi robusta sebesar 9,88 ppm sedangkan pada kopi 

arabika antioksidan tertinggi sebesar  17,79 ppm. Hasil penelitian uji aktivitas 

antioksidan yang dilakukan oleh Hasanah et al. (2017), ekstrak daun kopi 

robusta yang diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi diperoleh nilai 

IC50 sebesar 43,83 ppm. Selain senyawa fenol dalam daun kopi robusta juga 

terkandung flavonoid, alkaloid dan saponin (Hasanah et al., 2017). Dengan 

demikian, daun kopi robusta memiliki potensi antioksidan yang menjanjikan. 

Staphylococcus aureus adalah patogen utama bagi manusia yang menyebabkan 

penyakit dengan tingkat keparahan yang bervariasi, mulai dari keracunan 

makanan hingga infeksi kulit ringan sampai berat yang berbahaya bagi tubuh 

(Triana, 2014). Salah satu penyakit yang sering disebabkan oleh 

Staphylococcus. aureus yaitu pneumonia, dimana menurut Kementerian 

Kesehatan pada tahun (2013), prevalensinya naik dari 2,1% menjadi 2,7% 

dalam kurun waktu 5 tahun (Agustina et al., 2019). Selain itu, di indonesia juga 

sering dijumpai penyakit pencernaan diare yang banyak disebabkan oleh 

bakteri Escherichia coli (Sulaiman, 2018). Berdasarkan pola penyebab 

kematian semua umur, diare merupakan penyebab kematian peringkat ke-13 

dengan proporsi 3,5% dilihat dari segi penularan penyakit, diare merupakan 

peringkat ketiga penyebab kematian setelah Tuberkulosis dan Pneumonia 

(Wasliah et al., 2020). Jadi dapat dikatakan bahwa bakteri Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang banyak menginfeksi 

masyarakat Indonesia. 

Meningkatnya angka resistensi terhadap antibiotik dihubungkan dengan efek 

samping yang merugikan pada tubuh, termasuk hipersensitivitas, penekanan 

kekebalan, dan reaksi alergi (Panche et al., 2013). Alternatif yang dapat 

ditempuh untuk menemukan produk antibiotik baru yang berpotensi untuk 

menghambat atau membunuh bakteri dengan harga yang terjangkau adalah 

dengan memanfaatkan zat aktif pembunuh bakteri yang terkandung dalam 
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tanaman obat (Tanauma et al., 2016). Salah satu tanaman yang secara empiris 

digunakan sebagai obat antibakteri adalah kopi (Widjajanti, 2019).  

Penelitian yang dilakukan oleh Muslim & Yonaniko (2018), diperoleh hasil 

daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus yang dihasilkan oleh 

ekstrak etanol 70% daun kopi robusta pada konsentrasi 1000 ppm diperoleh 

diameter zona hambat dengan rata-rata 8,2 mm. Saat ini penelitian mengenai 

daun kopi robusta masih jarang ditemukan dibandingkan dengan penelitian 

bijinya. Selain itu, penelitian sebelumnya hanya sebatas menggunakan metode 

ekstraksi maserasi. Oleh karena itu, peneliti tertarik untuk melakukan 

penelitian terhadap daun kopi robusta dengan menggunakan metode ekstraksi 

terbaru yaitu metode sonikasi menggunakan pelarut etanol. Dimana metode 

sonikasi ini memiliki kelebihan pada prosesnya yaitu tidak menyebabkan 

perubahan yang signifikan terhadap struktur kimia sehingga menghasilkan 

ekstrak yang lebih baik (Wang & Xu, 2014). 

1.2  Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang yang telah diuraikan, maka rumusan 

masalah dalam penelitian ini adalah: 

 1.   Kandungan metabolit sekunder apa sajakah yang terkandung dalam 

ekstrak etanol daun kopi robusta (Coffee canephora)? 

2.   Bagaimanakah aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun kopi robusta 

(coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode sonikasi? 

     3.   Bagaimanakah kadar total fenolik dan flavonoid ekstrak etanol daun kopi 

robusta (coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode sonikasi? 
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4.   Bagaimanakah aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kopi robusta 

(coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode sonikasi terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli? 

1.3    Tujuan Penelitian 

1.3.1      Tujuan Umum  

Mengetahui potensi aktivitas antioksidan dan antibakteri terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dari ekstrak etanol 

daun kopi robusta (Coffee canephora) dengan menggunakan metode 

sonikasi. 

1.3.2   Tujuan Khusus 

1. Mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

terdapat pada ekstrak etanol daun kopi robusta (Coffee 

canephora) yang diekstraksi dengan metode sonikasi. 

2. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun kopi 

robusta (coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode 

sonikasi. 

3. Mengetahui kadar total fenolik dan flavonoid ekstrak etanol daun 

kopi robusta (coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode 

sonikasi? 

4. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol  daun kopi robusta 

(Coffee canephora) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. 

1.4    Manfaat Penelitian 

 1.4.1  Bagi Peneliti 

Dapat menambah ilmu pengetahuan dan wawasan peneliti mengenai 

potensi dari daun kopi robusta (Coffee canephora) di wilayah Lampung 
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yang diekstraksi dengan menggunakan metode sonikasi terhadap 

aktivitasnya sebagai antioksidan dan antibakteri. 

1.4.2   Bagi Peneliti Selanjutnya 

Dapat memberikan informasi mengenai aktivitas antioksidan dan 

antibakteri ekstrak etanol daun kopi robusta (Coffee canephora) yang 

diekstraksi dengan metode sonikasi sehingga dapat dijadikan alternatif 

pengobatan terkait suatu penyakit yang disebabkan oleh bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

1.4.3   Bagi institusi Pendidikan dan Masyarakat 

Memberikan informasi mengenai aktivitas antioksidan dan antibakteri 

ekstrak etanol daun kopi robusta (Coffee canephora). 

1.4.4   Bagi Ilmu Pengetahuan dan Teknologi 

Dapat dijadikan sebagai suatu referensi atau sumber pengetahuan 

tambahan terkait dengan potensi antioksidan dan antibakteri pada daun 

kopi robusta (Coffee canephora). 
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BAB II                                                                                                         

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1  Tanaman Kopi Robusta (Coffee canephora) 

      2.1.1   Definisi Kopi Robusta 

Kopi robusta adalah satu jenis tanaman kopi dengan nama 

ilmiah Coffea canephora. Berbentuk pohon yang tumbuh tegak, 

bercabang dan bila dibiarkan akan mencapai tinggi 12 m (Mahbubah et 

al., 2015). Kondisi lingkungan tumbuh tanaman kopi yang paling 

berpengaruh terhadap produktivitas tanaman kopi adalah tinggi tempat 

dan tipe curah hujan. Sebab itu, jenis tanaman kopi yang ditanam harus 

disesuaikan dengan kondisi tinggi tempat dan curah hujan di daerah 

setempat (Muljana 2010). Lingkungan tempat tumbuh merupakan 

faktor utama yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan 

perkembangan tanaman kopi. Antara jenis kopi satu dengan lainnya 

menghendaki lingkungan tumbuh yang berbeda-beda (Widayani & 

Usodri, 2020). Faktor-faktor lingkungan sangat mempengaruhi 

pertumbuhan tanaman kopi seperti, ketinggian tempat, curah hujan, 

kondisi tanah, intensitas cahaya dan angin harus disesuaikan agar 

pertumbuhannya bisa optimal (Prijono et al., 2021). 

 

Kopi robusta (Coffea canephora) merupakan komoditas tanaman paling 

banyak ditanam di Indonesia yaitu sebesar 91% lebih banyak 

dibandingkan dengan kebun kopi arabika dan berpotensi besar dalam 

menyumbangkan devisa negara (Hamni et al., 2013). Kopi robusta 

sesuai namanya bersifat robust yakni pohonnya lebih kuat, tahan 
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terhadap hama dan penyakit serta tahan terhadap iklim, Oleh karena itu, 

luas area tanaman kopi robusta di Indonesia lebih banyak sehingga 

produksi kopi robusta lebih tinggi (Rahardjo, 2012).  

2.1.2    Sejarah Kopi Robusta 

Tanaman kopi di Indonesia pertama kali ditanam oleh pemerintah 

Hindia Belanda pada tahun 1699 karena Indonesia beriklim tropis, 

sehingga banyak tanaman dapat tumbuh dengan subur, termasuk 

tanaman kopi (Raharjo, 2012). Kopi robusta  diperkenalkan dan masuk 

ke indonesia pada tahun 1900 dan pada tahun 1901 banyak perkebunan 

di Jawa mengimpor tanaman jenis baru. Semua tanaman ini diperoleh 

dari perusahaan pembibitan L'Horticole Coloniale di Brussel, dengan 

nama yang dipilih di pasaran Coffea robusta L (Anam et al., 2023). 

Setelah diteliti tanaman tersebut dipastikan lebih tahan terhadap 

penyakit karat daun. Kemudian pada tahun 1907 tanaman kopi liberika 

diganti dengan kopi robusta. Upaya kali ini berhasil, jenis kopi robusta 

terbukti memiliki daya tahan yang lebih baik terhadap penyakit karat 

daun (Solichah et al., 2020). 

 

Kopi robusta memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi dan lebih baik 

jika dibandingkan dengan spesies kopi lainnya (Galanakis, 2017). 

Selain  tahan penyakit karat daun, kopi ini juga memerlukan syarat 

tumbuh dan pemeliharaan yang ringan, sedangkan produksinya jauh 

lebih tinggi (Thamrin et al., 2020). Oleh karena itu, kopi ini cepat 

berkembang dan mendesak kopi-kopi lainya. Saat ini lebih dari 90% 

dari area pertanaman kopi Indonesia terdiri atas kopi robusta (Prastowo 

et al., 2010). 

2.1.3    Taksonomi Kopi Robusta  

Klasifikasi Kopi robusta (Hirarki Taksonomi) yang bersumber dari 

Integrated Taxonomic Information System  (ITIS, 2023) dalam (Anam 

et al., 2023) yaitu sebagai berikut: 
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Kingdom  : Plantae  

Sub kingdom : Viridiplantae 

Super Divisi : Embryophyte 

Divisi  : Tracheophyta 

Kelas  : Magnoliopsida  

Sub Kelas  : Asteridae 

Ordo  : Gentianales 

Famili  : Rubiaceae  

Genus  : Coffea L 

Spesies  : Coffea canephora Pierre ex A. Froehner  

 

 

        Gambar 1. Kopi Robusta (Riyanti et al., 2020) 

2.1.4    Morfologi Kopi Robusta 

a. Daun 

Daun berbentuk oval, ujung meruncing dan bergelombang, ukuran 

daunnya bervariasi antara 15-25 cm dengan panjangnya 10-15 cm 

dan melebar di bagian tengah yang tumbuh pada bagian  cabang, 

batang dan ranting. Secara umum ukuran daun kopi robusta lebih 

lebar daripada daun kopi arabika. Daun bagian batang dan cabang 

tumbuh berselang seling, sedangkan daun bagian ranting tumbuh 

dibidang yang sama (Anam et al., 2023). Warna daun kopi robusta 

cenderung berwarna hijau yang dominan pada permukaan daun, 

pucuk daun kopi robusta berwarna hijau kecoklatan, dan daun tua 
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akan berubah menjadi kuning kecoklatan, dimulai dari bagian 

ujung daun ke pangkal daun (Setiawan et al., 2015). 

b. Bunga 

Bunga pada tanaman kopi robusta tumbuh lebat dan berkelompok 

pada nodus, berwarna putih, dan baunya harum (Anam et al., 

2023). 

c. Buah  

Buah pada tanaman kopi robusta ukurannya lebih kecil 

dibandingkan dengan buah jenis kopi arabika, kulit buahnya 

berwarna hijau ketika muda dan saat matang berwarna merah. 

Buahnya tidak mudah rontok meskipun sudah matang tetap 

menempel kuat di tangkainya (Anam et al., 2023). 

d. Akar 

Kopi robusta memiliki perakaran tunggang, dimana akar lateral 

tumbuh dan berkembang di bagian atas permukaan tanah dengan 

warna kuning muda (Randriani et al., 2016).  

2.1.5    Kandungan Kopi Robusta 

Kopi robusta memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder, 

diantaranya yaitu senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, kafein 

dan polifenol (Millah & Sauqi, 2022). Senyawa polifenol yang cukup 

dominan yang berasal dari asam fenolik yaitu kafein, asam klorogenat, 

asam fumarat, asam ferulat, dan asam sinapinik (Muslim & Yonaniko, 

2019). Jenis, letak geografis, dan cara pengolahan sangat berpengaruh 

terhadap kandungan polifenol yang terdapat pada kopi tersebut 

(Marhaenanto et al., 2015). Daun kopi robusta tua memiliki berbagai 

keunggulan dibandingkan robusta muda, seperti lebih tahan hama, 

ukuran daun yang lebih besar, memiliki kadar kafein yang lebih rendah 

daripada teh hijau, dan memiliki kadar fenol total yang lebih tinggi 

(Kartika et al., 2019). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 

Pristiana et al. (2017), kadar total fenol daun kopi robusta tua sebesar 
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35,7 mg GAE/g, sedangkan pada daun kopi robusta muda sebesar 20,09 

mg GAE/g. 

 

Antioksidan pada daun kopi berasal dari aktivitas senyawa metabolit 

sekunder yang memiliki beberapa mekanisme. Mekanisme flavonoid 

sebagai antioksidan dengan cara bereaksi dengan radikal bebas, 

termasuk anion superoksida, radikal peroksil dan radikal hidroksil 

(Arifin & Ibrahim, 2018). Polifenol bekerja dengan membentuk ion 

fenoksida yang dapat memberikan satu elektronnya pada radikal bebas 

sehingga akan menstabilkan radikal bebas (Dhianawaty & Panigoro, 

2013). Sedangkan tanin bekerja sebagai antioksidan dengan 

menghentikan pembentukan radikal bebas dengan cara mengkelat 

logam besi (Fithriani, 2015). Alkaloid bekerja sebagai antioksidan 

primer dengan mendonorkan atom hidrogen pada radikal bebas, 

berbeda dengan saponin yang bekerja sebagai antioksidan sekunder 

dengan mekanisme membentuk hidroperoksida sehingga menghambat 

pembentukan lipid peroksida (Kartika et al., 2020). 

 

Selain itu, senyawa metabolit sekunder juga memiliki aktivitas 

antibakteri. Alkaloid dengan mekanisme menghambat sintesis asam 

nukleat dan perubahan fungsi membran plasma (Farhadi et al., 2018). 

Mekanisme kerja flavonoid dibagi menjadi 3 yaitu menghambat sintesis 

asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan menghambat 

metabolisme energi (Egra et al., 2019). Polifenol dapat mendenaturasi 

protein sehingga menyebabkan kompo,nen sel rusak  dan menghambat 

kinerja enzim pada dinding sel bakteri (Noviyandri et al., 2020). 

Saponin, yaitu dengan cara menyebabkan kebocoran protein dan enzim 

dari dalam sel bakteri (Marcellia et al., 2021). Tanin meliputi reaksi 

dengan membran sel, inaktivasi enzim, dan penghancuran atau 

inaktivasi fungsi materi genetik dan sebagai antibakteri diduga dengan 

cara menghambat sintesis dinding sel sehingga menyebabkan sel 

mengalami lisis (Muslim & Dephinto, 2019). 
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2.2  Stres Oksidatif 

Dalam proses fisiologis tubuh, radikal bebas yang tidak terkendali dan melebihi 

batas kapasitas antioksidan di dalam tubuh akan membentuk stres oksidatif. 

Stres oksidatif dapat merusak komponen lipid, protein, dan karbohidrat 

(Saputra et al., 2021). Ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan yang 

mendukung oksidan menimbulkan gangguan sinyal dan kontrol redok dan atau 

menyebabkan kerusakan molekuler (Handajani, 2019). 

 

 

            Gambar 2. Stres Oksidatif  (Handajani, 2019) 

 

Stres oksidatif dapat disebabkan karena berkurangnya kadar antioksidan atau 

enzim antioksidan. Penurunan antioksidan dan mikronutrien yang diperlukan 

untuk fungsi dari enzim antioksidan (katalase, SOD atau glutation peroksidase) 

mengakibatkan akumulasi radikal bebas sehingga memicu terjadinya stres 

oksidatif (Arulsevan et al., 2016). Selain itu, stresor lingkungan (asap rokok, 

UV, radiasi pengion, polutan, dan logam berat) dan xenobiotik (obat anti 

plastik) berkontribusi meningkatkan produksi ROS, sehingga menyebabkan 

ketidakseimbangan yang mengarah pada kerusakan sel dan jaringan sehingga 

memicu stres oksidatif (Rahmawati et al., 2023) 
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           Gambar 3. Pembentukan Radikal Bebas (Rahmawati et al., 2023) 

 

Menurut Widyaningsih et al. (2017), kerusakan sel yang disebabkan oleh stres 

oksidatif dipercaya menjadi penyebab berbagai penyakit degeneratif. Stres 

oksidatif pada sistem biologis sering ditandai dengan beberapa parameter yaitu:  

1. Peningkatan radikal bebas dan oksidan lainnya 

2. Penurunan antioksidan 

3. Ketidakseimbangan reaksi redoks pada sel 

4. Kerusakan pada komponen sel seperti, lemak, protein, dan  DNA 

 

Stres oksidatif menjadi penyebab utama sebagian besar penyakit, seperti 

obesitas, diabetes, kanker, penyakit kardiovaskuler, stroke dan penyakit 

neurodegeneratif. Stres oksidatif merupakan keadaan ketidakseimbangan 

antara antioksidan dengan oksidan di dalam tubuh yang dapat dipicu oleh 

radikal bebas yang dapat berasal dari luar (eksogen/paparan faktor lingkungan) 

atau produk endogen yang berasal dari proses metabolisme seluler 

dalam kondisi normal (Sunarti, 2021). 
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Gambar 4. Pengaruh Stres Oksidatif (Sunarti, 2021) 

2.3  Antioksidan 

2.3.1   Definisi Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa yang berguna untuk mengatasi 

kerusakan oksidatif akibat radikal bebas di dalam tubuh sehingga 

berperan mencegah berbagai macam penyakit (Syarif et al., 2015).  

Antioksidan dalam pengertian kimia adalah senyawa pemberi elektron   

(Erlindawati et al., 2018). Peran antioksidan akan menambahkan atau 

menghilangkan satu elektron untuk menetralisir ROS, sehingga radikal 

bebas menjadi stabil dan menghambat proses oksidasi (Mahardani & 

Yuanita, 2021). Istilah antioksidan berarti semua enyawa yang dapat 

meredam dampak negatif radikal bebas dengan menunda, 

memperlambat dan mencegah terjadinya reaksi oksidasi dari radikal 

bebas dalam oksidasi lipid (Yuslianti, 2018). 
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                  Gambar 5. Radikal bebas dan antioksidan (Widyaningsih et al., 2017) 

 

Antioksidan dari tumbuhan merupakan kelompok besar senyawa 

bioaktif yang terdiri dari flavonoid, senyawa fenolik, senyawa yang 

mengandung belerang, tanin, alkaloid, diterpen fenolik, dan vitamin 

(Ibroham et al., 2022). Daun kopi mengandung flavonoid, alkaloid, 

saponin, kafein, dan polifenol. Asam fenolik yang terkandung dalam 

daun kopi merupakan senyawa antioksidan yang dapat berfungsi 

menghilangkan radikal bebas di dalam tubuh (Kusbandari et al., 2014).  

2.3.2   Klasifikasi Antioksidan 

Antioksidan diklasifikasikan menjadi dua kelompok, yaitu antioksidan 

sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis reaksi kimia) dan 

antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami) 

(Erlindawati et al., 2018). 

1. Beberapa contoh antioksidan sintetik yang penggunaanya 

diizinkan untuk makanan dan telah sering digunakan, yaitu butil 

hidroksi anisol (BHA), butil hidroksil  toluen (BHT), propil galat, 

tert-butil hidoksi quinon (TBHQ) dan tokoferol. Antioksidan diatas 

merupakan antioksidan alami yang telah diproduksi secara sintetis 

untuk tujuan komersial (Yuslianti, 2018). 

2. Antioksidan alami banyak berasal dari tumbuhan dan senyawa ini 

tersebar pada beberapa bagian tumbuhan, seperti akar, batang, 

kulit, daun, bunga, buah, dan biji. Antioksidan alami berfungsi 

sebagai reduktor, penekan oksigen singlet, perangkap radikal bebas 
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dan sebagai pengkhelat logam. Antioksidan tersebut meliputi 

golongan senyawa turunan fenol (Erlindawati et al., 2018). 

2.3.3   Mekanisme Kerja Antioksidan 

Mekanisme kerja dari antioksidan untuk mengurangi senyawa radikal 

bebas adalah dengan menunda, mencegah, dan menghilangkan 

kerusakan oksidatif dari molekul target dengan pendinginan radikal 

bebas, perhelatan logam, menurunkan kadar enzim yang membantu 

pembentukkan radikal bebas, dan menstimulasi enzim antioksidan 

internal (Arnanda & Nuwarda, 2019). Selain itu antioksidan juga 

bertanggung jawab dalam menstabilkan radikal bebas dengan 

menyumbangkan atom hidrogen yang membentuk kompleks senyawa 

yang lebih stabil (Yadav et al., 2016). 

 

  Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan digolongkan menjadi 

tiga kelompok, yaitu antioksidan primer, sekunder, dan tersier 

(Yuslianti, 2018).  

1. Antioksidan Primer  

Bekerja dengan mengubah reaktivitas radikal bebas menjadi 

kurang reaktif, membuatnya tidak berbahaya bagi sel tubuh 

manusia dan mencegah pembentukan radikal bebas baru. 

2. Antioksidan Sekunder 

Merupakan senyawa yang mempunyai fungsi untuk menangkap 

radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga 

tidak menimbulkan kerusakan. Antioksidan dapat diperoleh dari 

berbagai sumber makanan seperti sayur dan buah-buahan.  

3. Antioksidan Tersier  

Bekerja dengan cara memperbaiki sel dan jaringan yang rusak 

akibat serangan radikal bebas.  
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2.4  Uji Aktivitas Antioksidan 

2.4.1   Pengertian Uji Antioksidan  

Uji antioksidan adalah uji yang dilakukan untuk mendeteksi senyawa 

antioksidan pada suatu sampel. Antioksidan adalah sifat dari suatu 

senyawa yang dapat melawan radikal bebas. Uji aktivitas antioksidan 

terdiri atas metode in vivo dan in vitro. Namun para peneliti lebih 

mengembangkan metode in vitro karena metode in vivo membutuhkan 

waktu pengerjaan yang lama. Metode antioksidan secara in vitro terbagi 

menjadi metode 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), xantin oksidase, 

tiosianat, dan deoksiribosa (Sharma, 2014). 

2.4.1   Metode DPPH 

DPPH atau  (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl) merupakan suatu radikal 

bebas sintetik yang dapat larut dalam senyawa polar seperti etanol dan 

metanol (Malik et al., 2013). Metode DPPH adalah metode yang paling 

sering digunakan dalam pengukuran aktivitas antioksidan dalam sampel 

dengan melihat kemampuannya dalam menangkal radikal bebas 

(Kurniasih et al., 2015). Dimana prinsipnya adalah pengukuran kadar 

berdasarkan jumlah elektron ganjil pada molekul DPPH yang 

memberikan serapan maksimum pada panjang gelombang 517 nm yang 

berwarna ungu (Alam et al., 2013). 
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                     Gambar 6. Mekanisme DPPH (Irianti et al., 2021) 

 

Senyawa antioksidan bereaksi dengan radikal DPPH melalui 

mekanisme pemberian atom hidrogen yang menyebabkan terjadinya 

perubahan warna dari ungu ke kuning (Setiawan et al., 2018). Semula 

DPPH yang berwarna ungu pekat memberikan serapan pada panjang 

gelombang 517 nm namun setelah mengalami reduksi maka DPPH 

akan berubah menjadi senyawa difenil pikril hidrazin yang warnanya 

akan memudar menjadi warna kuning dan nilai serapannya akan 

sebanding dengan jumlah elektron yang diterima (Wulansari, 2018). 

Hasil senyawa uji DPPH biasanya dibandingkan dengan nilai IC50 dari 

vitamin C, vitamin E, atau kuersetin yang merupakan senyawa 

antioksidan alami (Sami et al., 2019). 

 

  Kelebihan metode DPPH yaitu memerlukan sampel dalam jumlah 

sedikit, metodenya sederhana, mudah, cepat dan peka. Selain itu juga 

mudah diterapkan karena senyawa radikal DPPH yang digunakan 

bersifat relatif lebih stabil dibanding metode lainnya (Rahmawati et al., 

2016). Metode DPPH dapat digunakan dalam bentuk sampel larutan 

atau padat, metode ini juga akurat dan murah untuk menguji 

kemampuan komponen dalam menjebak senyawa radikal (Mariani et 

al., 2018). Penyimpanan bahan lebih stabil dan tidak mudah rusak 

dibandingkan dengan bahan pada metode ABTS dan FRAP (Ibroham 



18 

 

 

et al., 2022). Namun, pengujian menggunakan DPPH terbatasi karena 

DPPH hanya dapat dilarutkan dalam pelarut organik sehingga agak sulit 

untuk menganalisis senyawa yang bersifat hidrofilik (Wulansari, 2018). 

 

Tingkatan aktivitas antioksidan pada metode DPPH diklasifikasikan 

menjadi: 

                      Tabel 1. Tingkatan Aktivitas Antioksidan  (Kurniawati & Sutoyo, 2021) 

Nilai IC50 (ppm) Kekuatan Antioksidan 

<50 Sangat kuat 

50-100 Kuat 

100-150 Sedang 

150-200 Lemah 

>200 Sangat lemah 

 

Hasil dari uji aktivitas antioksidan dinyatakan dengan nilai IC50 yaitu 

konsentrasi antioksidan yang diperlukan untuk menghambat 50% 

radikal DPPH (Kurniawati & Sutoyo, 2021). 

2.5  Staphylococcus aureus 

2.5.1   Definisi Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus adalah salah satu bakteri patogen penting yang 

berkaitan dengan virulensi toksin, invasif, dan memiliki ketahanan 

terhadap antibiotik (Rahmi et al., 2015). Staphylococcus aureus 

merupakan salah satu bakteri penyebab infeksi tersering di dunia 

dengan tingkat keparahan infeksi yang bervariasi, mulai dari infeksi 

minor di kulit, infeksi traktus urinarius, infeksi traktus respiratorius,  

sampai infeksi mata dan Central nervous system  (Septiani et al., 2017). 

Beberapa penyakit yang disebabkan bakteri Staphylococcus aureus 

adalah mastitis, dermatitis, infeksi saluran pernafasan, impetigo, abses, 

sindrom syok toksik dan keracunan makanan dengan gejala seperti 

mual muntah dan diare (Wikananda et al., 2019). Staphylococcus 
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aureus merupakan penyebab utama infeksi kulit dan jaringan lunak 

pada manusia. Infeksi kulit yang diderita umumnya dapat sembuh 

dengan sendirinya namun akibat dari infeksi kulit tersebut juga dapat 

memberikan jalan masuk bagi patogen lain untuk menyerang jaringan 

tubuh yang lebih dalam (Kwiecinski & Horswill, 2020).  

2.5.2   Klasifikasi  Staphylococcus aureus 

Klasifikasi ilmiah bakteri genus Staphylococcus aureus  adalah sebagai  

berikut (Soedarto, 2015) : 

Domain : Bacteria 

Kingdom  : Eubacteria 

Phylum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Family  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Species  : Staphylococcus aureus 

 

 

             Gambar 7. Staphylococcus aureus  (Brooks et al., 2013). 

                  

2.5.3   Morfologi  Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif berbentuk bulat 

berdiameter 0,7-1,2 μm, yang tersusun dalam kelompok-kelompok 

yang tidak teratur seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak 
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membentuk spora, dan tidak bergerak (Jawetz et al., 2012). 

Staphylococcus aureus berbentuk  bulat atau oval. Bakteri ini 

merupakan jenis bakteri yang tidak  bermigrasi dan setelah terjadinya 

pembelahan sel-sel anak bakteri cenderung tetap berada pada sel 

induknya (Liesenborghs, 2018). Staphylococcus aureus adalah bakteri 

gram-positif (pewarnaan ungu oleh pewarnaan gram) yang berbentuk 

coccus dan cenderung tersusun dalam kelompok.  Di media, organisme 

ini dapat tumbuh dalam garam hingga 10%, dan koloni seringkali 

berwarna emas atau kuning (Krihariyani et al., 2016). Pada pewarnaan  

jika diamati di bawah mikroskop akan terlihat bentuk bulat-bulat 

bergerombol seperti anggur (Soedarto, 2015). 

2.5.4   Patogenesis Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus menyebabkan penyakit pada manusia melalui 

invasi jaringan atau karena pengaruh toksin yang dihasilkannya. Infeksi 

dimulai dari tempat koloni patogen pada tubuh, lalu ditularkan melalui 

tangan ke tempat bakteri dapat memasuki tubuh (Soedarto, 2015). 

Staphylococcus aureus menghasilkan berbagai macam produk akhir 

metabolisme dan ada yang memiliki peran dalam patogenitas. Seperti 

koagulase, leukosidin, hemolisin dan enterotoksin. Koagulase dapat 

menyebabkan pembekuan darah, leukosidin mampu melisiskan sel-sel 

darah putih, hemolisin aktif melawan sel-sel darah merah dan 

enterotoksin bertanggungjawab atas suatu tipe gastroenteritis 

(Cappuccino & Sherman, 2014). 

2.6  Escherichia coli 

2.6.1   Definisi Escherichia coli 

Escherichia coli adalah salah satu jenis spesies dari bakteri gram negatif 

yang biasanya ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan  hewan 

(Meilisnawaty et al., 2015). Escherichia coli disebut oportunistik, 

karena sering dijumpai dan dapat hidup pada jaringan tubuh makhluk 

hidup, bahkan dapat dijumpai dalam tanah dan sampah (Kuswiyanto, 
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2014). E coli juga merupakan bakteri penyebab infeksi dan penyakit 

yang bersifat patogen yang ditemukan di dalam usus manusia dan 

berperan dalam proses pengeluaran zat sisa pada saluran pencernaan 

dan dapat menginfeksi usus sehingga menimbulkan diare (Puteri & 

Milanda, 2017). 

 

Escherichia coli adalah bakteri anaerob fakultatif yang dapat tumbuh 

pada keadaan aerob maupun anaerob. Bakteri yang tergolong dalam 

anaerob fakultatif merupakan bakteri patogen yang sering dijumpai, 

memiliki bentuk batang pendek dengan ukuran 0,4-0,7 µm x 1,4 µm, 

bersifat motil (dapat bergerak), tidak memiliki nukleus, organel 

eksternal maupun sitoskeleton tetapi memiliki organel eksternal yakni 

vili yang merupakan filamen tipis dan lebih panjang (Mahon, 2015). 

2.6.2     Klasifikasi  Escherichia coli 

Klasifikasi Escherichia coli adalah sebagai berikut (Sutiknowati, 

2016): 

Kingdom  : Eubacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Gammaproteobacteria 

Ordo  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Escherichia 

Spesies  : Escherichia coli 

 

                            

          Gambar 8. Escherichia coli  (CDC, 2015). 



22 

 

 

2.6.3    Morfologi  Escherichia coli 

Escherichia coli termasuk pada famili Enterobacteriaceae yang 

merupakan bakteri gram negatif yang berbentuk batang pendek atau 

sering disebut kokobasil. Bakteri  ini mempunyai flagel, yang 

mempunyai ukuran 0,4-0,7 μm x 1,4 μm dan memiliki simpai (Radji, 

2011).  Escherichia coli memiliki panjang sekitar 2 μm, diameter 0,7 

μm, lebar 0,4-0,7 μm, dan bersifat anaerob fakultatif, serta membentuk 

koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan tepi yang nyata 

(Hidayati et al., 2916). Escherichia coli merupakan bakteri yang 

memiliki 150 tipe antigen O, 50 tipe antigen H, dan 90 tipe antigen K. 

Beberapa antigen O dapat dibawa oleh mikroorganisme lain, sehingga 

sama seperti yang dimiliki oleh Shigella. Terkadang penyakit yang 

spesifik berhubungan dengan antigen O, dapat ditemukan pada penyakit 

infeksi saluran kemih dan diare (Karsinah, 2011). 

2.6.4   Patogenesis  Escherichia coli 

Bakteri ini akan menjadi patogen jika jumlahnya di dalam saluran 

pencernaan meningkat atau berada di luar usus (Jawetz, 2005). Menurut 

Radji (2010), bakteri Escherichia coli memiliki faktor virulensi berupa:  

1. Antigen permukaan : Escherichia coli memiliki sedikitnya 2 tipe 

fimbria yaitu tipe manosa sensitif dan tipe manosa resisten untuk 

membantu pelekatan pada sel hospes. 

2. Enterotoksin : Escherichia coli menghasilkan 2 jenis enterotoksin 

yaitu toksin termolabil (LT) yang dapat menyebabkan peningkatan 

permeabilitas sel epitel usus sehingga menyebabkan diare dan toksin  

termostabil (ST) yang dapat menyebabkan gangguan absorpsi 

klorida dan natrium. 

3. Hemolisin : merupakan protein yang bersifat toksik terhadap sel 

pada biakan jaringan.serotipe Escherichia coli hemolitik bersifat 

lebih patogen.  
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2.7  Ekstraksi dan Ultrasonic - Assisted Extraction (UAE) 

2.7.1   Definisi Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan suatu proses penyarian zat aktif dari bagian 

tanaman obat yang bertujuan untuk menarik komponen kimia. Proses 

ekstraksi pada dasarnya adalah proses perpindahan massa dari 

komponen zat padat yang terdapat pada simplisia ke dalam pelarut 

organik yang digunakan. Pelarut organik akan menembus dinding sel 

dan akan masuk kedalam rongga sel tumbuhan yang mengandung zat 

aktif, yang kemudian akan terlarut dalam pelarut organik pada luar sel 

untuk selanjutnya berdifusi ke dalam pelarut (Marjoni, 2016). 

Pemilihan metode ekstraksi yang ideal didasarkan beberapa alasan 

tertentu seperti sifat bahan alam, kestabilan metabolit sekunder, 

rendemen ekstrak, kualitas yang diinginkan, maupun karena alasan 

kemudahan, biaya dan waktu (Agung, 2017). 

 

Ekstrak adalah sediaan kering, kental, atau cair yang dihasilkan dengan 

mengekstraksi simplisia nabati atau hewani dengan cara yang tepat 

(Tambun et al., 2016). Setelah dilakukan ekstraksi kemudian pelarut 

diuapkan dengan masa yang tersisa yang diperlukan sedemikian rupa 

sehingga memenuhi standar bahan baku yang digunakan (Nugroho, 

2017). Salah satu faktor yang menentukan kualitas hasil ekstraksi 

adalah jenis pelarut dan lama waktu ekstraksi. Secara umum etanol 

merupakan pelarut yang banyak digunakan untuk memisahkan senyawa 

organik dari bahan alam karena dapat melarutkan semua golongan 

metabolit sekunder (Yuswi, 2017). 

 2.7.2   Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) yang biasanya juga dikenal 

sebagai ekstraksi ultrasonik dan sonikasi adalah metode ekstraksi yang 

memanfaatkan energi yang berasal dari gelombang ultrasonik (Zhang 

et al., 2018). Ultrasound-Assisted Extraction menawarkan alternatif 
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yang murah, ramah lingkungan, cepat dan efisien daripada teknik 

ekstraksi konvensional. Peningkatan ekstraksi yang diperoleh dengan 

menggunakan ultrasound terutama disebabkan oleh efek kavitasi 

akustik yang dihasilkan dalam pelarut. Metode ini juga memberikan 

efek mekanis yang memungkinkan penetrasi pelarut menjadi lebih 

besar ke dalam matriks sampel, meningkatkan area permukaan kontak 

antara fase padat dan cair, dan sebagai hasilnya zat terlarut lebih cepat 

berdifusi dari fase padat ke dalam pelarut (Tiwari & Cullen, 2013). 

 

Sampel yang sudah disiapkan kemudian dicampur dengan pelarut untuk 

ekstraksi yang sesuai dan dimasukan kedalam alat ultrasonik (Abu & 

Mainul, 2020). Ultrasound-Assisted Extraction menggunakan energi 

akustik (energi mekanik yang tidak diserap oleh molekul tetapi 

ditransmisikan ke seluruh media) dan pelarut untuk mengekstraksi 

senyawa target dari berbagai matriks tanaman. Gelombang ultrasonik 

ditransmisikan melalui media melalui gelombang tekanan dengan 

menginduksi getaran molekul yang secara bergantian menekan dan 

meregangkan struktur molekul medium (Mandal et al., 2015) 

       

                              Gambar 9. A). Ultrasonic Probe dan (B). Ultrasonic Bath (Martins et al., 2019) 
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2.8  Antibakteri 

       2.8.1   Pengertian Antibakteri 

Pertumbuhan bakteri penyebab infeksi dan penyakit perlu dihambat 

dengan antibakteri (Paju et al., 2013). Senyawa antibakteri adalah 

senyawa kimiawi atau biologis baik alami maupun sintetik yang dapat 

menghambat pertumbuhan dan aktivitas bakteri (Nurhayati et al., 

2020). Antibakteri termasuk kedalam antimikroba yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri yang dimaksudkan untuk mencegah 

penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada 

inang yang terinfeksi, dan mencegah pembusukan serta kerusakan 

bahan oleh mikroorganisme (Utomo et al., 2018). Faktor-faktor yang 

mempengaruhi aktivitas zat antibakteri adalah pH, suhu stabilitas 

senyawa, jumlah bahan yang ada, lamanya inkubasi pada aktivitas 

metabolisme bakteri (Ermawati & Yuli, 2020). Mekanisme kerja 

antibakteri dapat melalui berbagai cara, seperti menghambat sintesis 

dinding sel, menghambat keutuhan permeabilitas dinding sel, 

menghambat protein dinding sel, menghambat sintesis asam nukleat, 

dan menghambat metabolisme sel mikroba (Jawetz et al., 2005). 

2.8.2.   Uji Antibakteri Difusi Silinder 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk mengetahui efektivitas suatu  

senyawa antibakteri dalam menghambat pertumbuhan suatu bakteri 

(Jawetz et al., 2012). Pengujian aktivitas antibakteri adalah teknik 

untuk mengukur berapa besar potensi atau konsentrasi suatu senyawa 

untuk dapat memberikan efek bagi mikroorganisme berdasarkan acuan 

ketentuan kekuatan aktivitas antibakteri dari diameter zona hambatan 

yang  terbentuk (Sari et al., 2022). Uji aktivitas antibakteri terdiri dari 

dua metode, yaitu metode difusi dan dilusi (Soleha, 2015). Metode 

difusi yang banyak digunakan diantaranya metode difusi cakram, difusi 

sumuran dan difusi silinder, metode gradient antimikroba dan metode 

sumuran. Sedangkan pada metode dilusi yang sering digunakan yaitu 

metode dilusi broth dan metode dilusi agar (Balouiri et al., 2016).  



26 

 

 

 

Metode silinder adalah metode pengujian aktivitas antibakteri yang 

dilakukan dengan cara meletakkan silinder gelas steril yang terbuat dari 

besi di atas media agar yang telah diinokulasi bakteri. Tiap silinder 

ditempatkan sedemikian rupa sehingga berdiri diatas media agar, 

kemudian silinder diisi dengan larutan sampel yang akan diuji dan 

diinkubasi selama 24 jam. Kemudian dilihat adanya zona bening 

disekitar silinder. Zona bening tersebut kemudian diukur diameternya 

menggunakan jangka sorong (Tenda et al., 2017). Kelebihan metode ini 

yaitu metodenya sederhana karena penggunaannya yang mudah 

digunakan, dapat menampung lebih banyak ekstrak dan jumlah zat yang 

dimasukkan pada media agar jelas sedangkan kekurangannya memiliki 

resiko tinggi karena silinder dapat jatuh (Jawetz et al., 2005). 

 

 

                      Gambar 10. Difusi Silinder (Costa et al., 2014).                      

 

Interpretasi hasil metode difusi silinder dibagi menjadi kategori daya 

hambat lemah, sedang, kuat, dan sangat kuat, berdasarkan pengukuran 

diameter zona hambat yang didapatkan seperti pada tabel 

(Surjowardojo et al., 2015). 
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Tabel 2. kategori diameter zona hambat (Surjowardojo et al., 2015) 

Diameter zona hambat Kategori 

< 5 mm Lemah 

6-10 mm Sedang 

11-20 mm Kuat 

> 21 Sangat kuat 
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2.9  Kerangka Teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 11. Kerangka Teori 
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2.10  Kerangka Konsep 

Adapun kerangka konsep pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

 

                        Variabel Bebas                                          Variabel Terikat   

 

 

 

 

 

Gambar 12. Kerangka Konsep 
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BAB III                                                                                                        

METODE PENELITIAN 

 

 

3.1  Desain Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen skala laboratorium. Ekstraksi 

daun kopi robusta (Coffee canephora) dilakukan dengan menggunakan metode 

Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) menggunakan pelarut etanol 96%. 

Pengukuran total fenolik menggunakan metode Folin-Ciocalteu dan 

pengukuran total flavonoid dilakukan menggunakan metode kolorimetri yaitu 

dengan penambahan AlCl3. Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan 

metode DPPH dan untuk menguji aktivitas antibakteri digunakan metode uji 

difusi silinder terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

3.2  Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1   Tempat Penelitian 

Determinasi sampel dilakukan di Laboratorium Botani, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

Pembuatan ekstrak, analisis kualitatif fitokimia, uji kadar total fenolik, 

uji kadar total flavonoid dan uji antioksidan dilakukan di Laboratorium 

Kimia Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung. Uji 

antibakteri (Staphylococcus aureus) dan (Escherichia coli) dilakukan di 

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT), 

Universitas Lampung. 
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3.2.2   Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2023 sampai Januari 

2024. 

3.3  Sampel dan Preparasi Sampel 

     3.3.1   Sampel 

Sampel penelitian menggunakan daun kopi robusta Lampung Barat 

yang berusia tua karena memiliki kadar fenol total lebih tinggi 

dibandingkan dengan daun muda. 

3.3.2   Preparasi Sampel 

Daun kopi robusta yang segar dicuci bersih di air mengalir kemudian 

dilakukan proses pengeringan dengan penjemuran dibawah sinar 

matahari menggunakan penutup kain berwarna hitam. Setelah kering 

sampel dihaluskan untuk mendapatkan simplisia. Sampel ekstrak daun 

kopi robusta (Coffea canephora) diperoleh dari ekstraksi dengan 

menggunakan metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

menggunakan pelarut etanol 96% dan untuk mendapatkan ekstrak 

kental dilakukan proses penguapan pelarut dengan menggunakan rotary 

evaporator. 

3.4  Bahan dan Alat Penelitian 

3.4.1   Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun kopi robusta 

(Coffee canephora) yang diperoleh dari lampung barat, Pelarut etanol 

96%, pereaksi Lc Bourchart, pereaksi Dragendorff, pereaksi HCl pekat, 

pereaksi FeCl3, serbuk zink, kloroform. Folin-Ciocalteu. Na2CO3 7,5%, 

asam galat, Alcl3, asam asetat, kuersetin,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil, asam 

askorbat, metanol pro analisis, aquades steril, DMSO 

(Dimethylsulfoxide) 5%, Nutrient Agar, Tryptic Soy Broth (TSB), NaCl 
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0,9%, larutan standar 0,5 Mc Farland, antibiotik amoksisilin, 

mikroorganisme berupa patogen bakteri gram positif (Staphylococcus 

aureus) dan bakteri gram negatif (Escherichia coli). 

3.4.2   Alat Penelitian 

Alat yang digunakan yaitu jas lab, masker, handscoon, beaker glass, 

gelas ukur, labu ukur, labu alas bulat, batang pengaduk, erlenmeyer, 

corong, rak dan tabung reaksi, neraca analitik, gunting, kertas saring, 

kertas perkamen, aluminium foil, plastik wrap, blender, seperangkat 

alat rotary evaporator merk IKA, ultrasonic cleaning bath merek 

BAKU BK-2000, autoklaf, inkubator, oven, laminar air flow, dan 

spektrofotometer UV-Vis, inkubator, mikropipet, silinder, bunsen, 

pipet volume, blue tip, yellow tip, tabung reaksi, rak tabung reaksi, 

cawan petri, kapas lidi steril,  jarum ose dan jangka sorong. 

3.5  Prosedur Penelitian 

   3.5.1   Determinasi Tanaman 

Determinasi daun kopi robusta (Coffea canephora) Lampung Barat 

dilakukan di Laboratorium Botani Biologi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. 

3.5.2   Pemilihan Daun Kopi Robusta 

Sampel yang dipilih merupakan daun kopi robusta Lampung Barat   

yang berusia tua karena memiliki kadar fenol total lebih tinggi 

dibandingkan dengan daun muda. 

3.5.3   Pengekstrakan Daun Kopi Robusta dengan Metode Sonikasi 

Serbuk simplisia daun kopi ditimbang sebanyak 30 gram dan 

dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 250 ml, kemudian tambahkan 

pelarut etanol 96% sebanyak 200 ml dan ekstraksi menggunakan 

ultrasonic bath pada suhu 40oC selama 30 menit. Setelah proses 

ekstraksi selesai, hasilnya disaring dengan menggunakan kertas saring 
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lalu dimasukkan ke labu erlenmeyer. Selanjutnya ekstrak cair yang 

telah disaring dilakukan pemekatan dalam rotary evaporator pada suhu 

40oC agar diperoleh ekstrak kental. Setelah diperoleh ekstrak kental 

baru ditentukan persentase rendemennya. 

   3.5.4   Analisis kualitatif Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan suatu metode yang dilakukan untuk 

mengetahui kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak 

tanaman (Putri et al., 2013). Ekstrak tanaman yang ingin diuji terlebih 

dahulu dimasukan dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan dengan 

reagen pendeteksi. Perubahan yang terjadi pada ekstrak akan 

menentukan kandungan senyawa yang terkandung dalam ekstrak 

tanaman tersebut (Purwati et al.,  2017). Pada hakikatnya skrining 

fitokimia merupakan analisis secara kualitatif pada kandungan kimia 

yang terdapat di dalam tanaman, terutama kandungan metabolit 

sekunder yang merupakan senyawa bioaktif seperti alkaloid, 

antrakuinon, flavonoid, kumarin, saponin, tanin, polifenol dan minyak 

atsiri (Marjoni & Ismail, 2016). 

 

1. Uji Saponin 

Sebanyak 2-3 ml ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan 10 ml air panas lalu didinginkan, kemudian 

dikocok kuat-kuat selama 10 detik lalu ditambahkan 1 tetes HCl2N. 

Uji positif ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang stabil 

setinggi 1-10 cm selama tidak kurang dari 10 menit (Wahid & 

Safwan, 2019). 

2. Uji Flavonoid 

Pada uji flavonoid sebanyak 1 ml ekstrak dimasukan kedalam tabung 

reaksi dan ditambahkan serbuk Zinc Hydrochloride 0,5 gr dan 1 ml 

HCl pekat kemudian dikocok. Jika terdapat perubahan magenta 

berarti sampel tersebut positif mengandung flavonoid (Abubakar & 

Mainul, 2020).  
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3. Uji Tanin 

Sebanyak 1 ml ekstrak yang dilarutkan dalam etanol ditambahkan 

dengan pereaksi FeCl3. Ekstrak yang mengandung tanin akan 

berwarna biru atau hijau kehitaman (Novriyanti et al., 2022). 

4. Uji Alkaloid 

a. Uji Mayer  

      Sebanyak 1 ml larutan ekstrak ditambahkan 5 tetes reagen 

mayer di sepanjang sisi tabung reaksi. Uji positif ditunjukkan 

dengan  warna kuning atau endapan putih (Shaikh & Patil, 

2020). 

b. Uji Wagner  

      Sebanyak 1 ml larutan  ekstrak ditambahkan 5 tetes reagen 

wagner di sepanjang sisi tabung reaksi. Uji positif ditunjukkan 

dengan  terbentuknya warna kemerahan atau endapan coklat 

(Shaikh & Patil, 2020). 

c. Uji Dragendorf 

Sebanyak 1 ml larutan  ekstrak ditambahkan 5 tetes reagen 

dragendorf di sepanjang sisi tabung reaksi. Uji positif 

ditunjukkan dengan  terbentuknya warna kemerahan atau 

endapan coklat (Shaikh & Patil, 2020). 

5.  Uji Polifenol 

Sebanyak 1 ml larutan ekstrak ditambahkan beberapa tetes FeCl3. 

Uji positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau-biru 

kehitaman (Kusumo et al, 2022). 

         3.5.5    Pengukuran Kadar Total Fenolik 

Uji total fenolik dilakukan untuk mengetahui berapa kandungan total 

fenolik yang terdapat pada ekstrak daun kopi menggunakan metode 

Folin-Ciocalteu sesuai dengan yang telah dilakukan oleh (Rahman et 

al., 2021) dengan beberapa modifikasi.  

1. Pembuatan Reagen 
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a. Pembuatan larutan induk asam galat (100 ppm) Sebanyak 10 

mg asam galat dicampur dengan 0,5 ml etanol pro analisis, 

kemudian ditambahkan aquades sampai mencapai volume 

100 ml. 

b. Pembuatan larutan Na2CO3 7,5%  

Sebanyak 7,5 g Na2CO3 dicampur dengan 80 ml aquades, 

kemudian campuran dididihkan dan dibiarkan terus 

mendidih sampai bubuk Na2CO3 larut seluruhnya. Setelah 

itu, campuran tersebut didiamkan selama 24 jam, disaring, 

dan ditambahkan aquades hingga volumenya mencapai 100 

ml. 

 

2. Analisis Kadar Total Fenolik Menggunakan Spektrofotometer 

UV-Vis  

a. Penentuan panjang gelombang maksimal 

Sebanyak 200 µl larutan asam galat dimasukkan ke labu ukur 

10 ml dan ditambahkan 0,5 ml reagen Folin-Ciocalteu. Lalu 

ditambahkan 2 ml larutan Na2CO3 7,5%, ditambahkan 

aquades sampai tanda batas dan digojog sampai homogen, 

kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 60 menit. 

Absorbansi kemudian diukur pada panjang gelombang 600-

800 nm. 

b. Penentuan kurva baku asam galat  

Larutan asam galat dibuat dalam seri konsentrasi 1 ppm, 2 

ppm, 3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm. Kemudian, masing-masing 

larutan ditempatkan dalam labu ukur 10 ml. Tambahkan 0,5 

ml reagen Folin-Ciocalteu dan 2 ml larutan Na2CO3 7,5%, 

lalu ditambahkan aquades sampai tanda batas labu ukur 10 

ml   dan digojog sampai homogen. Inkubasi pada suhu kamar 

selama 60 menit. Setelah 60 menit, semua larutan diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang absorbansi 

maksimum, kemudian kurva kalibrasi dibuat untuk 
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menggambarkan hubungan antara konsentrasi asam galat 

dengan nilai absorbansi.  

c. Pengukuran kadar total fenolik ekstrak 

Sebanyak 100 mg ekstrak daun kopi dilarutkan dengan 

pelarut etanol, kemudian dimasukkan kedalam labu ukur  100 

ml dan ditambahkan aquades sampai tanda batas. Pipet 200 

µl larutan ekstrak lalu dimasukkan ke labu ukur 10 ml, 

tambahkan 0,5 ml reagen Folin-Ciocalteu dan 2 ml larutan 

Na2CO3 7,5%, lalu ditambahkan aquades sampai tanda batas 

dan digojog. Inkubasi pada suhu kamar selama 60 menit. 

Setelah 60 menit, diukur absorbansi larutan ekstrak dengan 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang absorbansi maksimum. Pengukuran total fenolik 

dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. 

         3.5.6    Pengukuran Kadar Total Flavonoid 

Uji total flavonoid dilakukan untuk mengetahui berapa kandungan 

total flavonoid yang terdapat pada ekstrak daun kopi menggunakan 

metode kolorimetri sesuai dengan yang telah dilakukan oleh (Azizah 

et al., 2020) dengan beberapa modifikasi.  

1. Pembuatan Reagen 

a. Pembuatan larutan induk kuersetin (500 ppm). Sebanyak 25 

mg kuersetin dilarutkan dengan metanol pro analisis, 

kemudian ditambahkan aquades sampai mencapai volume 50 

ml. 

b. Pembuatan larutan AlCl3 

Sebanyak 10 g AlCl3 dilarutkan dengan metanol pro analysis, 

kemudian ditambahkan aquades sampai mencapai volume 

100 ml. 

c. Pembuatan larutan asam asetat 

Sebanyak 12,5 ml asam asetat ditambahkan aquades sampai 

mencapai volume 250 ml.  
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2. Analisis Kadar Total Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer 

UV-Vis . 

a. Penentuan kurva baku kuersetin  

Larutan kuersetin dibuat seri konsentrasi dalam 15, 30, 45, 

60, dan 75 ppm, kemudian masing-masing konsentrasi 

dipipet 1,5 ml dan ditempatkan dalam labu ukur 10 ml. 

Setelah itu, tambahkan AlCl3 sebanyak 1,5 ml dan 

tambahkan asam asetat sampai tanda batas. Lalu, inkubasi 

pada suhu kamar selama 15 menit. Setelah 15 menit, semua 

larutan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

absorbansi maksimum, kemudian kurva kalibrasi dibuat 

untuk menggambarkan hubungan antara konsentrasi 

kuersetin  dengan nilai absorbansi.  

b. Penetapan kadar total flavonoid  

Dibuat larutan induk sampel daun kopi (1000 ppm), 

Sebanyak 100 mg ekstrak daun kopi dilarutkan dengan 

pelarut etanol, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 

ml dan ditambahkan aquades sampai tanda batas. Pipet 1,5 

ml larutan ekstrak, masukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan 

ditambahkan 1,5 ml AlCl3.  Setelah itu tambahkan asam asetat 

sampai tanda batas sehingga diperoleh larutan ekstrak dalam 

konsentrasi 150 ppm.. Inkubasi pada suhu kamar selama 15 

menit. Setelah 15 menit, diukur absorbansi larutan ekstrak 

dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang absorbansi maksimum. Pengukuran total 

flavonoid dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. 

         3.5.7    Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

Larutan DPPH dibuat dalam 1000 ppm dengan menimbang sebanyak 

15,76 mg, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml dan 

ditambahkan metanol pro analisis hingga tanda batas kocok sampai 
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homogen. Selanjutnya. dilakukan pembuatan larutan kontrol dengan 

cara dipipet metanol pro analisis sebanyak 3 ml dan ditambahkan 

DPPH sebanyak 1 ml. Biarkan selama 30 menit dan 

diukur absorbansinya (Hasanah et al., 2017). 

 

Konsentrasi larutan baku pembanding asam askorbat yang digunakan  

yaitu 100 ppm dan dibuat seri konsentrasi dalam 2 ppm, 4  ppm, 6 

ppm, 8 ppm dan 10 ppm. Dilakukan pemipetan sebanyak 1 ml pada 

masing-masing sering konsentrasi kemudian dimasukkan kedalam 

tabung reaksi, tambahkan larutan DPPH I ml dan metanol pro analisis 

sebanyak 2 ml, Inkubasi selama 30 menit pada ruangan gelap. Setelah 

itu lakukan pengukuran absorbansi. 

  

     Larutan sampel ekstrak etanol daun kopi robusta dibuat dalam 200 

ppm dengan cara ditimbang sebanyak 20 mg ekstrak dan ditambahkan 

dengan etanol 100 ml. Kemudian dibuat seri konsentrasi dalam 20 

ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100 ppm. Lakukan pemipetan 

sebanyak 1 ml pada masing-masing ekstrak, kemudian dimasukkan 

kedalam tabung reaksi, lalu tambahkan larutan DPPH 1 ml dan 

metanol pro analisis 2 ml, Inkubasi selama 30 menit pada ruangan 

gelap. Berubahnya warna ungu menjadi warna kuning menunjukkan 

efisiensi penangkal radikal bebas (Hasanah et al., 2017). Absorbansi 

diukur dengan Spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 

serapan maksimum DPPH. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan 

sebanyak tiga kali pengulangan untuk masing-masing konsentrasi 

larutan uji dan larutan pembanding secara berurutan (Sibarani et al., 

2019). 

      

Aktivitas antioksidan sampel ditentukan oleh besarnya hambatan 

serapan radikal DPPH melalui perhitungan persentase inhibisi serapan 

DPPH dengan menggunakan rumus :  

% Inhibisi = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100% 
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     Nilai persen inhibisi yang diperoleh dihitung persamaan garis regresi 

linier untuk menentukan nilai IC50 dengan menghitung  konsentrasi 

larutan uji yang bisa menghasilkan hambatan radikal bebas (% 

inhibisi) sebesar 50 berdasarkan persamaan garis regresi linear 

korelasi % Inhibisi dengan konsentrasi menggunakan rumus :  

𝑦 = bx + a 

Keterangan : 

y = 50 

x = Konsentrasi larutan uji 

Aktivitas antioksidan berdasarkan nilai ini dibagi menjadi sangat kuat 

(<50 ppm), kuat (50 – 100 ppm), sedang (101 – 150 ppm), lemah (151 

– 200 ppm), dan sangat lemah (>200 ppm) (Lestari et al., 2021). 

3.5.8  Aktivitas Antibakteri dengan Uji Difusi Silinder 

1. Sterilisasi Alat 

Alat-alat kaca disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 

121°C selama 15 menit. Pinset dan ose disterilkan dengan 

dipijarkan diatas api bunsen (Rahayu et al., 2020). 

2. Pembuatan Media Agar 

Pembuatan Media nutrien agar sebanyak 25 gram serbuk nutrien 

agar dilarutkan dalam 1 liter air suling dan dipanaskan sampai 

mendidih, sambil sesekali diaduk hingga homogen. Kemudian 

media nutrien agar disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit. Setelah itu, media nutrien agar dituangkan 

sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri steril, kemudian ditutup 

dengan plastik wrap dan diinkubasi selama 24 jam (Azizah et al., 

2020). 

3. Peremajaan Bakteri  

Peremajaan bakteri dilakukan dengan mengambil satu jarum ose 

biakan murni kemudian digoreskan dalam biakan agar dengan 

permukaan miring, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 

24 jam (Fitriani & Nashihah, 2021). 
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4. Pembuatan Larutan Mc Farland  

Dipakai sebagai standar kekeruhan suspensi bakteri uji. Larutan 

Mc Farland 0,5 dibuat dengan melarutkan larutan BaCl2 1 % 

sebanyak 0,05 ml dan larutan H2SO4 1 % sebanyak 9,95 ml. 

Larutan kemudian di vortex sampai tercampur sempurna 

(Rosmania & Fitri, 2020). 

5. Pembuatan inokulum bakteri  

Dari biakan bakteri uji yang telah dibuat, diambil satu ose untuk 

setiap bakteri uji dan dilarutkan dalam tabung yang berisi 5 ml 

Tryptic Soy Broth (TSB). Kemudian diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37° C (Klau et al., 2021). 

6. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Biakan bakteri yang telah berumur 24 jam diambil dari agar 

miring sebanyak 2 ose. Koloni bakteri uji disuspensikan ke dalam 

10 ml NaCl 0,9 % steril  dalam tabung reaksi steril. Kemudian 

dihomogenkan dengan vortex. Kekeruhan dibandingkan dengan 

Mc farland (Muljono et al., 2016). 

7. Pembuatan Larutan Uji 

Penelitian ini menggunakan seri konsentrasi ekstrak daun kopi 

yang dilarutkan dengan Dimethylsulfoxide (DMSO) 5%. Ekstrak 

daun kopi dengan konsentrasi 0,15 mg/ml dibuat dengan 

melarutkan 0,15 mg ekstrak dalam 1 ml DMSO 5%, konsentrasi 

0,25 mg/ml dibuat denga n melarutkan 0,25 mg ekstrak dalam 1 

ml DMSO 5%, konsentrasi 0,5 mg/ml dibuat dengan melarutkan 

0,5 mg ekstrak dalam 1 ml DMSO 5%, dan konsentrasi 1 mg/ml 

dibuat dengan melarutkan 1 mg ekstrak dalam 1 ml DMSO 5%. 

8. Uji Diameter Zona Hambat 

Silinder yang terbuat dari gelas atau besi tahan karat yang 

diletakkan diatas media yang telah diinokulasikan dengan bakteri. 

Kemudian tiap silinder diisi dengan kontrol positif, kontrol 

negatif dan larutan sampel uji dalam beberapa konsentrasi yaitu 

150 ppm, 250 ppm, 500 ppm dan 1000 ppm (0,15 mg/ml; 0,25 
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mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml). Setelah itu media disimpan dalam 

inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam dan diamati 

pertumbuhan bakteri untuk melihat ada atau tidaknya daerah 

hambat di sekeliling silinder (Harmita & Radji, 2008). 

Amoksisilin 1 mg/ml sebagai kontrol positif, dan pelarut DMSO 

5% sebagai kontrol negatif. Uji antibakteri ini dilakukan 

sebanyak 3 kali pengulangan. Terdapat empat jenis aktivitas zona 

hambat antimikroba, yaitu lemah (<5 mm), sedang (5-10 mm), 

kuat (>10- 20 mm), dan sangat kuat (>20-30 mm) (Lestari et al., 

2021). 

 3.6  Variabel Penelitian 

  3.6.1   Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan, kadar 

total fenolik dan kadar total flavonoid ekstrak etanol daun kopi robusta 

(Coffee canephora) yang diekstraksi dengan metode sonikasi. 

               3.6.2   Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah lebar diameter zona hambat 

yang terbentuk oleh senyawa uji ditandai dengan adanya daerah 

bening disekitar senyawa uji yang terdapat pada media agar-agar 

sebagai parameter menentukan adanya daya hambat pertumbuhan 

bakteri (Staphylococcus aureus) dan (Escherichia coli). 
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       3.7  Diagram Alur Penelitian 

              3.7.1   Pembuatan Ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13. Bagan Pembuatan Ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ditimbang serbuk daun kopi 

robusta Sebanyak 30 gram 

Masukkan ke dalam labu  

erlenmeyer, kemudian tambahkan 
pelarut etanol  sebanyak 200 ml 

 

kemudian diekstraksi dengan 

menggunakan ultrasonik bath 

selama 30 menit   

Ekstrak cair di pekatkan dengan 

menggunakan rotary 

evaporator 

Diperoleh ekstrak kental  
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               3.7.2   Pengukuran Kadar Total Fenolik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Gambar 14. Bagan Pengukuran Kadar Total Fenolik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penentuan kurva baku asam galat 

Pipet 200 µl larutan ekstrak, 

masukkan kedalam labu ukur 10 ml 

Tambahkan 0,5 ml reagen Folin-

Ciocalteu 

Inkubasi pada suhu kamar selama 60 

menit.  

Tambahkan 2 ml larutan Na2CO3 

7,5%, 

 

Ukur absorbansi pada panjang 

gelombang maksimum 

Pembuatan larutan induk sampel 

ekstrak daun kopi robusta  
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             3.7.3   Pengukuran Kadar Total Flavonoid 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 Gambar 15. Bagan Pengukuran Kadar Total Flavonoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penentuan kurva baku quersetin 

Pipet 1,5 ml larutan ekstrak, 

masukkan kedalam labu ukur 10 ml 

Tambahkan 1,5 ml AlCl3.   

Inkubasi pada suhu kamar selama 15 

menit.  

Tambahkan asam asetat sampai  

tanda batas 

 

Ukur absorbansi pada panjang 

gelombang maksimum 

Pembuatan larutan induk sampel 

ekstrak daun kopi robusta  
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        3.7.4   Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

                Gambar 16. Bagan Pengukuran Antioksidan 

   

 

 

 

 

Pembuatan larutan DPPH 

Dibuat seri konsentrasi sampel dalam 

20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 

dan 100 ppm 

Tambahkan 1 ml DPPH pada setiap 

seri konsentrasi 

Inkubasi pada suhu kamar selama 30 

menit.  

Tambahkan 2 ml metanol pro analisis 

pada setiap seri konsentrasi 

Ukur absorbansi pada panjang 

gelombang maksimum 

Penetapan panjang gelombang 

maksimum DPPH 

Pembuatan larutan induk sampel 

ekstrak daun kopi robusta 200 ppm 
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              3.7.5   Pengujian Aktivitas Antibakteri   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 17. Bagan Pengujian Antibakteri 

 

3.8  Analisis Data 

Analisis data pada penelitian ini akan diambil data-data untuk melakukan 

pengolahan sehingga data tersebut dapat dianalisa. Teknik pengolahan data 

pada pengukuran kadar total fenolik dan flavonoid dengan memasukkan ke 

dalam persamaan regresi linier y = ax + b yang didapatkan dari kurva kalibrasi 

larutan baku standar, baru kemudian dihitung total kadarnya. Teknik 

pengolahan data pada hasil uji antioksidan dilakukan dengan membandingkan 

konsentrasi dengan nilai % inhibisi aktivitas antioksidan masing-masing 

Sterilisasi Alat dan Bahan 

Pembuatan Media Nutrient 

Agar (NA) 

Peremajaan Bakteri  

Pembuatan Inokulum Bakteri  

Pembuatan Larutan Mc. 

Farland 

Pembuatan Suspensi Bakteri 

Pembuatan Larutan Uji 

Ekstrak Sampel 

Uji Diameter Zona Hambat 



47 

 

 

sampel dalam sebuah grafik regresi linear, kemudian dihitung nilai IC50. Untuk 

analisis data uji antibakteri dilakukan secara deskriptif dengan cara melakukan 

pengamatan berupa pengukuran zona hambat pada daerah yang berwarna 

bening, yang terbentuk dari masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun 

kopi robusta terhadap pertumbuhan bakteri (Staphylococcus aureus) dan 

(Escherichia coli) kemudian dianalisis menggunakan SPSS dengan uji 

normalitas, homogenitas dan one way anova. 

3.9  Etika Penelitian 

Penelitian ini telah diajukan dan disetujui oleh bagian Komisi Etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor persetujuan etik 

346/UN26.18/PP.05.02.00/2024. 
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BAB V                                                                                                             

SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1  Simpulan 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:. 

1. Ekstrak etanol daun kopi robusta mengandung senyawa metabolit sekunder 

seperti saponin, tanin, alkaloid, flavonoid dan polifenol. 

2. Ekstrak etanol daun kopi robusta memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat 

dengan nilai IC50 sebesar 34,26 ppm. 

3. Ekstrak etanol daun kopi robusta memiliki kadar total fenolik sebesar 

219,46 mg GAE/g dan kadar total flavonoid sebesar 261,93 mg QE/g. 

4. Ekstrak etanol daun kopi robusta menghasilkan diameter zona hambat 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 150 ppm, 250 

ppm, 500 ppm, dan 1000 ppm, dengan rata-rata diameter zona hambat yakni 

7,4 mm, 9,0 mm, 9,7 mm dan 11,1 mm sedangkan pada bakteri Escherichia 

coli menghasilkan diameter zona hambat sebesar 2,8 mm, 4,3 mm, 7,7 mm 

dan 9,3 mm. 

 

5.2  Saran 

1. Perlu dilakukannya fraksinasi dan isolasi terhadap senyawa metabolit 

sekunder agar didapatkan kadar total fenolik, kadar total flavonoid, aktivitas 

antioksidan dan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kopi robusta yang 

lebih optimal.  

2. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut mengenai daun kopi robusta 

dengan menggunakan metode ekstraksi yang berbeda. 
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3. Perlu dilakukannya eksplorasi polaritas pelarut terkait pengujian aktivitas 

antibakteri ekstrak etanol daun kopi robusta. 
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