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Robusta coffee is one of the most common types of coffee 

in Indonesia. Robusta coffee has secondary metabolites 
that function as antibacterial. The aim of this research was 
to determine the antibacterial activity of ethyl acetate 
extract of robusta coffee beans against Staphylococcus 
aureus and Escherichia coli bacteria. The method for in 
vitro antibacterial testing uses the disc diffusion test 
method. The extract concentrations used were 30%, 50%, 
70% and 90%. The results showed that for S.aureus 
bacteria, the highest extract inhibition zone diameter was 
22.1 mm at a concentration of 90%, and the lowest 
inhibitory zone diameter was 13.5 mm at a concentration of 
30%. For E.coli bacteria, the diameter of the highest extract 
inhibitory value was 18.9 mm at a concentration of 90% and 
the diameter of the lowest extract inhibition zone was 9.4 
mm at a concentration of 30%. The conclusion of this study 
shows that the diameter of the inhibition zone in S.aureus 
bacteria is greater than E.coli. 

KEYWORDS 

antibacterial, robusta coffee, secondary 

metabolites 

CORRESPONDENCE 

Phone: 081217748791 

E-mail: 

azmiprasasti@stikesbanyuwangi.ac.id 

 

I. INTRODUCTION  

Di Indonesia, kopi merupakan hasil 

perkebunan yang berlimpah, dan salah 

satu jenis kopi yang familiar di 

masyarakat adalah jenis kopi robusta. 

Kandungan kafein biji kopi robusta 

sejumlah 1-2 % (Aryadi et al., 2020). 

Metabolit sekunder yang pada biji 

kopi robusta adalah tanin, flavonoid, 

alkaloid, saponin, triterpenoid dan fenol 

(Walid & Putri, 2023). Metabolit sekunder 

tersebut berfungsi sebagai antibakteri, 

antioksidan dan antiinflamasi. Pengujian 

antibakteri diukur melalui pertumbuhan 

mikroorganisme terhadap agen 

antibakteri, hal tersebut dikenal dengan 

diameter zona hambat ekstrak. 

Beberapa jenis metode pengujian 

antibakteri adalah metode difusi cakram 

dan metode dilusi. Metode difusi cakram 

merupakan metode yang mengukur 

diameter zona hambat yang dihasilkan 

oleh ekstrak (Intan et al., 2021). 

Pada penelitian ini ingin mengetahui 
diameter zona hambat ekstrak etanol biji 
kopi robusta pada bakteri 
Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli. S.aureus merupakan bakteri gram 
positif yang salah satunya dapat 
menyebabkan penyakit kulit (Hanina et 
al., 2022). E.coli merupakan bakteri gram 
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negatif yang dapat menyebabkan 
penyakit diare (Halim et al., 2017). 
 
II. METHODS 

Alat dan Bahan 

Alat: erlenmeyer, gelas ukur, tabung 

reaksi, mikropipet, mesh 60, timbangan 

analitik, autoclave, rotary evaporator, 

ose, cawan petri, kerta cakram, jangka 

sorong. Bahan: biji kopi robusta, bakteri 

uji Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Nutrient Agar, aquades steril, etanol 

70%, cakram disk, kloramfenikol. 

 

Pembuatan Ekstrak 

Biji kopi yang telah halus sebanyak 

280 g dimasukkan kedalam toples, diberi 

pelarut etanol 70%, dengan 

perbandingan pelarut dan simplisia 1:4. 

Direndam selama 3 x 24 jam, dengan 

sesekali pengadukan. Kemudian di 

saring untuk memisahkan filtrat dan 

residunya, menggunakan kertas saring. 

Filtrat diuapkan menggunakan rotary 

evaporator dengan suhu 600C selama 8 

jam. Setelah sedikit mengental, ekstrak 

dituangkan pada cawan porselin dan 

ditaruh di oven pada suhu 500C selama 3 

jam untuk menguapkan kembali pelarut 

yang masih tersisa pada ekstrak. 

 

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak 

Konsentrasi 30%, 50%, 70%, 90% 

berasal dari ekstrak masing-masing 1,5 g; 

2,5 g; 3,5 g; 4,5 g yang kemudian di 

tambahkan Na.CMC 5 ml pada setiap 

konsentrasi. 

 

Pembuatan Media Uji 

Serbuk Nutrien Agar ditimbang 

sebanyak 23 g, ditambah aquades 1.000 

ml, lalu diaduk hingga homogen. 

Kemudian dipanaskan pada hotplate 

sampai mendidih. Tunggu uap panasnya 

berkurang untuk dipindahkan ke 

Erlenmeyer. Tutup menggunakan kapas. 

Media NA siap untuk di sterilkan 

 

Pembuatan Kontrol Negatif dan Positif  

Larutan kontrol negatif dibuat 

dengan Na.CMC 1% dengan cara 1 g 

serbuk Na.CMC ditaburkan diatas 

aquadest steril 50 ml kemudian ditunggu 

sampai mengembang. Sedangkan untuk 

kontrol positif menggunakan antibiotik 

kloramfenikol 0,01 % dibuat dengan cara 

menimbang 0,1 g kloramfenikol dan 

dilarutkan dalam 10 ml aquadest. 

 

Pembuatan Suspensi Bakteri 

Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli diambil kurang lebih 1 

ose kemudian disuspensikan ke dalam 

tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan 

Na.Cl 0,9%. Kemudian dilakukan 

pengenceran. Pada tabung pengenceran 

ke 5, suspensi diambil untuk dilakukan 

pengujian.  

 

Pengujian Antibakteri 

Alat dan media NA disterilkan 

terlebih dahulu menggunakan autoclave 

1210 C selama 15 menit. Kemudian 

cawan petri yang telah steril ditambahkan 

suspensi bakteri pada tabung 

pengenceran 10-5 sebanyak 1 ml. 

Kemudian ditambahkan media NA cair 

steril kurang lebih 5 ml lalu 

dihomogenkan. Tunggu sampai media 

NA memadat kurang lebih 10-15 menit. 

Kertas cakram yang berisi konsentrasi 

30% ekstrak kopi dimasukkan ke dalam 

cawan petri berisi media NA dan suspensi 

bakteri tersebut. Lakukan pada 

konsentrasi 50%, 70% dan 90% dengan 

tiga kali pengulangan pada masing-

masing konsentrasi ekstrak. Pengamatan 

zona hambat dilakukan setelah 24 jam 

inkubasi pada suhu ruang. Zona hambat 

merupakan daerah bening disekitar 
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kertas cakram, pengukuran 

menggunakan jangka sorong. 

 

III. RESULT 
Hasil Ekstraksi 

Serbuk kopi 280 g setelah melalui 

proses maserasi, menghasilkan ekstrak 

kental sebanyak 21,6 g. Ekstrak 

berwarna coklat kehitaman dengan 

aroma khas kopi. Ekstrak tersebut 

digunakan untuk dibuat konsentrasi 

ekstrak 30%, 50%, 70% dan 90%, yang 

kemudian diaplikasikan pada kertas 

cakram. 

 

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri 
Pada pengujian aktivitas antibakteri, 

dilakukan pengukuran diameter zona 
hambat. Hasil pengukuran diameter zona 
hambat disajikan pada tabel 1 

 
Tabel 1. Hasil Aktivitas Antibakteri 
Ekstrak Etanol Kopi Robusta pada bakteri 
Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli. 

Jenis 

Bakteri 

Konsentrasi 

Ekstrak 

Kopi 

Robusta 

Diameter 

Zona Hambat 

(mm) 

 

S.aureus 

30% 11,6 

50% 14,1 

70% 16,8 

90% 19,3 

K. Positif 

(Kloramfenikol 0,01%) 

27,4 

K. Negatif 

(Na.CMC 0,1%) 

0 

 

E.coli 

30% 8,6 

50% 9,7 

70% 11,4 

90% 13,1 

Kontrol Positif 

(Kloramfenikol 0,01 %) 

23,1 

Kontrol Negatif 

(Na.CMC 1%) 

0 

 
 

Pada tabel 1 menunjukkan bahwa 
pengujian antibakteri S.aureus pada 
ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 30%, 
50%, 70% dan 90% menghasilkan zona 
hambat berurut-turut 11,6 mm; 14,1 mm; 
16,8 mm; dan 19,3 mm. Dari data 
tersebut didapatkan bahwa konsentrasi 
90% menghasilkan diameter zona 
hambat yang paling besar. Kontrol positif 
kloramfenikol 0,01 % menghasilkan 
diameter zona hambat 27,4 mm. Kontrol 
negatif Na.CMC 0,1% diameter zona 
hambat 0 mm. 

Pengujian antibakteri E.coli pada 
ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 30%, 
50%, 70% dan 90% menghasilkan zona 
hambat berurut-turut 8,6 mm; 9,7 mm; 
11,4 mm; dan 13,1 mm. Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak 
90% merupakan konsentrasi yang paling 
besar menghasilkan zona hambat. Pada 
kedua bakteri uji S.aureus dan E.coli, 
didapatkan bahwa zona hambat yang 
dihasilkan dari bakteri S.aureus lebih 
besar dari pada zona hambat pada 
bakteri E.coli. Kontrol positif 
kloramfenikol 0,01 % menghasilkan 
diameter zona hambat 23,1 mm. Kontrol 
negatif Na.CMC 0,1% diameter zona 
hambat 0 mm. 

 
IV. DISCUSSION 

Metode yang digunakan untuk 
ekstraksi adalah metode maserasi. 
Kelebihan metode ini lebih mudah untuk 
diterapkan dan tidak merusak senyawa 
metabolit sekunder yang tidak tahan 
panas, selain itu, peralatan yang 
dibutuhkan cenderung lebih mudah untuk 
didapatkan (Fakhruzy et al., 2020). 

Penggunaan pelarut etanol dalam 

proses ekstraksi mempunyai kelebihan 

yaitu pelarut etanol tidak beracun, 

bersifat universal dan cocok untuk 

ekstraksi pada semua golongan metabolit 

sekunder. Selain itu, etanol mempunyai 

sifat yang selektif, dapat bercampur 

dengan air pada segala perbandingan 

(Riwanti et al., 2020). 
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Kontrol positif yang digunakan 

adalah Kloramfenikol. Kloramfenikol 

mempunyai spektrum luas yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri gram 

positif dan negatif. Perbedaan hasil daya 

hambat dipengaruhi oleh beberapa 

faktor, antara lain jenis dan keseragaman 

mikroba uji, metabolit sekunder dan 

konsentrasi yang terkandung pada 

ekstrak (Magvirah et al., 2019). 

 

 

 

 

Grafik 1. Hasil Diameter Zona Hambat Konsentrasi Ekstrak Biji Kopi Robusta 

 

 

Penggunaan bakteri pada 

penelitian ini adalah bakteri golongan 

gram positif S.aureus dan golongan gram 

negatif E.coli (Sriyono & SE, 2020). 

Kedua bakteri tersebut dibedakan 

berdasarkan bentuk dan susunan dinding 

sel bakteri. Bakteri S.aureus hanya 

mempunyai membran plasma tunggal 

yang dikelilingi peptidoglikan. Sebagian 

besar susunan dinding selnya berupa 

peptidoglikan dengan sisanya berupa 

asam teikhoat. Berbeda dengan S.aureus 

bakteri E.coli mempunyai membran 

ganda yaitu membran luar dan membran 

dalam yang diantaranya dipisahkan oleh 

peptidoglikan. Membran ganda inilah 

yang menyebabkan jenis gram positif dan 

negatif (Nabilla & Advinda, 2022). 

Pada kopi robusta terdapat 

metabolit sekunder jenis alkaloid, 

flavonoid, tannin dan saponin (Niljon & 

Marsiati, 2023). Jenis alkaloid yang 

terdapat pada kopi robusta adalah jenis 

kafein. Kafein mempunyai gugus 

aromatik kuartener, yang berfungsi 

merusak komponen peptidoglikon 

penyusun dinding sel bakteri (Anggraini 

et al., 2019). Selain alkaloid, kopi robusta 

memiliki golongan flavonoid. Flavonoid 

memiliki kemampuan sebagai antibakteri. 

Flavonoid akan membentuk senyawa 

kompleks dengan protein ekstraseluler 

yang dapat mengakibatkan fosfolipid 

pada dinding sel bakteri tidak mampu 

mempertahankan bentuknya. Akibatnya 

membran sel bakteri akan lisis dan 

bakteri akan mengalami kemarin 

(Saptowo & Supriningrum, 2021). Fungsi 

flavonoid tersebut sama seperti 

mekanisme kerja tannin. Bedanya tannin 

membentuk ion logam kompleks, yang 

pada akhirnya bersifat toksik bagi dinding 

sel bakteri (Sapara & Waworuntu, 2016). 
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V. CONCLUSION 

Ekstrak biji kopi robusta memiliki  
kemampuan untuk menghambat 
pertumbuhan bakteri Staphylococcus 
aureus dan Escherichia coli.  
Penghambatan tertinggi pada 
konsentrasi 90% dengan nilai  19,3 mm 
pada bakteri S.aureus, dan 13,1 mm 
pada bakteri E.coli. 
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