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Diterima: Indonesia is a country with the largest cocoa (Theobroma cacao L.)
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antibacterial compounds such as alkaloids, flavonoids, phenolics, tannins,
and saponins that can inhibit the growth of microorganisms. This study was
aimed to determine the antibacterial activity of unfermented ethanol extract

%x’a- of cocoa beans with concentrations of 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20
Cocoa ’ mg/mL and 40 mg/mL to the Diameter of the Inhibitory Power, Minimum

Fermentation;
Minimum inhibition
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Phytochemistry;

Inhibitory Concentration (MIC), and Minimum Killing Concentration
(MBC) which were tested on Escherichia coli and Staphylococcus aureus
bacteria. The research method used was experimental with a completely
randomized and descriptive design. The results showed that the highest
average diameter of the inhibition zone for E. coli was 6.167 mm and 4.583
mm for S. aureus with an extract concentration of 40 mg/mL. The diameter
of the inhibition zone formed in the test bacteria was classified as low in the
concentration variation. However, the extract with a concentration of 40
mg/mL on E. coli was moderate. The MIC value for E. coli was 1 mg/mL
and for S. aureus was 0.5 mg/mL. The MBC values for E. coli and S. aureus

bacteria were 20 mg/mL and 10 mg/mL.
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PENDAHULUAN

Kakao, tanaman tropis yang memiliki nama
ilmiah Theobroma cacao L., menghasilkan biji
yang menjadi bahan utama dalam produksi cokelat
komersial. Indonesia termasuk ke dalam empat
besar negara produsen kakao dengan kontribusi
hingga 15,8% terhadap permintaan global (BPS
(2024) dan Agbolosoo et al. (2024). Nilai
kontribusi tersebut diketahui menurun dari tahun-
tahun sebelumnya karena adanya alih fungsi lahan
dan umumnya biji kakao yang diperdagangkan
tidak  difermentasi, sehingga menurunkan
produktivitas dan nilai jualnya. Faktanya, mutu
biji dan harga di pasar internasional mengacu pada
proses dan hasil dari tahapan fermentasi (Manalu
2019). Tahapan ini sangat penting dalam proses
pengolahan kakao karena dapat memengaruhi
mutu dari biji kakao yang dihasilkan.

Sekitar 10% kandungan biji kakao diwakili
oleh senyawa fenolik dari total konstituen yang
mengandung proantosianidin, flavonol atau
flavan-3-ol dan antosianin. Alkaloid, flavonoid,
fenolik, tanin, dan saponin merupakan beberapa
komponen fitokimia yang terdapat pada ekstrak
etanol biji kakao (Chusniasih and Tutik 2021).
Sifat antibakteri dapat berasal dari kandungan
bahan kimia bioaktif tanaman yang merupakan
molekul metabolit sekunder (Abballe et al. 2021).
Salah satu masalah kesehatan manusia yang dapat
diatasi oleh antibiotik adalah diare yang
disebabkan oleh bakteri tertentu, seperti
Staphylococcus aureus atau Escherichia coli, serta
penyakit ini diketahui berpotensi mengakibatkan
kematian (Fitri and Rahayu 2018).

Konsentrasi ekstrak etanol biji kakao akan
menentukan  aktivitasnya terhadap bakteri.
Dengan demikian, proses ekstraksi etanol biji
kakao dapat dijadikan cara alternatif untuk
mendapatkan senyawa bioaktifnya sekaligus
menjadi sarana yang bermanfaat guna mengobati
penyakit yang disebabkan oleh bakteri seperti S.
aureus dan E. coli.

METODE
Bahan dan Alat

Buah kakao matang varietas Forastero
diambil dari perkebunan di Kelurahan Kota
Kulon, Sumedang (ketinggian kebun berada pada
485 mdpl). Isolat bakteri Staphylococcus aureus
dan  Escherichia coli yang tersedia di
Laboratorium Mikrobiologi Pangan, Fakultas
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Teknologi  Industri  Pertanian,  Universitas
Padjadjaran. Adapun bahan-bahan kimia yang
digunakan dalam penelitian meliputi  BaCls,
pereaksi Dragendorff, etanol, FeCls, H,SO4, HCIL,
NaCl, NaOH, K,Cr,05, kloramfenikol, Mueller-
Hinton agar (MHA), nutrient agar (NA), nutrient
broth (NB), dan TTC (2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride).

Ekstraksi Biji Kakao

Biji kakao disortasi dan dibersihkan, lalu
dikeringkan dengan sinar matahari selama 5 hari
(Ariyanti 2017). Biji kakao yang sudah kering
kemudian dihaluskan dan direndam dengan
menggunakan pelarut etanol 70% dengan rasio
bahan-ke-pelarut 1:10 (b/v) dan disimpan selama
24 jam di dalam wadah yang dilapisi aluminium
foil (prosedur modifikasi dari Dewantoro et al.
(2022)). Hasil ekstrak disaring menggunakan
kertas Whatman dan bantuan pompa vakum, lalu
diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator
selama 3 jam dengan suhu 30—40°C.

Uji Bebas Alkohol (Priamsari and Rokhana
2020)

Ekstrak etanol biji kakao sebanyak 1 mL
dipipet ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 1 mL K,Cr;O7. Pengamatan
kemudian dilakukan terhadap perubahan warna
dari jingga menjadi hijau kebiruan yang
mengindikasikan ekstrak masih mengandung
alkohol (sisa pelarut ekstraksi).

Skrining Fitokimia
Uji Alkaloid (Tjandra et al. 2020)

Ekstrak biji kakao sebanyak 1 mL
direaksikan dengan 1 mL HCI 37% dan 1-2 tetes
pereaksi Dragendroff dalam tabung reaksi. Hasil
positif yang mengindikasikan adanya kandungan
alkaloid ditandai dengan adanya endapan merah
bata atau warna jingga.

Uji Flavonoid (Ichsani et al. 2021)

Ekstrak sebanyak 1 mL ditambahkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian diikuti dengan 1
mL NaOH 2 M. Kandungan flavonoid
ditunjukkan dengan munculnya warna kuning
pada lapisan amil campuran larutan uji.

Uji Fenolik (Ningsih et al. 2020)

Ekstrak sebanyak 1 mL direaksikan dengan 3
tetes larutan FeCls 1% dalam tabung reaksi.
Perkembangan warna hijau atau  merah
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mengindikasikan hasil yang positif dan adanya
senyawa fenolik yang terkandung dalam ekstrak.

Uji Tanin (Manongko et al. 2020)

Ekstrak biji kakao sebanyak 1 mL
ditambahkan dengan 23 tetes FeCls 1% ke dalam
tabung reaksi. Hasil positif yang menandai adanya
senyawa tanin ditunjukkan dengan perubahan
warna menjadi hijau tua.

Uji Saponin (Chakraborty et al. 2017)

Ekstrak sebanyak 1 mL direaksikan dengan 3
mL akuades panas dalam tabung reaksi.
Campuran sampel uji dikocok cepat dan dicatat
konsistensi dan durasi buih yang terbentuk.
Ekstrak positif mengandung senyawa saponin
sehingga buih dapat bertahan selama 5 menit.

Uji Diameter Daya Hambat (Sastrawan et al.
2020)

Media MHA dituangkan pada cawan petri
secara aseptis dan didiamkan sampai mengental,
kemudian ditambahkan 100 pL suspensi koloni
bakteri umur 24 jam setara McFarland 0,5 dengan
menggunakan mikropipet. Suspensi bakteri
diratakan dengan glass spreader. Paper disc
direndam dalam cawan petri pada masing-masing
konsentrasi ekstrak etanol biji kakao sekitar 10
menit, lalu diletakkan setiap cawan dengan pinset
steril sebelum menutup dan melapisinya dengan
cling wrap. Cawan petri diinkubasi pada suhu
37°C selama dua puluh empat jam. Diameter zona
bening diukur menggunakan penggaris.

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (Assaugqi et
al. 2023)

Suspensi bakteri 24 jam yang sebanding
dengan 0,5 McFarland dipindahkan ke 100 pL
dalam 9,9 mL media NB mempergunakan pipet
untuk mendapatkan suspensi bakteri dengan
jumlah koloni 1-2 x 10% CFU/mL. Pada
microplate ditambahkan masing-masing 50 pL
ekstrak dari konsentrasi terendah hingga tertinggi,
kontrol positif, serta kontrol negatif. Pada
microplate ditambahkan 50 pL suspensi bakteri
pada masing-masing sumuran uji ekstrak etanol
biji kakao berbagai konsentrasi, kontrol positif
serta negatif. Pada microplate ditambahkan 100
puL suspensi bakteri sebagai kontrol pertumbuhan,
dan media NB sebagai kontrol media. Microplate
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Menambahkan 20 pl indikator warna TTC (2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride) 0,2 mg/mL yang
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telah dilarutkan dengan akuades steril pada setiap
sumuran uji. Selama satu jam, microplate
diinkubasi pada suhu 37°C. Diamati adanya
perubahan warna merah, yang mengindikasikan
adanya pertumbuhan bakteri. KHM ditemukan
dengan konsentrasi terendah yang tidak
memperlihatkan perubahan warna.

Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (Sony et al.
2025)

Konsentrasi yang menunjukkan KHM dan
yang berada di atas KHM diambil dengan
menggunakan jarum ose, kemudian digoreskan
pada cawan petri berisi 15 mL media MHA yang
sudah memadat. Selama lima kali berturut-turut,
cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C. KBM
adalah sebutan yang diberikan pada cawan petri
yang tidak menumbuhkan bakteri.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Skrining Fitokimia

Adapun komponen yang telah dievaluasi
antara lain alkaloid, flavonoid, fenolik, tanin, serta
saponin. Hasil skrining fitokimia ditampilkan
pada Tabel 1.

Ekstrak biji kakao kering menunjukkan
adanya endapan merah bata pada sampel uji
setelah  ditambahkan HCl dan  pereaksi
Dragendorff.. Fenomena ini menunjukkan bahwa
ekstrak mengandung senyawa alkaloid (Mardiah
and Nuraskin 2022). Logam bismut nitrat serta
kalium iodida, yang terdapat dalam pereaksi
Dragendorff ini, membentuk kompleks kalium-
alkaloid yang dapat membentuk ikatan dengan
nitrogen dalam alkaloid biji kakao dan dapat
mengendap sebagai zat berwarna cokelat muda
atau kekuningan (Zhang et al. 2021). Adapun
pergeseran warna sampel uji menjadi hijau atau
kuning pada lapisan amil setelah penambahan
NaOH mengindikasikan adanya flavonoid dalam
ekstrak etanol biji kakao kering (Rahayu et al.
2023). Selain itu, ekstrak etanol terbukti
mengandung senyawa fenolik karena terjadinya
perubahan warna menjadi biru setelah ekstrak
ditambahkan FeCl; (Ramayani et al. 2021). Tanin
merupakan senyawa organik kompleks yang
mampu mengendapkan protein, dan dalam
penelitian ini ditunjukkan dengan perubahan
warna menjadi biru kehitaman akibat adanya
reaksi antara gugus hidroksilnya dengan larutan
FeCl; (Fatonah et al. 2021).
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Tabel 1 Skrining Fitokimia

Gambar

Keterangan
Terdapat endapan merah bata
atau warna jingga

Terdapat warna merah, hijau,
atau kuning pada lapisan amil

Terdapat warna hijau atau hijau
biru

Terdapat warna hijau kehitaman

Skrining Fitokimia Hasil
Alkaloid +
Flavonoid + AN 4
%/
Fenolik + J— 2
¥
Tanin +
Saponin +

B (e | MR T
F e

Terdapat buih yang menetap
selama 5 menit

242
117 1.42

I0.33 II
[ ]
1 5

6.17
4.50 4.58
3.83
2.83
I2.42 I I I
10 20 40

Konsentrasi Ekstrak (mg/ml)

m Bakteri E. coli

® Bakteri S. aureus

Gambar 1 Nilai DDH Pada Bakteri Uji

Adanya buih pada ekstrak etanol biji kakao
mengindikasikan adanya bahan kimia saponin,
berdasarkan hasil uji saponin. Wowor et al. (2022)
menjelaskan bahwa adanya gugus hidrofilik pada
senyawa saponin yang menarik air, sedangkan
gugus  hidrofobik yang menarik udara,
menyebabkan buih akan terbentuk ketika sesuatu
dikocok dengan kuat.

Diameter Daya Hambat (DDH)

Ekstrak etanol biji kakao, dengan konsentrasi
dalam kisaran 1 hingga 40 mg/mL, mempunyai
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan
bakteri E. coli dan S. aureus. Ini dibuktikan
dengan terbentuknya zona hambat pada daerah
sekitar paper disc, seperti yang terlihat pada hasil

uji DDH yang dilakukan dengan menggunakan
metode difusi agar Kirby-Bauer. Gambar 1
memperlihatkan hasil pengujian tersebut.

Berdasarkan Gambar 1, diketahui bahwa
pemberian variasi konsentrasi ekstrak etanol biji
kakao memberikan ~ pengaruh  terhadap
pertumbuhan bakteri (Lagha et al. 2021). Pada
bakteri E. coli, konsentrasi ekstrak 40 mg/mL
menghasilkan nilai DDH paling tinggi dan
berbeda secara signifikan, yaitu dengan rata-rata
sebesar 6,17 mm. Konsentrasi 1 mg/mL
menghasilkan zona hambat dengan nilai diameter
paling kecil yang memiliki rerata sebesar 1,7 mm.
Pada kasus S. aureus, konsentrasi ekstrak 40
mg/mL menghasilkan daerah hambat terendah,
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dengan rerata DDH sebesar 4,58 mm. Konsentrasi
1 mg/mL menghasilkan zona hambat yang kecil
dengan rerata DDH sekitar 0,33 mm.

Ekstrak etanol biji kakao, pada konsentrasi
mulai dari 1 hingga 20 mg/mL, memperlihatkan
efek penghambatan yang buruk terhadap bakteri
E. coli. Ini ditentukan oleh pembentukan zona
hambat difusi dengan diameter <5 mm,
menempatkannya dalam  kelompok lemah
(Hossain 2024). Ketika ekstrak hadir pada
konsentrasi 40 mg/mL, ekstrak ini mampu
menciptakan zona hambat berukuran 6,17 mm.
Pengukuran ini termasuk dalam kategori sedang
(Hossain 2024). Ekstrak etanol biji kakao
memperlihatkan aktivitas sedang terhadap bakteri
uji S. aureus dengan dosis mulai dari 1 hingga 40
mg/mL, yang diindikasikan dengan terbentuknya
zona hambat berdiameter < 5 mm.

Zat antibakteri bioaktif adalah alasan di balik
penghambatan ekstrak biji kakao terhadap bakteri.
Sanchez et al. (2024) menjelaskan bahwa zat-zat
bioaktif tersebut terdiri dari tanin, alkaloid,
flavonoid, fenolat, dan saponin. Dinding sel
bakteri yang rusak, permeabilitas sel yang
berubah, produksi protein dan asam nukleat yang
terganggu, dan sistem enzim yang terhambat
merupakan beberapa mekanisme penghambatan
antibakteri (Zhou et al. 2022).

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Berdasarkan hasil pada Tabel 2, bakteri E.
coli memperlihatkan perubahan warna pada
konsentrasi 0,1 mg/mL dan 0,5 mg/mL, yang
mengindikasikan bahwa aktivitas bakteri masih
ada. Hasilnya, nilai KHM bakteri E. coli berada
pada konsentrasi 1 mg/mL, karena tidak ada
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perubahan warna menjadi merah pada konsentrasi
tersebut (Chen et al. 2016). Pada konsentrasi 0,1
mg/mL, bakteri S. aureus mengalami perubahan
warna menjadi merah. Tidak ada perubahan warna
pada konsentrasi antara 0,5 dan 40 mg/mL.
Adapun Kowalska-Krochmal and Dudek-Wicher
(2021) menjelaskan bahwa nilai KHM
didefinisikan sebagai konsentrasi terendah di
mana pertumbuhan bakteri dapat dihambat, maka
nilai KHM pada bakteri S. aureus yaitu 0,5
mg/mL.

Temuan-temuan ini terjadi akibat perbedaan
arsitektur dinding sel S. aureus dan E. coli. Tabel
3 menampilkan nilai penghambatan dan KHM
ekstrak etanol biji kakao terhadap kedua spesies
bakteri tersebut. Kerentanan sel bakteri terhadap
bahan kimia aktif dapat dipengaruhi oleh variasi
dinding selnya (Smulek and Kaczorek 2022).
Akibat jenis arsitektur yang berbeda dapat
mempengaruhi  ketahanan sel bakteri, maka
permeabilitas membran setiap bakteri pun
berbeda-beda (Mulyatni et al. 2016).

E. coli merupakan bakteri yang termasuk
dalam  kelompok  Gram  negatif  serta
memperlihatkan tingkat resistensi sedang terhadap
zat antibakteri karena dapat menahan agen
antibakteri yang relatif lambat saat menembus
membran luar (Afifah et al. 2025). Lapisan luar ini
yaitu lipopolisakarida dan lipoprotein, dapat
melindungi sel dari enzim yang dapat
menghancurkan dinding sel bakteri (Zhou et al.
2022). S. aureus adalah bakteri Gram positif
dengan struktur dinding sel yang tidak serumit
bakteri Gram negatif. Bentuk dinding sel yang
tidak rumit memudahkan infiltrasi zat bioaktif
(Nikolic and Mudgil 2023).

Tabel 2 Pengujian KHM

Bakteri Konsentrasi (mg/mL) Kontrol
0,1 0,5 | 10 20 40 + - B NB NB

E. coli I + + - - - - - - - + + _

1I + + - - - - - - - + - _

111 + + - - - - - - -+ - -

S. aureus I + - - - - - - - - + + ;
I+ - - - - - - - - + -

11 + - - - - - - - -+ + ;

Keterangan:

(-) Tidak terdapat perubahan warna ditandai terjadi penghambatan
(+) Perubahan warna menjadi merah ditandai tidak ada penghambatan

Kontrol + = Kloramfenikol 10%
Kontrol - = Akuades steril

B = Bakteri uji

NB = Media nutrient broth
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Tabel 3 Pengujian KBM

Konsentrasi (mg/mL)

Bakteri Ulangan

1 5 10 20 40
E. coli | + + + - -
II + + + - -
11 + + + - -

S. aureus | + + -

II + + -

111 + + -

Keterangan:

(-) Jernih dan tidak ditumbuhi bakteri
(+) Terdapat pertumbuhan bakteri

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Tabel 3 menyajikan nilai KBM terhadap dua
jenis bakteri yang pertumbuhannya dihambat
dalam penelitian ini. Pada bakteri E. coli, terdapat
2 konsentrasi KBM yang menunjukkan
kejernihan, yaitu 20 mg/mL serta 40 mg/mL. Nilai
KBM ditentukan dengan konsentrasi ekstrak
terkecil yang menunjukkan kejernihan, sehingga
nilai minimum untuk membunuh bakteri E. coli
adalah 20 mg/mL, sedangkan nilai KBM bakteri
S. aureus dievaluasi pada konsentrasi ekstrak 10
mg/mL (Khofifah et al. 2025).

KESIMPULAN

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini
adalah bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak
dapat meningkatkan nilai DDH. Konsentrasi 40
mg/mL menghasilkan nilai DDH tertinggi, yaitu
6,17 mm pada bakteri E. coli dan 4,58 mm pada
bakteri S. aureus. Nilai KHM untuk bakteri E. coli
dan S. aureus masing-masing adalah 1 mg/mL dan
0,5 mg/mL. Nilai KBM untuk bakteri E. coli
adalah 20 mg/mL, tetapi untuk bakteri S. aureus
adalah 10 mg/mL.
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