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kekuatan akarnya,” – Ali bin Abi Thalib 

“ The Whole purpose of education is to turn mirrors into windows.” – Sydney J. 

Harris 
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ABSTRAK 

 

Hikmiyah, Nailiyatul* Setyaningrum, Lindawati** Trianggaluh Fauziah, 

Dina***. 2023. Uji Aktivitas Antibakteri Ekatrak Metanol Keping Biji Kakao 

(Theobroma cacao L.) Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus. Skripsi. 

Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi. 

 

Latar Belakang: Biji Kakao mengandung senyawa polifenol cukup besar. 

Senyawa polifenol dari keping biji kakao mengandung senyawa komponen 

bioaktif yang memiliki banyak manfaat bagi kesehatan manusia, seperti Sumber 

antioksidan, antikanker, antidiabetes, antihipertensi, antiinflamasi, dan antibakteri. 

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak metanol 

Keping biji kakao (Theobroma cacao L) yang diekstraksi dengan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan Soxhletasi 

Metode: Desain penelitian ini menggunakan Deskriptif experimental dengan 

metode ekstraksi soxhletasi dan UAE menggunakan pelarut metanol. Ekstrak 

ditentukan kandungan golongan senyawanya dengan skrining fitokimia dengan 

pengujian alkaloid, flavonoid, polifenol, tanin dan saponin. Uji aktivitas 

antibakteri ekstrak biji kakao dilakukan dengan metode sumuran 

Hasil penelitian: Hasil penelitian ekstrak metanol biji kakao dengan metode 

soxhletasi dan UAE  mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, polifenol, tanin 

dan saponin. Hasil uji antibakteri menggunakan metode UAE dengan konsentrasi 

75% memiliki daya hambat yang lebih besar dengan rata-rata zona hambat 12,29 

mm dibandingkan dengan metode soxhletasi konsentrasi 75% menghasilkan rata-

rata zona hambat sebesar 10,097mm 

Kesimpulan: Ekstrak metanol biji kakao yang diekstraksi dengan metode UAE 

dan Soxhletasi memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. 

Kata Kunci: Biji kakao, soxhletasi, UAE, antibakteri, Staphylococcus aureus 

*Peneliti  

** Pembimbing 1  

***Pembimbing 2
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ABSTRACT 

 

Hikmiyah, Nailiyatul* Setyaningrum, Lindawati** Trianggaluh Fauziah, 

Dina***. 2023. Antibacterial Activity Test of Methanol Extract of Cocoa 

Bean Chips (Theobroma cacao L.) Against Staphylococcus aureus 

bacteria. Essay. Pharmacy Undergraduate Study Program, University of dr. 

Soebandi. 

 

Introduction: Cocoa beans contain considerable polyphenolic compounds. 

Polyphenolic compounds from cocoa bean chips contain bioactive component 

compounds that have many benefits for human health, such as sources of 

antioxidants, anticancer, antidiabetic, antihypertensive, anti-inflammatory, and 

antibacterial. The purpose of this study was to determine the antibacterial activity 

of methanol extract of cocoa bean chips (Theobroma cacao L) extracted by UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) and Soxhletasi methods 

Method: This research design uses Descriptive experimental with oxhletation 

extraction method and UAE using methanol solvent. Extracts were determined by 

phytochemical screening by testing alkaloids, flavonoids, polyphenols, tannins 

and saponins. The antibacterial activity test of cocoa bean extract was carried out 

by the well method. 

Research results: The results of the study of cocoa bean methanol extract by the 

soxhletasi method and UAE contain alkaloid compounds, flavonoids, 

polyphenols, tannins, and saponins. The results of antibacterial tests using the 

Soxhletation method with a concentration of 75% resulted in an average inhibitory 

zone of 10.097 and the UAE method with a concentration of 75% resulted in an 

average inhibitory zone of 12.29. 

Conclusion: Methanol extract of cocoa beans extracted by UAE and Soxhletasi 

method has antibacterial activity against Staphylococcus aureus. 

Keywords: cocoa bean, soxhletasi, UAE, antibacterial, Staphylococcus aureus 
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BAB I PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara kepulauan yang terdiri dari ribuan 

pulau dengan ekosistem dan keanekaragaman hayati yang sangat beragam 

karena perpaduan antara benua Asia dan Australia. Tumbuhan Indonesia 

merupakan gudang senyawa bahan alam dengan berbagai struktur dan 

aktivitas farmakologis (Wahyuningsih dkk., 2016). Salah satu tanaman 

yang merupakan gudang senyawa alami adalah kakao. Di Indonesia kakao 

dilestarikan sebagai komoditas yang berperan penting dalam 

perekonomian. Indonesia adalah produsen kakao terbesar ketiga di dunia, 

setelah pantai Gading dan Ghana di Afrika Barat (Kementerian pertanian 

republik Indonesia, 2019). Menurut Badan Pusat Statistik Provinsi Jawa 

Timur, hasil perkebunan kakao pada tahun 2017 Kabupaten Jember 

menduduki peringkat keempat dengan produksi sebanyak 2.921 ton, 

setelah Banyuwangi, Kediri dan Madiun. Pusat Penelitian Kopi dan Kakao 

Indonesia atau dikenal juga dengan PUSLITKOKA, terletak di Kecamatan 

Jenggawah, Kabupaten Jember, Jawa Timur. 

Kakao adalah salah satu produk utama jember. Salah satu potensi 

pemanfaatan tanaman kakao dalam bidang kesehatan terletak pada keping 

biji kakao. Kandungan senyawa bioaktif pada biji kakao, terutama 

polifenol cukup besar. Senyawa polifenol yang terdapat pada keping biji 

kakao telah diteliti mengandung senyawa aktif biologis yang mempunyai 
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banyak manfaat bagi kesehatan manusia seperti Sumber antioksidan, 

antikanker, antidiabetes, antihipertensi, antiinflamasi, dan antibakteri 

Staphylococcus aureus merupakan penyebab utama infeksi bernanah 

pada rongga hidung dan kulit pada manusia. Staphylococcus aureus masuk 

ke dalam tubuh melalui folikel rambut, jarum suntik, saluran cerna, dan 

saluran pernafasan. Staphylococcus aureus adalah patogen utama pada 

manusia, dan kebanyakan orang pernah menderita infeksi Staphylococcus 

aureus dengan berbagai tingkat keparahan, mulai dari keracunan makanan 

hingga infeksi kulit ringan sampai parah yang dapat mengancam jiwa 

(Setiyo and Rochmah, 2020).  

 Staphylococcus aureus dapat menginfeksi manusia dengan toksin 

pada makanan yang tidak diolah dan diawetkan dengan baik dan 

menyebabkan keracunan jika dikonsumsi oleh manusia (Puspitasari dkk, 

2020).  

Menurut Budaraga and Putra, (2019) Nilai zona hambat dalam asap 

cair buah kakao dengan kelembaban 10% terhadap bakteri Escherichia 

coli  adalah 25,1mm. Sementara nilai zona hambat bakteri Staphylococcus 

aureus 32,6mm. Bakteri Escherichia coli  menunjukkan resisten lebih kuat 

dibandingkan dengan Staphylococcus aureus. Dari tersebut dapat 

dinyatakan zona hambat Escherichia coli  lebih kecil dari zona hambat 

Staphylococcus aureus. 

Menurut Mulyatni dkk, (2012) Ekstrak kulit buah kakao paling 

efektif menghambatan pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan 
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KHM 8% (g/mL), dibandingkan dengan bakteri Bacillus subtilis dan 

Escherichia coli yang memiliki KHM masing-masing 16% (g/mL) dan 

32% (g/mL). 

Infeksi bakteri dapat diatasi dengan penggunaan obat antibakteri. 

Penggunaan obat-obatan kimia dalam jangka panjang dapat menimbulkan  

efek samping seperti iritasi kulit, resistensi antibiotik, dan  dapat  

menimbulkan kerusakan organ (Nuraeni and Kodir, 2021). Berbagai 

penelitian bertujuan untuk mencari alternatif obat antibakteri untuk 

pengobatan infeksi bakteri. Antibakteri ini diharapkan berasal dari bahan 

alam yang melimpah dan mudah didapat, dan dapat diperbaharui, serta 

memiliki risiko efek samping yang lebih rendah (Lestari dkk, 2021) 

Ekstraksi adalah proses pemisahan senyawa aktif biologis dalam 

suatu bahan untuk memperoleh zat terpisah dengan menggunakan pelarut. 

Metode ekstraksi yang umum digunakan meliputi: maserasi, infusa, dekok, 

soxhletasi, perlokasi, refluks, destilasi, lawan arah (countercurrent, 

ultrasonik, gelombang mikro microwave assisted exstraction (MAE) 

(Hujjatusnaini dkk, 2021). memilih metode ekstraksi yang tepat, 

mempunyai pengaruh yang signifikan terhadap kualitas dan kuantitas 

kandungan senyawa kimia yang diekstraksi dalam simplisia. Pemilihan 

metode ekstraksi yang tepat menjadi kunci keefektifan ekstraksi zat aktif 

dari bahan alam (Nazrun dkk., 2021). Pada penelitian ini menggunakan 2 

metode ekstraksi pada keping biji kakao, yaitu metode ekstraksi Ultrasonic 

Assisted Extraction (UAE) dan Soxhletasi. 
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Metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) dipilih karena metode 

UAE mempunyai proses ekstraksi yang cepat, dapat dilakukan pada suhu 

rendah yaitu suhu ruangan, menggunakan lebih sedikit pelarut, dan dapat 

digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang bersifat sensitive terhadap 

panas. Metode ultrasonik merupakan metode ekstraksi yang lebih efektif 

untuk mengurangi ukuran partikel ekstrak (Putri and Prahasti, 2022). 

Metode soxhletasi dipilih karena Soxhletasi merupakan metode 

panas yang dapat mengekstrak lebih banyak minyak, menggunakan lebih 

sedikit pelarut dan waktu ekstraksi lebih singkat (Pratama dkk, 2017). 

Menurut penelitian Candra dkk, (2021) menunjukkan bahwa jumlah total 

fenolik dan flavonoid yang diperoleh dengan metode ekstraksi soxhlet jauh 

lebih tinggi dibandingkan dengan maserasi, sonikasi, dan refluks. 

Pada penelitian yang dilakukan oleh Mandhaki dkk, (2021) 

pengujian aktivitas antibakteri ekstrak daun kakao terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dengan proses ekstraksi secara maserasi. Uji 

antibakteri dilakukan dengan uji difusi cakram, menunjukkan bahwa fraksi 

etanol dan fraksi diklorometana mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan terdapat zona hambat di 

sekitar kertas cakram, sedangkan fraksi n-heksan tidak memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Menurut hasil penelitian Alouw dkk, (2022) Uji antibakteri ekstrak 

etanol daun kersen terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa dilakukan dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol. 
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Pengujian antibakteri dilakukan dengan uji difusi sumuran bahwa 

peningkatan konsentrasi ekstrak etanol daun kersen menunjukkan diameter 

zona hambat yang terbentuk semakin besar karena semakin banyak 

mengandung senyawa aktif yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. 

Berdasarkan berbagai metode diatas dipilih metode sumuran karena 

Keuntungannya adalah lebih luas zona hambat yang terbentuk mudah 

diukur, karena bakteri beraktivitas tidak hanya pada permukaan atas 

nutrien agar, tetapi juga dibawahnya (Nurhayati dkk, 2020). Berdasarkan 

penelitian (Nurhayati dkk, 2020) menunjukkan bahwa efek antibakteri 

metode sumuran lebih tinggi terhadap bakteri Escherichi coli maupun 

Staphylococcus aureus dari pada metode cakram. 

uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi sumuran dan 

parameter hasil pengujian adalah diameter zona hambat. Adapun 

klasifikasi kategori zona hambat antibakteri menurut (Wahyuningsih, 

Auliah and Salwi, 2020) ≥ 20 mm Sangat kuat, 10-20 mm Kuat, 5-10 mm 

Sedang, ≤ 5 mm Lemah.  
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1) Kandungan senyawa kimia apa saja yang terdapat pada ekstrak 

metanol keping biji kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstraksi 

dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan Soxhletasi? 

2) Apakah ekstrak metanol biji kakao (Theobroma cacao L) yang 

diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan 

Soxhletasi mempunyai aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan  

Staphylococcus aureus? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak metanol 

keping biji kakao (Theobroma cacao L) yang diekstraksi dengan 

metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan Soxhletasi 

terhadap Staphylococcus aureus dengan menggunakan metode 

sumuran. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

1) Untuk mengetahui kandungan senyawa kimia yang 

terkandung di dalam ekstrak metanol keping biji kakao 

(Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan Soxhletasi. 

2) Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak metanol 

Keping biji kakao (Theobroma cacao L) yang diekstraksi 
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dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan 

Soxhletasi terhadap daya hambat pertumbuhan 

Staphylococcus aureus. 

1.4 Manfaat penelitian 

1.4.1. Bagi Peneliti 

Meningkatkan pengetahuan dan pengalaman mengenai 

metode ekstraksi yang efektif terhadap aktivitas antibakteri ekstrak 

keping biji kakao menggunakan pelarut metanol dengan metode 

Soxhletasi dan UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) untuk 

menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus. 

1.4.2. Bagi peneliti lain 

Dapat memberikan informasi sebagai dasar bahan 

pertimbangan dan referensi tambahan untuk penelitian selanjutnya 

untuk pencarian antibakteri dari bahan alam. 

1.4.3. Bagi Masyarakat 

Dapat memberikan informasi baru tentang manfaat dan 

kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak metanol 

keping biji kakao. 

1.4.4. Bagi Institusi 

Diharapkan dapat memberikan tambahan informasi bagi 

mahasiswa yang ingin melakukan penelitian lebih lanjut. 
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1.5 Keaslian Penelitian 

Table 1.1 Keaslian Penelitian 

PENELITI JUDUL PENELITIAN 
KEASLIAN PENELITIAN 

Persamaan Perbedaan 

Dame J Pohan, 

Angela P 

Kakerissa, Evy 

S Arodes 

(2020) 

Uji Efektivitas Ekstrak 

Biji Kakao (Theobroma 

Cacao L.) Sebagai 

Antibakteri Dalam 

Berbagai Konsentrasi 

pada Streptococcus 

Pyogenes 

1) Menggunakan 

sampel biji kakao 

1) Menggunakan pelarut 

etanol 

2) Menggunakan metode 

Kirby- Beuer (cakram) 

3) Menggunakan bakteri 

Streptococcus Pyogenes 
4) Menggunakan metode 

ekstrasi maserasi 

(Kevin and 

Kadiwijati, 

2018) 

Pengaruh Perbedaan 

Konsentrasi  Ekstrak 

Metanol Biji Kakao 

(Theobroma cacao) 

Terhadap Aktivitas 

Antibakteri Pada Bacteri 

Propionibacterium acnes 
dan Staphylococcus 

epidermidis Secara in 

Vitro 

1) Menggunakan 

sampel biji kakao 

2) Menggunakan 

pelarut metanol 

1) Menggunakan metode 

Kirby- Beuer (cakram) 

2) Propionibacterium acnes 

dan Staphylococcus 

epidermidis 

3) Menggunakan metode 

ekstrasi maserasi 

Nurul 

Hafidhah, 

Rachmi 

Fanani 

Hakim, 
Fakhrurrazi 

(2017) 

Pengaruh Ekstrak Biji 

Kakao (Theobroma cacao 

L.) Terhadap 

Pertumbuhan 

Enterococcus faecalis 
Pada Berbagai 

Konsentrasi 

1) Menggunakan 

sampel biji kakao 

1) Menggunakan pelarut 

etanol 96% 

2) Menggunakan metode 

spread plate (cawan sebar) 

3) Menggunakan bakteri 
Enterococcus faecalis 

4) Menggunakan metode 

ekstrasi maserasi 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tumbuhan Kakao 

2.3.1 Sejarah Tanaman Kakao 

Tanaman kakao bukan berasal dari Indonesia melainkan dari 

Amerika Selatan dan tumbuh di hutan hujan tropis. Tanaman 

kakao (Theobroma Cacao) mempunyai arti makanan bagi Tuhan 

(Sutomo dkk, 2017). Suku Indian Maya dan suku Aztec adalah Orang 

pertama yang menggunakan kakao sebagai bahan makanan dan 

minuman (Kementerian pertanian republik Indonesia, 2019). 

Tanaman kakao masuk ke Indonesia oleh orang Spanyol sekitar 

tahun 1650 melalui Sulawesi dan kemudian meluas ke Minahasa. 

Sejak tahun 1970, adanya diversifikasi budaya dengan beberapa 

perkebunan besar budidaya kakao telah mendapat perhatian lebih luas 

di seluruh Nusantara (Sugiharti, 2016).  

 
Gambar 2.1 Biji Tanaman Kakao 

Sumber: Kementerian pertanian republik Indonesia, 2019) 

2.3.2 Klasifikasi Tanaman Kakao 

Klasifikasi tanaman kakao berdasarkan taksonomi (Riyanti, 2022) 

sebagai berikut: 
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Divisio : Spermatophyta 

Subdivisio : Angiospermae  

Kelas : Dicotyledoneae  

Ordo : Malvales  

Family : Sterculiaceae  

Genus : Theobroma  

Species : Theobroma cacao L. 

2.3.3 Morfologi Tanaman Kakao 

Tanaman kakao termasuk dalam famili Sterculiaceae. Tanaman 

Kakao merupakan tumbuhan Angiospermae yang terdiri dari akar, 

batang, daun, bunga, buah dan biji. 

1) Akar (radix)  

  

 

Untuk memperkuat berdirinya tanaman kakao, akarnya 

menyerap air dan unsur hara yang terlarut dalam tanah serta 

mengangkut air dan unsur hara ke tempat yang memerlukannya. 

Tanaman kakao mempunyai akar tunggang dan akar serabut serta 

tumbuh sekitar 30cm di atas permukaan tanah. Pertumbuhan 

Gambar 2.2 Akar kakao 
(Suyono. and Carnovia, 2019) 
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akarnya mencapai 8m ke samping dan 15m ke bawah. Ketebalan 

daerah perakarannya 30-50cm (Martono, 2014). 

Perkembangan akar kakao bervariasi sesuai dengan kondisi 

tanah. Pada dataran tinggi, terutama di lereng gunung, akar 

tunggang tumbuh panjang dan akar lateralnya menembus sangat 

dalam ke tanah. Sebaliknya, pada tanah liat yang permukaan airnya 

tinggi, setiap tahun, akar tunggang tidak tumbuh terlalu dalam, 

sedangkan akar lateral tumbuh dekat dengan tanah (Suyono, and 

Carnovia, 2019). 

2) Batang (caulis) 

 
 

Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) yang berkembang biak 

dengan biji membentuk batang utama sebelum tumbuh beberapa 

cabang primer. Letak cabangnya  disebut jorket dengan tinggi 1,2-

1,5m di atas permukaan tanah. Jorket tumbuh 3-6 cabang yang arah 

tumbuhnya condong ke samping membentuk sudut 0-60 dengan 

mendatar (Suyono and Carnovia, 2019). Jorket tidak ditemukan 

pada tanaman kakao (Theobroma cacao L.) yang berkembang biak 

Gambar 2.3 Batang dan Cabang  Kakao 

(Suyono. and Carnovia, 2019) 
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secara vegetatif. Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) 

mempunyai 2 bentuk cabang yaitu cabang orthotrop dan cabang 

plagiotrop. Cabang orthotrop adalah cabang yang tumbuh ke atas, 

sedangkan cabang plagiatrop tumbuh menyamping (Martono, 

2014). 

3) Daun (folium)  

 
Gambar 2.4 Daun Kakao 

(Sumber : Suyono. and Carnovia, 2019) 

Warnanya bervariasi dari kecokelatan, cokelat, cokelat 

kemerahan, merah kecokelatan, kemerahan, merah, merah muda, 

merah cerah, panjang daun 10-48cm dan lebar 4- 20cm. Permukaan 

atas daun tua berwarna hijau bergelombang, sedangkan permukaan 

bawah daun tua berwarna hijau muda bergelombang dan kasar. 

Daun kakao merupakan daun tunggal (folium simplex), hanya 

terdapat satu helaian daun perbatang. Tangkai daun (petiolus) 

berbentuk silindris, bersisik halus (tergantung jenisnya), pangkal 

membulat, ujung runcing dengan panjang ± 25–28mm dan 

diameter ± 3-7,4mm. Warna tangkai daun bervariasi yaitu hijau, 

hijau kekuningan, dan hijau kecokelatan. Ujung daun berwarna 
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hijau kekuningan, dan hijau kecokelatan. Bentuk daunnya bulat dan 

lonjong (oblongus). Ujung daun (apex folii) meruncing 

(acuminatus) dan pangkal daunnya bulat memanjang (oblongus). 

(Martono, 2014). 

4) Bunga (flos) 

 
 

Bunga kakao tergolong bunga sempurna yang terdiri dari 5 

helai daun kelopak (calyx) berwarna merah muda dan 10 helai 

benang sari (androecium) (Martono, 2014). Bunga kakao berwarna 

putih, ungu atau kemerahan. Warna yang kuat terdapat pada 

benang sari dan kelopak bunga. Warna bunga ini khas untuk setiap 

varietas. Tangkai bunganya kecil namun panjang (1-1,5 cm). 

Panjang daun mahkotanya 6-8mm dan terdiri dar 2 bagian. Bagian 

pangkal berbentuk seperti kuku binatang (Claw) dan bisanya 

mempunyai dua garis berwarna merah. Ujungnya berupa lembaran 

tipis, fleksibel, dan berwarna putih (Suyono and Carnovia, 2019). 

5) Buah (fructus) 

Gambar 2.5 Bunga Kakao 

(Suyono. and Carnovia, 2019) 
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Gambar 2.6 Buah Kakao 

(Suyono and Carnovia, 2019) 

Bentuk buah dan warnanya sangat bervariasi, tergantung pada 

varietas. Namun pada dasarnya warnanya hanya ada 2 jenis yaitu: 

buah muda berwarna hijau/hijau agak putih sedangkan ketika sudah 

matang berwarna kuning dan buah muda berwarna merah 

sedangkan ketika sudah matang berwarna oranye. Buah kakao akan 

matang sekitar 5-6bulan, tergantung pada ketinggian tanam. Pada 

saat buah matang, ukuran buah yang terbentuk cukup bervariasi, 

berkisar 10-30cm, diameter 7-15cm, namun tergantung pada 

varietas dan faktor lingkungan selama proses perkembangan buah 

(Romadon, 2019). 

6) Biji (semen) 

 

 

 

Gambar 2.7 Biji Kakao 

(Suyono and Carnovia, 2019) 
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Biji kakao (semen) terbagi menjadi 3 bagian yaitu kotiledon 

(87,10%), kulit biji (12%) dan sekam (0,9%). Biji kakao berbentuk 

bulat, lonjong, agak pipih, berukuran 2,5x1,5cm. Biji kakao juga 

dilapisi lendir berwarna putih. Biji kakao tidak mempunyai masa 

dormansi, sehingga tidak mungkin menyimpan benihnya dalam 

waktu lama. Menyimpan benih pada suhu 4-15℃ dapat merusak 

benih dan kecambah (Martono, 2014). Biji kakao tersusun dalam 5 

baris mengelilingi poros buah dan jumlahnya bervariasi yaitu 20–

50biji per buah (Setiyono, 2014). 

2.3.4 Kandungan dan Manfaat Biji Kakao 

Biji kakao yang tidak difermentasi mengandung berbagai senyawa 

polifenol, sekitar 60% dari total polifenol dalam biji kakao merupakan 

monomer flavanol (epikatekin, katekin) dan oligomer prosianidin 

(dimer dan dekamer) dengan konsentrasi yang bervariasi (Attahmid, 

Rauf and Yusuf, 2021).  

Senyawa polifenol pada tanaman kakao telah diteliti dan dilaporkan 

mengandung senyawa bioaktif yang memiliki banyak manfaat bagi 

kesehatan manusia, seperti 

1) Antioksidan 

Menurut Wicaksana, (2022), biji kakao mempunyai aktivitas 

antioksidan yang sangat kuat dengan rata-rata IC50 sebesar 8,25 ± 

19,67. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa biji kakao yang 

diolah menjadi produk seperti coklat atau minuman coklat, 
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mengandung sumber antioksidan berupa katekin, epikatekin dan 

prosianidin. Antioksidan ini mampu mengurangi sejumlah gugus 

radikal bebas dalam tubuh. Radikal bebas adalah molekul yang 

keberadaannya tidak stabil akibat proses metabolism tubuh dan 

faktor eksternal seperti asap rokok, sinar ultraviolet, zat kimiawi 

dalam makanan dan polutan lainnya. Mengonsumsi makanan atau 

minuman yang mengandung antioksidan dapat mengurangi 

kemungkinan terkena penyakit degenerative dan memperlambat 

penuaan. Antioksidan ini merangksang respon imun dalam tubuh, 

sehingga mampu menghambat tumbuhnya radikal bebas dan 

menjaga kelenturan pembuluh darah. Dengan demikian dapat 

diartikan bahwa konsumsi antioksidan secara langsung dapat 

melindungi sel dan jaringan tubuh dari serangan radikal bebas 

(Towaha, 2014).  

2) Antikanker 

Gugus fenol yang terdapat pada biji kakao yaitu senyawa 

flavanol dan prosianidin yang memiliki menghambat pertumbuhan 

sel kanker dan biosintesis poliamin berperan penting dalam 

pencegahan sel kanker. Senyawa prosianidin ini dapat 

menyebabkan penurunan aktivitas enzim ornithine dekarboksilase 

dan s-adenosil metionin dekarboksilat yang berperan dalam 

biosintesis poliamin pada sel kanker (Towaha, 2014) 
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3) Antidiabetes 

Diabetes   Mellitus   adalah   penyakit   kronis   yang   terjadi   

ketika   tubuh   tidak   dapat memproduksi  cukup  insulin  atau  

tidak  dapat  menggunakan  insulin,  dan  didiagnosis  dengan 

memantau peningkatan kadar glukosa darah (Azis dkk, 2020). 

Konsumsi 100g cokelat hitam (dark chocolate) yang kaya polifenol 

setiap hari dapat meningkatkan kadar insulin yang berfungsi  dapat 

menurunkan kadar glukosa dalam darah, sehingga mencegah dan 

mengurangi timbulnya diabetes melitus. Produk cokelat yang kaya 

polifenol sangat bermanfaat bagi penderita diabetes, karena dapat 

mengurangi resistensi insulin dan meningkatkan sensitivitas insulin 

pada tubuh sehingga insulin dapat diproduksi kembali secara 

bertahap (Towaha, 2014).  

4) Anti hipertensi 

Hipertensi merupakan suatu kelainan pada sistem peredaran 

darah, yaitu suatu kondisi dimana tekanan darah seseorang lebih 

tinggi dari normal sehingga mengakibatkan peningkatan angka 

kesakitan (morbiditas) dan kematian (mortalitas) (Chasanah and 

Syarifah, 2017). Senyawa polifenol yang pada cokelat dapat 

merangsang sel endothelium vaskular dalam tubuh untuk 

melepaskan senyawa NO yang bertanggung jawab untuk 

meningkatkan sistem peredaran darah. Nitrat Oksida memberi 
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sinyal bahwa otot-otot disekitar pembuluh darah untuk lebih rileks, 

dan menyebabkan peningkatan aliran darah (Towaha, 2014). 

5) Anti inflamasi 

Anti-inflamasi merupakan obat yang mengurangi tanda dan 

gejala peradangan. Senyawa polifenol pada kakao memiliki anti 

inflamasi. Mekanisme anti-inflamasi senyawa polifenol terjadi 

melalui penghambatan jalur metabolisme asam arakhidona, 

pembentukan prostaglandin dan pelepasan histamin pada saat 

inflamasi (Towaha, 2014). 

6) Anti bakteri 

Dalam penelitian Sudibyo, 2012 menunjukkan bahwa senyawa 

fenolik pada kakao yang dapat digunakan sebagai antimikroba juga 

dapat melawan beberapa bakteri patogen pada bahan pangan, 

namun juga dapat melawan beberapa bakteri karsinogenik. 

Kemampuan senyawa bioaktif ini untuk menembus dinding sel 

bakteri secara langsung berhubungan dengan aktivitas 

antimikrobanya (Sudibyo, 2012).  

Hasil penelitian Dame dkk, 2020 ekstrak biji kakao efektif 

menghambat pertumbuhan Streptococcus pyogenes pada berbagai 

konsentrasi. Sifat antimikroba pada ekstrak biji kakao juga 

disebabkan oleh adanya beberapa senyawa antimikroba seperti 

katekin, flavonoid, tanin dan antosianin (Sepriyani, 2020). 
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2.2 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia adalah suatu metode untuk mempelajari komponen 

senyawa aktif dalam suatu sampel, yaitu struktur kimianya, biosintesis, 

penyebarannya alamiah dan aktivitas biologisnya, isolasi dan perbandingan 

komposisi senyawa kimia dari berbagai jenis tanaman. Sampel tanaman yang 

digunakan dapat berupa daun, batang, buah, biji, bunga, umbi dan akarnya 

yang mempunyai khasiat obat dan digunakan sebagai bahan baku pembuatan 

obat modern dan tradisional (Agustina dkk , 2016). 

2.3 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu metode pemisahan kimia untuk memisahkan atau 

menarik satu atau lebih komponen atau senyawa (analit) dari suatu sampel 

dengan menggunakan pelarut tertentu yang sesuai (Leba, 2017). 

Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik atau memisahkan senyawa dari 

suatu campuran atau simplisia. Beberapa metode ekstraksi yang umum 

digunakan yaitu: maserasi, perlokasi, refluks, soxhletasi, infusa, dekok, 

destilasi, lawan arah (countercurrent, ultrasonik, gelombang mikro 

(microwave assisted exstraction, MAE). Dan ekstraksi gas superkrtis 

(supercritical gas extraction, SGE) (Hujjatusnaini, dkk, 2021). 

2.3.1 Metode Ekstraksi 

Adapun beberapa metode ekstraksi yang dapat digunakan untuk 

proses penentuan senyawa yaitu: 
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1) Maserasi  

 
Gambar 2.8 Ekstraksi Maserasi  

(Sumber : Wicaksana, 2022) 

Maserasi adalah salah satu jenis ekstraksi padat-cair yang 

paling sederhana. Proses ekstraksi dilakukan dengan merendam 

dalam pelarut yang sesuai pada suhu kamar untuk melarutkan 

analit dalam sampel. Sampel biasanya direndam selama 3-5 hari, 

sambil sesekali diaduk untuk mempercepat proses pelarutan 

analit. Ekstraksi dilakukan berulang kali sampai analit terekstraksi 

secara sempurna. Indikasi bahwa semua analit telah terekstraksi 

secara sempurna adalah pelarut yang digunakan tidak warna 

(Leba, 2017).  

2) Perkolasi 

 
Gambar 2.9 Proses Perkolasi 

(Sumber: Rosselita, 2020) 
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Perkolasi adalah jenis ekstraksi padat-cair dimana pelarut 

dialirkan secara perlahan pada sampel dalam perlokator. Pada 

ekstraksi jenis ini, pelarut ditambahakan terus menerus, sehingga 

proses ekstraksi selalu dilakukan dengan pelarut baru. Pola 

penambahan pelarut menggunakan pola tetesan pelarut dari 

bejana terpisah, yang diatur dengan banyaknya pelarut yang 

keluar atau dilakukan dengan sesekali menambahkan pelarut 

dalam jumlah besar (Leba, 2017). Metode ini memerlukan waktu 

yang lebih lama dan pelarut yang lebih banyak. Untuk 

mengetahui perlokasi sudah sempurna, perkolat dapat diuji 

adanya metabolit dengan pereaksi yang spesifik (Hujjatusnain 

dkk, 2021). 

3) Refluks 

 
Gambar 2.10 Alat Ekstraksi Refluks 

(Sumber: Hidayat dkk., 2019) 

 Metode ini digunakan jika dalam sintesisnya menggunakan 

pelarut yang mudah menguap. Pada kondisi ini jika dilakukan 

pemanasan biasa maka pelarut akan menguap sebelum reaksi 

selesai. Prinsip dari metode refluks adalah pelarut volatil yang 
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digunakan menguap pada suhu tinggi, namun akan didinginkan 

oleh kondensor sehingga pelarut yang sebelumnya berbentuk uap 

mengembun di kondensor dan turun lagi ke dalam wadah reaksi 

sehingga pelarut akan tetap ada selama reaksi berlangsung. Pada 

saat yang sama aliran gas N2 diatur sedemikian rupa sehingga 

tidak ada uap air atau gas oksigen yang dapat masuk, terutama 

senyawa organologam untuk sintesis senyawa anorganik karena 

sifatnya reaktif (Sudarwati and Fernanda, 2019). 

4) Soxhletasi (Soxhlet) 

 
Gambar 2.11 Alat Ekstraksi Soxhletasi 

(Sumber: Dewi dkk., 2018) 

Soxhletasi adalah suatu metode atau proses pemisahan suatu 

komponen yang terkandung dalam suatu zat padat dengan cara 

penyaringan berulang-ulang menggunakan pelarut tertentu, 

sehingga seluruh komponen yang diinginkan terisolasi. Soxhletasi 

digunakan pada pelarut organik tertentu. Dengan pemanasan, uap 

yang timbul setelah pendinginan terus menerus membasahi 

sampel, pelarut secara berkala dimasukkan kembali ke dalam labu 
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berisi senyawa kimia yang akan diisolasi. Pelarut yang telah 

membawa senyawa kimia pada labu distilasi yang diuapkan 

dengan rotary evaporator sehingga pelarut tersebut dapat diangkat 

lagi bila suatu campuran organik berbentuk cair atau padat 

ditemui pada suatu zat padat, maka dapat diekstrak dengan 

menggunakan pelarut yang diinginkan (Sudarwati and Fernanda, 

2019) 

5) Infusa 

 
Gambar 2.12 Alat Ekstraksi Infusa 

(Sumber : Leonardy dkk, 2019) 

 Infusa merupakan metode ekstraksi yang menggunakan air 

sebagai pelarut. Selama proses infusa, suhu pelarut air harus 

mencapai 90ºC selama 15 menit. Perbandingan berat bahan dan 

air adalah 1:10, yaitu jika berat bahan 100g maka volume pelarut 

air 1000ml. Cara yang umum dilakukan adalah dengan 

memanaskan bahan dalam panci dengan air secukupnya selama 

15menit mulai suhu mencapai 90ºC sambil sesekali diaduk. 

Saring selagi panas menggunakan kain flannel dan tambahkan air 

panas secukupnya melalui ampas hingga diperoleh volume yang 
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diinginkan. Jika bahan mengandung minyak atsiri,, saring setelah 

dingin (Sudarwati and Fernanda, 2019). 

6) Destilasi (Penyulingan) 

 
Gambar 2.13 Alat Ekstraksi Destilasi 

(Sumber : Setiawan, 2018) 

Destilasi adalah suatu metode pemisahan zat cair dari suatu 

campuran berdasarkan perbedaan titik didih atau kemapuan suatu 

zat untuk menguap. Ketika zat cair dipanaskan sampai titik didih, 

uap mengalir ke alat pendingin (kondensor) dan mengumpulkan 

air yang terkondensasi sebagai zat cair. Kondensor digunakan air 

yang mengalir sebagai pendingin (Setiawan, 2018).  

Zat yang titik didihnya lebih rendah akan lebih banyak 

menguap. Pada proses pendinginan, senyawa dan uap air 

mengembun dan terpisah menjadi destilat air dan senyawa yang 

terekstrak. Metode ini biasa digunakan untuk mengekstraksi 

minyak atsiri dari tumbuhan (Hujjatusnaini dkk, 2021). Destilasi 

dibedakan menjadi beberapa macam, yaitu: Destilasi 

konvensional (sederhana), Destilasi fraksional atau destilasi 

bertingkat, Destilasi vakum, Destilasi Uap, Destilasi azeotrop dan 

Destilasi ekstraktif (Setiawan, 2018). 
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7) Ultrasonik 

 
Gambar 2.14 Peralatan Proses Ekstraksi Ultrasonik 

(Sumber: Sholihah, Ahmad and Budiastra, 2017) 

Ekstraksi ultrasonik menggunakan gelombang ultrasonik 

dengan frekuensi 20-2000 KHz sehingga permeabilitas dinding 

sel meningkat dan isi sel keluar. Frekuensi getaran mempengaruhi 

hasil ekstraksi (Hujjatusnaini dkk, 2021). Proses ekstraksi 

menggunakan gelombang ultrasonik lebih cepat dibandingkan 

metode konvensional. Medium yang dilewati akan mengalami 

getaran yang disebabkan oleh gelombang elektronik. Getaran 

yang disebabkan ole gelombang ultrasonik memastikan 

pengadukan yang intens dalam proses ekstraksi (Setyantoro dkk, 

2019).  

2.3.2 Pelarut 

Pelarut adalah cairan atau gas yang melarutkan padatan, cairan 

atau gas, sehingga menghasilkan larutan. Pelarut yang paling umum 

digunakan dalam kehidupan sehari-hari adalah air. Pelarut lain yang 

umum digunakan adalah bahan kimia organik (mengandung karbon,) 
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disebut juga pelarut organik. Pelarut biasanya mempunyai titik didih 

yang rendah dan lebih mudah menguap, meninggalkan zat terlarutnya. 

Untuk membedakan antara pelarut dengan zat yang dilarutkan, pelarut 

biasanya terdapat dalam jumlah yang lebih banyak (Saputri, 2016). 

Ekstraksi pelarut didasarkan pada polaritas zat dalam pelarut 

selama ekstraksi. Senyawa polar hanya larut dalam pelarut polar 

seperti etanol, metanol, butanol dan air. Senyawa non-polar hanya 

dapat larut dalam pelarut non-polar, seperti eter, kloroform dan n-

heksana (Saputri, 2016).  

Pada penelitian ini, digunakan zat metanol sebagai pelarutnya. 

Pemilihan metanol sebagai pelarut didasarkan pada hasil penelitian 

(Kusuma dkk, 2022) bahwa ekstrak metanol batang pelawan 

mempunyai daya hambat paling besar terhadap  bakteri 

Staphylococcus aureus dibandingkan dengan ekstrak n-heksana dan 

ekstrak etil asetat. Dalam penelitian Hartati dkk, 2013 mengenai 

aktivitas antioksidan dan antibakteri pada tanaman mahoni dengan 

pelarut metanol, etanol, dan aseton menunjukkan bahwa pelarut 

metanol dan aseton ekstrak biji mahoni mempunyai kemampuan yang 

lebih besar dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus 

Metanol dianggap sebagai pelarut yang cocok karena metanol 

merupakan pelarut polar, mampu memisahkan senyawa kimia lebih 

baik dibandingkan etanol. Pelarut metanol mempunyai kemampuan 

menarik senyawa non-polar sampai senyawa polar, sehingga 
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penggunaan pelarut ini diharapkan mampu menyari metabolit 

sekunder pada biji kakao seperti flavanoid, saponin dan tanin (Kevin 

and Kadiwijati, 2018). 

2.4 Bakteri Staphylococcus aureus 

2.4.1 Morfologi dan Karekteristik Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram-positif, berbentuk 

kokus berukuran sekitar 1μm yang terlihat seperti kelompok anggur 

ketika diperiksa dibawah mikroskop. Staphylococcus aureus tidak aktif 

bergerak (nonmotil), tidak menghasilkan spora dan bersifat katalase 

positif. Bakteri ini tahan panas hingga 500C, memiliki kandungan 

garam yang tinggi dan tahan kekeringan. Koloni Staphylococcus aureus 

berukuran besar dan berwarna bening, berdiameter 6-8mm. Banyak 

strain koloni bakteri ini menghasilkan pigmen yang berwarna kuning 

gading atau jingga. Staphylococcus aureus tersebar luas di alam dan ada 

yang hidup sebagai flora normal pada manusia yang terdapat di aksila, 

daerah inguinal dan perineal, dan lubang hidung (nares) bagian anterior. 

Sekitar 25-30% Staphylococcus aureus ditemukan di rongga hidung 

dan kulit pada manusia (Soedarto, 2015). 

2.4.2 Patogenitas staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus adalah penyebab utama infeksi bernanah 

pada manusia dan ditemukan di rongga hidung dan kulit. 

Staphylococcus aureus masuk ke dalam tubuh melalui jarum suntik 

folikel rambut, atau melalui saluran pernafasan. Staphylococcus aureus 
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adalah patogen utama pada manusia, dan kebanyakan orang pernah 

menderita infeksi Staphylococcus aureus dengan berbagai tingkat 

keparahan, mulai dari keracunan makanan hingga infeksi kulit ringan 

sampai parah yang dapat mengancam jiwa (Setiyo and Rochmah, 

2020).  

 Staphylococcus aureus dapat menginfeksi manusia dengan toksin 

pada makanan yang tidak diolah dan diawetkan dengan baik dan 

menyebabkan keracunan jika dikonsumsi oleh manusia (Puspitasari 

dkk, 2020). 

2.4.3 Klasifikasi Ilmiah Staphylococcus aureus 

Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut (Soedarto, 2015) sebagai 

berikut :  

Domain : Bacteria  

Kindom : Eubacteria 

Pylum : Firmicutes  

class : Bacilli  

Ordo : Bacillales  

Famili  : Staphylococcaceae  

Genus  : Staphylococcus  

Spesies  : Staphylococcus aureus 
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Gambar 2.15 Koloni Bakteri Staphylococcus aureus pada media MSA 

(Lasmini dkk, 2022) 

2.5 Antibakteri 

Antibakteri merupakan senyawa yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

yang dalam konsentrasi kecil dapat menghambat bahkan membunuh proses 

kehidupan mikroorganisme (Menon and satria, 2017). Mekanisme kerja 

antibakteri bermacam-macam, di antaranya penghambatan sintesis dinding 

sel, penghambatan integritas dinding sel, penghambatan protein dinding sel, 

penghambatan sintesis asam nukleat, dan penghambatan metabolisme sel 

mikroba (Purnamaningsih, Kalor and Atun, 2017) 

Pengujian antibakteri dapat dilakukan di laboratorium menggunakan 

beberapa metode pengujian, diantaranya yaitu: 

1) Metode Dilusi 

(1) Metode Dilusi Cair 

Metode dilusi cair/broth dilution test (serial dilution) mengukur 

MIC/KBM (minimum inhibitory concentration atau kadar bunuh 

minimum). Metode yang digunakan adalah membuat serangkaian 

pengenceran zat antimikroba dalam media cair yang ditambahkan 

mikroba uji. Kadar terkecil pada larutan uji antimikroba yang terlihat 
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jernih tanpa pertumbuhan mikroba uji disebut KHM. Larutan KHM 

tersebut selanjutnya dikultur ulang dalam media cair tanpa 

penambahan mikroba uji atau antimikroba, dan diinkubasi selama 18-

24 jam. Media cair yang tetap jernih setelah inkubasi disebut KBM 

(Pajan, 2016). 

(2) Metode Dilusi Padat  

Metode dilusi padat/solid dilution test serupa dengan metode 

dilusi cair, perbedaannya hanya terletak pada media padat (solid). 

Keuntungan metode ini adalah satu konsentrasi zat antimikroba yang 

diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Sindi, 

2022). 

2) Metode Difusi 

Metode difusi adalah metode yang sering digunakan untuk analisis 

aktivitas antimikroba.  

(1) Metode Disc Diffusion  

Metode disc diffusion (tes Kirby dan Bauer) untuk mengetahui 

aktivitas zat antimikroba. Disc diffusion adalah piringan yang berisi 

zat antimikroba yang ditempatkan pada media agar yang diinokulasi 

mikroorganisme yang berdifusi dalam media agar. Area jernih 

menunjukkan bahwa zat antimikroba pada permukaan media agar 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme (Sindi, 2022). 

 

(2) E-Test 
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Metode E-test digunakan untuk mengestimasi KHM (kadar hambat 

minimum) atau MIC (minimum inhibitory concentration), yaitu 

konsentrasi minimum suatu zat antimikroba yang mengahambat 

pertumbuhan mikroorganisme (Sindi, 2022).  

(3) Ditch-Plate Technique  

Pada pengujian ini sampel uji berupa zat antimikroba dimasukkan 

ke dalam sumuran yang dibuat dengan cara memotong media agar 

dalam cawan petri yang bagian tengahnya memanjang, dan mikroba uji 

(maksimum 6 macam) disebarkan ke sumur yang berisi zat 

antimikroba (Raisita, 2018).  

(4) Cup-Plate Technique  

Metode ini sama dengan metode disc diffusion, dibuat sebuah 

lubang pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme 

dan zat antimikroba diberikan kedalam lubang tersebut(Sindi, 2022). 

(5) Gradient-Plate Technique  

Dalam metode ini, konsentrasi zat antimimkroba dalam media agar 

secara taoritis bervariasi dari 0 hingga maksimum. Media agar 

dicairkan dengan larutan uji, Campuran tersebut kemudian dituangkan 

ke dalam cawan petri dan diletakkan dalam posisi miring. Nutrisi 

kedua selanjutnya di atasnya (Raisita, 2018). 

Kategori Pengukuran rata-rata zona hambat diinterprestasi menurut 

(Wahyuningsih, Auliah and Salwi, 2020) 
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Tabel 2.1 Klasifikasi Kategori Zona Hambat Antibakteri 

Daya Hambat Antibakteri Kategori Daya Hambat Antibakteri 

≥ 20 mm 

10-20 mm 

5-10 mm 

≤ 5 mm 

Sangat kuat 

Kuat 

Sedang 

Lemah 
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BAB 3 KERANGKA KONSEP 

3.1 Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep  
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BAB 4 METODE PENELITIAN 

 

4.1 Desain Penelitian 

Uji aktivitas antibakteri dari ekstrak metanol keping biji kakao 

(Theobroma cacao L.) merupakan penelititan Deskriptif eksperimental 

dengan pelarut metanol menggunakan 2 metode Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) dan Soxhletasi. Pada proses uji antibakteri menggunakan 

metode difusi sumuran. Tujuan dar desain penelitian ini untuk mengetahui 

aktivitas antibakteri dari ekstrak keping biji kakao (Theobroma cacao L) 

terhadap Staphylococcus aureus dengan menggunakan metode difusi 

sumuran. 

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi adalah suatu wilayah umum yang terdiri dari 

Obyek/subyek yang mempunyai kualitas dan karakteristik tertentu yang 

ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari dan kemudian diambil 

kesimpulannya (Garaika and Darmanah, 2017). Populasi penelitian ini 

adalah biji kakao (Theobroma cacao L.) yang diambil dari Pusat 

Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia yang berlokasi di Kecamatan 

Jenggawah, Kabupaten Jember, Jawa Timur. 
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4.2.2 Sampel Penelitian 

Sampel adalah bagian dari jumlah dan karakteristik suatu populasi 

(Garaika and Darmanah, 2017). Sampel yang digunakan adalah ekstrak 

metanol keping biji kakao (Theobroma cacao L.). 

4.3 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian adalah segala sesuatu dalam bentuk apapun yg dipilih 

peneliti untuk diteliti guna diperoleh informasi tentang hal tersebut dan 

kemudian ditarik kesimpulannya (Sugiyono, 2016). 

4.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas atau independent ialah variabel yang 

mempengaruhi variabel terikat (Nasution, 2017). Variabel bebas pada 

penelitian ini ialah metode ekstraksi yang digunakan yaitu metode UAE 

dan Soxhletasi 

4.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat atau dependent ialah variabel yang dijadikan faktor 

yang dipengaruhi oleh variabel bebas (Nasution, 2017). Variabel terikat 

pada penelitian ini adalah kandungan senyawa kimia dan aktivitas 

antibakteri Staphylococcus aureus. 

4.3.3 Variabel Kontrol 

Variabel terkendali adalah variabel yang dikendalikan sehingga antara 

variabel bebas dan terikat tidak dipengaruhi oleh faktor luar yang 

diteliti (Nasution, 2017). Variabel kontrol pada penelitian ini adalah 

Suhu ekstraksi, Waktu ekstraksi, pelarut. 
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4.4 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas dr. Soebandi 

jember. 

4.5 Waktu Penelitian 

Waktu penelitian ini dilakukan pada bulan Juni-Juli 2023. 

4.6 Definisi Operasional 

Tabel 4.1 Definisi Operasional 
Variabel Definisi 

Operasional 

Indikator Alat 

ukur 

Cara ukur Skala Hasil ukur 

Kandungan 

Senyawa 

Kimia 

uji kandungan 

senyawa 

metabolit 

sekunder 

berupa 

alkaloid, tanin, 

flavonoid, 

saponin, dan 

polifenol 

Perubahan 

warna 

menunjuk

kan positif 

atau 

negatif 

Tabung 

reaksi 

dan 

pipet 

tetes 

Dengan 

menambahkan 

beberapa 

reagen yang 

sesuai 

Nominal 

 

Warna, 

Endapan, dan 

busa 

Aktivitas 

antibakteri 
Staphylococcus 

aureus 

Zona hambat 

yang berada di 
sekeliling 

sumuran yang 

tidak ditemukan 

adanya 

pertumbuhan 

Staphylococcus 

aureus 

Zona 

hambat 
antibakt

eri ≥ 20 

mm 

Sangat 

kuat, 

10-20 

mm 

Kuat, 

5-10 

mm 

Sedang,  
≤ 5 mm 

Lemah. 

Jangka 

sorong 

Mengukur 

diameter zona 
hambat pada 

area jernih di 

sekitar 

piringan. 

Ordinal 

 
 

Terbentuknya 

diameter zona 
hambat di 

sekitar 

sumuran 

dinyatakan 

dalam satuan 

mm. 

 

 

 

4.7 Teknik Pengumpulan Data 

4.7.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi keping biji kakao dilakukan di Laboratorium Tanaman 

Politeknik Negeri Jember Tujuan determinasi untuk mengetahui 
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kebenaran identitas dengan jelas dari tanaman yang diteliti dan 

menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan utama penelitian 

(Diniatik, 2015). 

4.7.2 Pembuatan Serbuk Simplisia dan Defating Biji Kakao 

Biji kakao (Theobroma cacao L.) dipisahkan dari kulit biji lalau 

dibersihkan dan difermentasi. Kemudian dikeringkan dengan oven 

suhu 700C. Selanjutnya biji kakao dijadikan pasta. Setelah itu 

masukkan kedalam kantong dan masukkan lagi kedalam kantong dan 

masukkan lagi kedalam tabung pengempa untuk dipress dengan 

tekanan 3000 psi.  Biji kakao yang telah dipress kemudian dihaluskan 

menggunakan mesin dan menghasilkan serbuk simplisia. (Pusat 

penelitian kopi dan kakao, 2022). 

4.7.3  Ekstraksi sampel 

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan metode UAE dan 

Soxhletasi, adapun langkah kerjanya sebagai berikut: 

1) Ekstraksi Metode Soxhletasi 

Alat sokletasi dipasang, kemudian serbuk biji kakao 100 

gram dibungkus dengan kertas saring, diikat dengan benang, 

dimasukkan kedalam labu alas bulat pada soklet menggunakan  

300 mL pelarut metanol. Sokletasi dilakukan pada suhu 70oC 

sampai tetesan siklus tidak berwarna lagi. Ekstrak cair yang 

diperoleh kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary 
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evaporator pada suhu 40oC sampai diperoleh ekstrak kental 

(Puspitasari and Prayogo, 2017; Mangiwa and Maryuni, 2020). 

2) Ekstraksi Metode UAE 

Sebanyak 100 gram serbuk biji kakao ditimbang masukkan 

ke dalam erlenmeyer. Kemudian tambahkan 500 mL pelarut 

metanol, dilanjutkan ekstraksi selama 15 menit menggunakan 

ultrasonic crusher. Setelah proses ekstraksi, dilakukan proses 

filtrasi atau yang disebut den gan penyaringan untuk memisahkan 

filtrat dan ampas. Penyaringann dilakukan dengan cara disaring 

dengan menggunakan kertas saring lalu dicatat volume hasil 

ekstraksi dan filtratnya disimpan pada suhu ruang sampai 

digunakan (Mansinhos dkk., 2021) 

4.7.4 Skrining Fitokimia 

1) Uji Alkaloid 

Masukkan 0,5 gram ekstrak ke dalam tabung reaksi, 

larutkan dengan 5 mL HCl 2N, kemudian dibagi menjadi 3 

tabung. Tambahkan pereaksi Mayer pada tabung ke 1, 

Tambahkan pereaksi  Dragendorff pada tabung ke 2, Tambahkan 

pereaksi Wagner pada tabung ke 3. Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk endapan putih pada tabung 1, terbentuk endapan 

kuning kejinggaan pada tabung 2, dan terbentuk endapan merah 

kecoklatan pada tabung 3 (Hafiz dkk, 2020)  

2) Uji Flavonoid 
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Masukkan 0,5 gram ekstrak biji kakao ke dalam tabung 

reaksi tambahkan 5 mL air, didihkan kurang lebih 5 menit lalu 

disaring. Filtrat sebanyak 2 mL ditambahkan 0,05 mg serbuk Mg 

dan 1 mL HCl pekat, kemudian dikocok hingga homogen. Hasil 

dinyatakan positif apabila terjadi perubahan warna kuning sampai 

jingga (Hafiz dkk, 2020) 

3) Uji Tanin 

Masukkan 2 ml ekstrak biji kakao ke dalam tabung reaksi 

lalu tambahkan 2 mL FeCl3. Hasil dinyatakan positif jika berubah 

warna hitam kehijauan (Herman dkk., 2020) 

4) Uji Saponin 

Masukkan 0,5 gram ekstrak biji kakao ke dalam tabung 

reaksi kemudian tambahkan 5 mL air panas dikocok kuat selama 

kurang lebih 10 detik. Busa yang stabil akan terbentuk selama 

kurang lebih 10 menit dan busa tersebut tidak hilang. Dinyatakan 

positif saponin apabila terdapat busa yang stabil (Hafiz dkk, 

2020) 

5) Uji Polifenol 

Sebanyak 1 mL ekstrak ditambahkan 2 tetes FeCl3. 

Terjadinya perubahan warna hijau atau biru yang kuat 

menunjukkan adanya kandungan fenol (Manongko, dkk, 2020). 
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4.7.5 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sebelum pembuatan media dan pengujian antibakteri, alat-alat 

yang digunakan terlebih dahulu disterilkan. Pertama alat-alat yang 

digunakan dicuci terlebih dahulu dengan detergen kemudian 

dikeringkan. Sterilisasi alat dan media pertumbuhan bakteri dilakukan 

dengan autoklaf pada suhu 121℃ selama 15 menit. Ose disterilkan 

dengan cara dipijarkan pada nyala api Bunsen (Amelia dkk., 2022). 

4.7.6 Pembuatan Media 

1) Pembuatan Media Agar Miring Nutrient Agar (NA) 

Ditimbang media nutrient agar sebanyak 1 gram dimasukkan 

ke dalam erlenmeyer, ditambah akuades sampai 50 ml. 

Selanjutnya dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer hot 

plate di atas penangas air sampai mendidih. Media disterilkan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121˚C selama 15 menit. 

Nutrient Agar dituangkan ke dalam 3 tabung reaksi steril dan 

ditutup dengan aluminium foil, kemudian didiamkan pada suhu 

ruang ± 30 menit hingga media memadat pada kemiringan 30˚. 

Media Agar miring digunakan untuk inokulasi bakteri 

(Nurhamidin dkk, 2021) 

2) Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

Sebanyak 6,8 gram Mueller Hinton Agar (MHA) dilarutkan 

dalam 200mL, masukkan ke dalam labu Erlenmeyer dan 

dihomogenisasi dengan stirrer dalam penangas air hingga 
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mendidih. Media yang telah homogen diautoklaf pada suhu 121˚C 

selama 15 menit (Gunawan dkk., 2019) 

4.7.7 Pembuatan Konsentrasi Sampel, Kontrol Positif dan Kontrol 

Negatif 

Larutan ekstrak biji kakao (Theobroma cacao) konsentrasi 75% 

Untuk pembuatan larutan uji ekstraknya Ambil 3,75 g ekstrak kental 

biji kakao (Theobroma cacao), larutkan dalam DMSO 10% hingga 

tanda batas labu ukur 5 mL sehingga didapatkan konsentrasi 75 g/mL. 

Kontrol negatif merupakan metode perlakuan yang tidak 

menimbulkan zona hambat pada uji pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus. Kontrol Negatif yang digunakan yaitu DMSO 

10% karena tidak memiliki efek antibakteri. Pembuatan kontrol 

negatif DMSO dengan cara mengambil 10ml DMSO ditambahkan 

aquades sampai 100ml masukkan labu takar sehingga didapat  larutan  

kontrol  negatif  DMSO 10% (Bulu, dkk, 2019). 

Kontrol positif merupakan metode perlakuan yang 

menghasilkan zona hambat pada uji pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus. Kontrol positif yang digunakan sebagai 

pembanding yaitu levofloxacine 5µg/disc karena mempunyai 

sensitifitas baik terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Cara 

pembuatannya yaitu sebanyak 0,5mg dilarutkan dalam aquades 100ml 

(Khinanty, 2015) 
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4.7.8 Preparasi dan uji aktivitas antibakteri 

1) Peremajaan Bakteri Staphylococcus aureus 

Diambil bakteri uji dengan kawat ose steril, lalu diinokulasi 

ke dalam agar miring dengan cara menggores. Kemudian 

diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37˚C selama 24 jam 

(Nurhamidin dkk, 2021) 

2) Pembuatan standar Mc.Farland 

(1) Pembuatan Larutan BaCl2 1%.  

Timbang 1 gram BaCl2. Larutkan dalam labu ukur 100ml 

aquadest sampai tanda batas dan homogenkan. Pindahkan 

larutan ke dalam botol reagent yang bertutup rapat dan gelap. 

Simpan larutan BaCl2 1% dalam kulkas (Rosmania and 

Yanti, 2020). 

(2) Pembuatan Larutan H2SO4 1% 

Siapkan labu ukur 100ml yang diisi ± 50ml aquadest. 

Pipet asam sulfat pekat sebanyak 1,02ml, masukan ke dalam 

labu ukur 100 ml melalui dinding secara mengalir. 

Tambahkan aquadest sampai tanda batas. Kemudian 

pindahkan larutan ke dalam botol reagent yang bertutup 

rapat. Larutan H2SO4 1% disimpan pada suhu ruang 

(Rosmania and Yanti, 2020). 

(3) Pembuatan Larutan McFarland 0,5.  
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Dipipet larutan BaCl2 1 % sebanyak 0,05 ml dimasukan 

ke dalam tabung reaksi. Kemudian dipipet larutan H2SO4 1% 

sebanyak 9,95 ml. Dicampurkan kedalam tabung reaksi  yang 

sudah berisi larutan BaCl2 1%. Kemudian di vortex sampai 

tercampur sempurna. Penyimpanan larutan di dalam kulkas 

(Rosmania and Yanti, 2020). 

(4) uji densitas standart Mc Farland 

Mengukur absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer. Absorbansinya diukur pada panjang 

gelombang 625 nm pada rentang 0,08 - 0,13 (Dalynn, 2014) 

3) Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Mengambil bakteri uji yang telah diinokulasi menggunakan 

kawat ose steril lalu disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 2 

mL larutan NaCl 0,9% hingga kekeruhan sama dengan standar 

kekeruhan Mc. Farland. (Muljono dkk, 2016) 

4) Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Sumuran 

Suspensi bakteri Staphylococcus aureus dimasukkan ke 

dalam cawan petri yang berisi media Muller Hinton Agar dengan 

cara mengambil 100 µl dan diratakan dengan batang L. masing-

masing cawan petri dibagi menjadi 3 bagian dan membuat lubang 

tegak lurus pada media. Selanjutnya lubang diisi dengan kontrol 

positif, kontrol negatif dan diambil ekstrak bji kakao sebanyak 40 

µl konsentrasi 75%, yang sudah diekstraksi menggunakan metode 
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UAE dan soxhletasi. Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali untuk 

setiap metode ekstraksi yang digunakan. Selanjutnya cawan petri 

diinkubasi di dalam inkubator dengan suhu 37℃ selama 24 jam 

(Agustin, 2022). 

4.8 Teknik Analisa Data 

4.8.1 Pengumpulan Data 

Aktivitas antibakteri diukur dengan mengukur diameter zona 

hambat Staphylococcus aureus menggunakan jangka sorong dalam 

satuan mm. adanya zona hambat ditandai dengan tidak ditemukan 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus pada sekeliling sumuran 

4.8.2 Analisa Data 

Analisa data penelitian ini untuk identifikasi senyawa kimia dan 

analisis pada uji antibakteri Staphylococcus aureus dari ekstrak metanol 

keping biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan metode soxhletasi dan 

UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) yaitu dengan menggunakan 

analisis deskriptif 
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BAB 5 HASIL PENELITIAN 

 

5.1 Hasil Determinasi Tanaman Biji Kakao (Theobroma cacao L) 

Determinasi dilakukan di UPA.  Pengembangan Pertanian Terpadu 

Politeknik Negeri Jember. Hasil determinasi menunjukkan bahwa biji 

kakao yang digunakan dalam penelitian dapat dipastikan tanaman yang 

diteliti adalah spesies Theobroma cacao L. dari family Sterculiaceae. Hasil 

identifikasi biji kakao (Theobroma cacao L.) dapat dilihat pada lampiran 1. 

5.2 Hasil Ekstraksi Biji Kakao (Theobroma cacao L)  

Pada penelitian yang telah dilakukan dengan  metode ekstraksi 

Soxhletasi dan UAE, masing-masing replikasi 3 kali dengan melarutkan 

100 gram simplisia dalam pelarut metanol sebanyak 300 ml (Soxhletasi) 

dan 500 ml (UAE). Didapatkan rata-rata rendemen metode ekstraksi 

soxhletasi sebesar 3,81%, sedangkan pada metode ekstraksi UAE 

didapatkan rata-rata rendemen sebesar 4,18%. Hasil dari ekstraksi biji 

kakao dengan metode soxhletasi dan UAE ditunjukkan pada tabel di 

bawah ini: 

Table 5.1 Hasil Ekstrak Kental dan % Rendemen 

Metode 

Ekstraksi 

Replikasi Hasil 

Ekstrak 

Kental 

Rata-rata 

ekstrak 

kental 

% 

Rendemen 

Rata-rata % 

Rendemen 

 

Soxhletasi 

1 3,75 gram  

3,81 

gram 

3,75%  

3,81±0,0022 

 
2 4,06 gram 4,06% 

3 3,63 gram 3,63% 

 

UAE 

1 4,19 gram  

4,18 

gram 

4,19%  

4,18±0,0012 

 
2 4.05 gram 4.05% 

3 4,29 gram 4,29% 
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5.3 Skrining Fitokimia 

Hasil skrining fitokimia terhadap ekstrak metanol biji kakao dengan 

metode ekstraksi Soxhletasi dan UAE dilakukan untuk mengetahui 

kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada biji kakao. Skrining 

fitokimis yang dilakukan meliputi senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, 

saponin dan polifenol. Hasil skrining fitokimia ekstrak metanol biji kakao 

dapat dilihat pada tabel 5.2 

Tabel 5.2 Hasil Uji Skrining Fitokimia 

Senyawa Pereaksi Hasil Menurut Literatur Hasil 

pengamatan 

kesimpulan 

Soxhletasi UAE 

 

Alkaloid 

Dragendroff Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk 

endapan putih 

 

 

+ 

 

 

+ 

Endapan 

kuning 

kejinggaan 

Mayer Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk 

endapan kuning 

kejinggaan 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

Endapan 

putih 

Wagner Hasil dinyatakan positif 

apabila terdapat 

endapan merah 

kecoklatan 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

Endapan 

merah 

kecoklatan 

Flavonoid Serbuk Mg 

dan HCl 

Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk warna 

kuning sampai jingga 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

Terjadinya 

perubahan 

warna 

jingga 

Polifenol FeCl3 Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk warna 

hijau atau biru yang 

kuat 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

Terjadinya 

perubahan 

warna biru 

 

Tanin FeCl3 Hasil dinyatakan positif 

apabila terbentuk hitam 

kehijauan 

 

 

+ 

 

 

+ 

Terjadinya 

perubahan 

hitam 

kehijauan 

Saponin  Akuades Hasil dinyatakan positif 

apabila terdapat busa 

yang stabil 

 

 

+ 

 

 

+ 

Terbentuk 

busa 2 cm 
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5.4 Uji Antibakteri  

Sebelum pengujian antibakteri dilakukan pengujian standar McFarland 

untuk menentukan konsentrasi bakteri pada saat pengujian. Hasil Uji Mc 

Farland 0,5 dengan panjang gelombang 625nm, didapat hasil absorbansi 

0,091 dan untuk absorbansi suspensi bakteri Staphylococcus aureus 

didapat hasil absorbansi 0,091. Hasil pengujian McFarland dapat dilihat 

pada lampiran 8.  

Pada pengujian aktivitas antibakteri biji kakao terhadap pertumbuhan 

Staphylococcus aureus, perlakuan dibagi menjadi 3, yaitu ekstrak biji 

kakao (Soxhletasi/UAE), kontrol positif Levofloxacine dan kontrol negatif 

DMSO 10%. Hasil uji antibakteri biji kakao terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus menunjukkan bahwa ekstrak metanol biji kakao 

dapat menghambat pertumbuhan dari bakteri Staphylococcus aureus. Hasil 

uji antibakteri Staphylococus aureus metode ekstraksi UAE memiliki zona 

hambat yang lebih besar dibandingkan dengan metode ekstraksi 

Soxhletasi. Zona hambat bakteri Staphylococus aureus metode ekstraksi 

UAE dengan konsentrasi 75% memiliki rata-rata sebesar 12,29 mm ±, 

sedangankan zona hambat bakteri Staphylococus aureus metode ekstraksi  

soxhletasi konsentrasi 75% dengan rata-rata sebesar 10,097 mm.  Hasil uji 

aktivitas antibakteri ekstrak biji kakao dapat dilihat pada tabel 5.3 dan 

lampiran 9.  
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Tabel 5.3 Hasil Pengujian Ekstrak Biji Kakao Terhadap Bakteri 

Staphylococcus ureus 

sampel konsentrasi replikasi Zona Hambat 

(mm) 

Rata- rata ± 

SD 

Ekstrak 

Soxhletasi 

75% 1 10,12  

10,097 ± 

0,83 
2 10,92 

3 9,25 

levofloxacine 

(Kontrol 

positif) 

0,5% 1 18,86  

18,02 ± 0,85 2 18,04 

3 17,16 

DMSO 

(Kontrol 

Negatif) 

10% 1 0  

0 2 0 

3 0 

Ekstrak UAE 75% 1 12,83  

12,29 ± 0,86 

 
2 11,3 

3 12,74 

levofloxacine 

(Kontrol 

positif) 

0,5% 1 18,38  

18,4 ± 0,51 2 18,92 

3 17,9 

DMSO 

(Kontrol 

Negatif) 

10% 1 0  

0 2 0 

3 0 
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5.5 Hasil Analisa Data 

Hasil pengukuran zona hambat tersebut dilanjutkan dengan analisis 

deskriptif.  

Tabel 5.4 Hasil Kategori zona Hambat Pengujian Ekstrak Biji Kakao 

Terhadap Bakteri Staphylococcus ureus 

Sampel konsentrasi replikasi Zona 

Hambat 

(mm) 

Rata- 

rata ± 

SD 

Kategori 

Zona 

Hambat 

Ekstrak 

Soxhletasi 

75% 1 10,12  

10,097 ± 

0,83 

 

Kuat 2 10,92 

3 9,25 

levofloxacine 

(Kontrol 

positif) 

0,5% 1 18,86  

18,02 ± 

0,85 

 

Kuat 2 18,04 

3 17,16 

DMSO 

(Kontrol 

Negatif) 

10% 1 0  

0 

 

- 2 0 

3 0 

Ekstrak UAE 75% 1 12,83  

12,29 ± 

0,86 

 

Kuat 2 11,3 

3 12,74 

levofloxacine 

(Kontrol 

positif) 

0,5% 1 18,38  

18,4 ± 

0,51 

 

Kuat 2 18,92 

3 17,9 

DMSO 

(Kontrol 

Negatif) 

10% 1 0  

0 

 

- 2 0 

3 0 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

 

Pada penelitian ini menggunakan sampel biji kakao yang didapatkan dari  

Pusat Penelitian Kopi dan Kakao yang berada di Kecamatan Jenggawah, 

Kabupaten Jember. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas 

antibakteri biji kakao terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan 

menggunakan dua metode ekstraksi yaitu soxhletasi dan UAE dengan konsentrasi 

75%. Sebelum dilakukan penelitian, sampel yang digunakan terlebih dahulu 

dilakukan uji determinasi, dengan tujuan untuk mengetahui secara jelas identitas 

pasti tanaman yang diteliti dan menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan 

utama penelitian (Diniatik, 2015). Hasil determinasi dari UPA. Pengembangan 

Pertanian Terpadu, Politeknik Negeri Jember menunjukkan bahwa tanaman yang 

digunakan adalah biji kakao (Theobroma cacao L). 

Tahap pertama pada penelitian ini setelah sampel di dapat dilakukan 

ekstraksi serbuk biji kakao. Ekstraksi adalah suatu teknik pemisahan kimia untuk 

memisahkan atau menarik satu atau lebih komponen atau senyawa (analit) dari 

suatu sampel dengan menggunakan pelarut tertentu yang sesuai (Leba, 2017). 

Metode Ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah  metode Soxhletasi 

dan UAE, Pelarut yang digunakan ialah metanol karena metanol merupakan 

pelarut polar yang memiliki kemampuan lebih baik dalam penarikan senyawa 

kimia dibandingkan dengan etanol. Pelarut metanol mempunyai kemampuan 

untuk menarik senyawa non-polar sampai dengan senyawa polar, sehingga 

penggunaan pelarut ini diharapkan mampu menyari metabolit sekunder seperti 
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flavanoid, tanin dan saponin yang terkandung dalam biji kakao (Kevin and 

Kadiwijati, 2018). Pada penelitian ini menggunakan perbandingan Soxhletasi 1:3 

yaitu 100 gram sampel dan 300ml pelarut sedangkan metode UAE 1:5 yaitu 100 

gram sampel dan 500ml pelarut, metode soxhletasi 3 kali replikasi dilakukan 

selama 6 hari dengan setiap harinya 7 siklus, 1 replikasinya selama 2 hari. 

Sedangkan metode UAE dilakukan selama 4 hari dengan setiap 1 kali UAE max 

50 ml (8 gram serbuk biji kakao dan 40 ml pelarut metanol). Hasil dari ekstraksi 

UAE kemudian dilakukan penyaringan agar ampas biji kakao dapat terpisah. Hasil 

yang diperoleh dari kedua metode tersebut diuapkan dengan menggunakan rotary 

evaporator pada suhu dibawah titik didih yaitu 500C yang bertujuan agar dapat 

melindungi senyawa yang terkandung dalam pelarut. Hasil biji kakao yang 

diekstraksi dengan 3 kali replikasi didapatkan total rata-rata ekstrak kental metode 

soxhletasi 3,81 gram  dengan rata-rata rendemen 3,81% dan total rata-rata metode 

UAE 4,18 gram dengan rata-rata rendemen 4,18%. Hasil rendemen tersebut 

berkaitan dengan senyawa aktif dalam sampel, sehingga semakin meningkat 

rendemen maka semakin banyak senyawa aktif yang terkandung dalam sampel. 

Menurut Harbone (1987) bahwa tingginya rendemen yang dihasilkan 

menunjukkan tingginya senyawa aktif dalam sampel. Presentase hasil rendemen 

dikatakan baik apabila rendemen mendekati 10% yang berarti senyawa metabolit 

yang diekstraksi berhasil terekstraksi, sehingga besar kecilnya nilai rendemen 

akan mempengaruhi aktivitas antibakteri. Pada penelitian ini didapatkan hasil 

rendemen tidak mendekati 10% yaitu rata-rata rendemen metode soxhletasi 3,81% 

dan metode UAE 4,18% sehingga senyawa bioaktif tidak terekstrak optimal. 
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Pemilihan metode ekstraksi yang tepat mempunyai pengaruh yang 

signifikan terhadap kualitas dan kuantitas kandungan senyawa kimia yang 

diekstraksi. Pemilihan metode ekstraksi yang tepat menjadi kunci keefektifan 

ekstraksi zat aktif dari bahan alam (Nazrun dkk., 2021). Pada penelitian ini 

menggunakan metode Soxhletasi karena termasuk metode panas yang sedikit 

menggunakan pelarut, dapat mengekstrak minyak lebih banyak, dan waktu 

ekstraksi lebih singkat (Pratama dkk, 2017) dan metode UAE dipilih karena  

memiliki proses ekstraksi yang cepat, dapat dilakukan pada suhu rendah yaitu 

suhu ruangan, lebih sedikit menggunakan pelarut, dan dapat digunakan untuk 

mengekstraksi senyawa yang bersifat termolabil. Metode ultrasonik merupakan 

metode ekstraksi yang lebih efektif untuk mengurangi ukuran partikel ekstrak 

(Putri and Prahasti, 2022). 

Hasil ekstraksi selanjutnya dilakukan uji identifikasi metabolit sekunder 

yaitu alkaloid dengan penambahan reagen dragendorf, mayer dan wagner. 

Flavonoid dengan penambahan serbuk mg dan HCl, Polifenol dengan 

penambahan FeCl3, Tannin dengan penambahan FeCl3, dan saponin dengan 

penambahan aquades. Uji identifikasi  bertujuan untuk mengetahui komponen 

senyawa aktif yang terdapat pada sampel setelah proses penyaringan dan 

penguapan. Hasil yang didapat dari pengujian dua metode tersebut adalah pada 

reagen dragendorf terdapat endapan kuning kejinggaan, pada reagen meyer 

terdapat endapat putih dan reagen wegner terdapat endapat merah kecoklatan, 

hasil tersebut nenunjukkan positif mengandung alkaloid. Pada reagen mg dan HCl 

terjadi perubahan warna jingga menunjukkan positif mengandung flavonoid. Pada 
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reagen FeCl3 terjadi perubahan warna biru menunjukkan positif mengandung 

polifenol, pada reagen FeCl3 juga terjadi perubahan warna hitam kehijauan 

menunjukkan positif mengandung tannin dan pada penambahan aquades terbentuk 

busa 2 cm menunjukkan positif mengandung saponin. 

Tahap selanjutnya yaitu uji aktivitas antibakteri yang bertujuan untuk 

mengetahui aktivitas ekstrak biji kakao terhadap pertumbuhan Staphylococcus 

aureus. Penelitian ini menggunakan ekstrak metanol biji kakao konsentrasi 75% 

dengan kontrol positif levofloxacin karena memiliki sensitifitas baik terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dan kontrol negatif DMSO 10% karena tidak 

memiliki efek antibakteri dan dapat melarutkan senyawa polar dan nonpolar serta 

larut dalam berbagai pelarut organik dan air karena termasuk senyawa 

organosulfur (Hidayah dkk., 2016). Metode yang digunakan untuk menghambat 

aktivitas antibakeri adalah metode sumuran. metode sumuran dipilih karena 

memiliki keunggulan dalam memudahkan pengukuran luas zona hambat yang 

terbentuk karena bakteri yang bekerja tidak hanya pada permukaan atas nutrien 

agar tetapi juga bekerja hingga ke permukaan bawah (Nurhayati dkk, 2020). 

Dengan 3 kali replikasi, Metode ini dilakukan untuk mengetahui besarnya 

diameter zona hambat yang terbentuk pada Staphylococcus aureus  setelah masa 

inkubasi selama 24 jam. Zona hambat merupakan daerah atau wilayah jernih yang 

tampak di sekeliling sumuran. Semakin besar diameter zonanya, berarti semakin 

besar daya antibakterinya (Elya dkk., 2016). Media yang digunakan pada 

penelitian ini yaitu MHA (Mueller Hinton Agar) merupakan media pertumbuhan 

dan sebagai sumber nutrisi yang dibutuhkan oleh bakteri Staphylococcus aureus. 
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ekstrak metanol biji 

kakao dengan metode soxhletasi dan UAE dapat menghambat pertumbuhan 

Staphylococcus aureus. Kandungan biji kakao dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri di media, Terbukti dengan adanya zona hambat di sekitar sumuran dan 

zona hambat tersebut diukur menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 

milimeter (mm). menurut (Wahyuningsih, Auliah and Salwi, 2020), adapun 

klasifikasi kategori zona hambat antibakteri ≥ 20 mm Sangat kuat, 10-20 mm 

Kuat, 5-10 mm Sedang, ≤ 5 mm Lemah.  

Dari hasil pengukuran diameter zona hambat pada tabel 5.4 diperoleh rata-

rata zona hambat pada ekstrak soxhletasi 75% tergolong kategori kuat, ekstrak 

UAE 75% tergolong kategori kuat, Kontrol positif (levofloxacin) tergolong 

kategori kuat, Fontrol negatiF (DMSO) Tidak memiliki zona hambat. 

 Metode UAE memiliki daya hambat yang lebih besar dengan rata zona 

hambat 12,29 mm, dibandingkan dengan metode soxhletasi dengan rata-rata zona 

hambat 10,097 mm, hal tersebut dikarenakan pada metode UAE mengasilkan 

rendemen yang lebih besar daripada metode soxhletasi. Semakin besar zona 

hambat yang terbentuk, maka semakin besar juga metabolit sekunder yang 

dikandungnya seperti alkaloid, tannin, saponin, steroid dan flavonoid sehingga 

aktivitas antibakterinya semakin besar (Hidayah dkk, 2016). 
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BAB 7 PENUTUP 

 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa: 

1. Kandungan senyawa dari ekstrak metanol biji kakao dengan metode UAE 

dan Soxhletasi antara lain adalah Alkaloid, Flavonoid, Polifenol, Tanin, 

dan Saponin. 

2. Ekstrak metanol biji kakao yang diekstraksi dengan metode UAE dan 

Soxhletasi memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus 

dibuktikan dengan rata-rata diameter zona hambat pada metode UAE  

12,29 mm tergolong kategori kuat dan soxhletasi 10,097 mm tergolong 

kategori kuat. 

7.2 Saran 

1. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap ekstrak biji kakao dengan 

pelarut lain dan metode ekstraksi lain 

2. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan bakteri gram 

negatif dan metode uji aktivitas antibakteri lainnya 

3. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut pembuatan formulasi ekstrak biji 

kakao untuk pengobatan yang disebabkan bakteri Staphylococcus aureus. 

4. Dapat dijadikan tambahan pengetahuan dan referensi potensi antibakteri 

serta dapat dikembangkan oleh Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Kab. 

Jember dengan memanfaatkan kandungan senyawa biji kakao untuk 
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dijadikan produk baru yang bermanfaat selain produk makanan seperti 

formulasi sabun dari ekstrak biji kakao.  
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Lampiran 5. Perhitungan Hasil Ekstraksi 

 Soxhletasi 

Bobot simplisia awal = 100 gram 

1. % Rendemen =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

    =
3,75 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
100% = 3,75% 

2. % Rendemen =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

=
4,06 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑥100% = 4,06% 

3. % Rendemen =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

=
3,63 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑥100% =3,63% 

 UAE 

Bobot simplisia awal = 100 gram 

1. % Rendemen  =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

=
4,19 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑥100% = 4,19% 

2. % Rendemen  =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

=
4,05 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑥100% = 4,05% 

3. % Rendemen  =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
𝑥100% 

=
4,29 𝑔𝑟𝑎𝑚

100 𝑔𝑟𝑎𝑚
𝑥100% = 4,29%
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Lampiran 6. Skrining Fitokimia 

Soxhletasi 

   
Alkaloid Flavonoid Polifenol 

  

 

Tanin Saponin  
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UAE 

   

Alkaloid Flavonoid Polifenol 

  

 

Tanin Saponin  



76 
 

 
 

Lampiran 7. Surat Keterangan Isolat Staphylococcus aureus 
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Lampiran 8. Specification Muller-Hinton Agar  
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Lampiran 9. Hasil Mc Farland 
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Lampiran 10. Perhitungan  

a. Perhitungan Konsentrasi ekstak 

Konsentrasi 75% = 
75

100
5𝑚𝑙 = 3,75 gram  ad 5 ml aquadest 

b. Perhitungan Kontrol Positif  

5µg/disc  0,5mg dalam 100 ml aquades 

c. Perhitungan McFarland 0,5  

- Asam Sulfat 1% = 9,95 mL  

- BaCl 1%  = 0,05 mL  

BaCl 1%   1 gram  100 mL  

X gram  100 mL  

X = 1 gram dalam 100 mL aquades  

H2SO4 1%   1mL 100 mL  

X gram  100 mL  

X= 1 mL dalam 100 mL aquades   
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Lampiran 11. Dokumentasi Uji Antibakteri 

   
Sterilisasi Mc Farland dan Suspensi 

Staphylococcus aureus 

Media NA 

   
Peremajaan bakteri Penimbangan media MHA Media MHA 
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Pengujian Antibakteri Inkubasi Bakteri  
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Lampiran 12. Hasil Uji Antibakteri Staphylococcus aureus 

Soxhletasi 

   

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

 

UAE 

   

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
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