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MOTTO 

“Great things are not done by impulse,  

but by a series of small things brought together”  

 

“Hal hebat tidak dilakukan tiba-tiba,  

tetapi dilakukan dengan serangkaian hal-hal kecil”   
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ABSTRAK 

Ananda, Beta Putri*. Nuri**. Purwanti, Aliyah***. 2022. Uji Aktivitas 

Antibakteri Ekstrak Biji Kakao Terhadap Streptococcus mutans. Skripsi. 

Program Studi Sarjana Farmasi Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas dr. 

Soebandi. 

 

Latar Belakang: Indonesia merupakan negara tropis dengan keanekaragaman 

flora yang berperan dalam bidang kesehatan, salah satunya yaitu tanaman kakao. 

Potensi pada tanaman kakao yang bisa dimanfaatkan adalah kandungan pada biji 

kakao yaitu senyawa polifenol dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen 

seperti Streptococcus mutans. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas 

antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kakao 

(Theobroma cacao L) terhadap Streptococcus mutans. 

 

Metode: Desain penelitian ini menggunakan true experimental. Penelitian dimulai 

dengan pembuatan ekstrak biji kakao menggunakan pelarut NADES (Natural 

Deep Eutectic Solvents) dengan metode ekstraksi UAE (Ultrasonic Assisted 

Extraction). Ekstrak yang dihasilkan diskrining fitokimia dan diuji aktivitas 

antibakterinya terhadap bakteri Streptococcus mutans dengan metode difusi 

cakram.  

Hasil penelitian : Ekstrak biji kakao mengandung senyawa kimia berupa 

alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan polifenol. Hasil uji aktivitas antibakteri 

ditunjukkan dari zona bening di sekeliling kertas cakram dari ekstrak biji kakao 

yang memiliki nilai rata-rata zona hambat sebesar 7,39 mm dan 23,89 mm untuk 

kontrol positif. Kedua kelompok data memiliki perbedaan yang signifikan yaitu 

dari nilai 2-tailed uji Independent Sampel T-test sebesar 0,000. 

Kesimpulan : Aktivitas antibakteri terhadap Streptococcus mutans diketahui 

ekstrak NADES biji kakao memiliki aktivitas antibakteri kategori sedang dan 

pembanding chlorhexidine memiliki aktivitas antibakteri kategori kuat.  

Kata kunci: NADES, biji kakao, antibakteri, Streptococcus mutans 
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ABSTRACT 

Ananda, Beta Putri*. Nuri**. Purwanti, Aliyah***. 2022. Antibacterial Activity 

Test of Cocoa Bean Extract Against Streptococcus mutans. Essay. Pharmacy 

Undergraduate Study Program, University of dr. Soebandi. 

 

Background : Indonesia is a tropical country with flora diversity that plays a role 

in health sector, one of those is cocoa plant. Cocoa plant potential that can be 

utilized is the content of cocoa beans, namely polyphenol compounds in inhibiting 

the growth of pathogenic bacteria such as Streptococcus mutans. The purpose of 

this study is to determine the antibacterial activity of NADES (Natural Deep 

Eutectic Solvents) extract cocoa beans (Theobroma cacao L) against 

Streptococcus mutans. 

Method : This research design uses an experimental laboratory. The research 

began with the manufacture of cocoa bean extract using NADES (Natural Deep 

Eutectic Solvents) with UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) extraction methods. 

The resulting extract was screened for phytochemicals and antibacterial activity 

against Streptococcus mutans bacteria by disc diffusion method. 

Result : Cocoa bean extract is known to contain chemical compounds in the form 

of alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and polyphenols. The results of the 

antibacterial activity test were found to have an average inhibition zone value of 

7.39 ± 1.39 mm for cocoa bean extract and 23.89 ± 1.41 mm for positive control. 

The two data groups have a significant difference from the value 2-tailed of 

Independent Sample T-test that is 0.000. 

Conclusion : Antibacterial activity against Streptococcus mutans is known that 

cocoa bean NADES extract has moderate antibacterial activity and chlorhexidine 

as a comparison has strong antibacterial activity. 

Key words : NADES, cocoa bean, antibacterial, Streptococcus mutans 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara kepulauan dengan seribu pulau yang 

mempunyai keanekaragaman ekosistem yang sangat luar biasa dan memiliki 

keanekaragaman hayati karena merupakan gabungan dari benua Asia dan 

Australia. Potensi luar biasa dari Indonesia ini membutuhkan pemberdayaan yang 

lebih intensif untuk melakukan penelitian di bidang tanaman obat sebagai 

pengobatan alternatif di bidang kesehatan. Indonesia juga merupakan negara 

tropis yang memiliki beraneka ragam tanaman mulai dari hasil hutan, pertanian 

dan perkebunan. Secara empiris, tanaman-tanaman tersebut telah terbukti 

memiliki khasiat untuk pengobatan, baik untuk penyakit degenerative maupun 

untuk pengobatan penyakit infeksi (Sepriyani, 2020). 

Salah satu tanaman yang memiliki banyak potensi yang menguntungkan, 

baik untuk teknologi pangan maupun untuk dikembangkan sebagai obat 

tradisional adalah tanaman kakao (Theobroma cacao L). Theobroma cacao atau 

yang lebih dikenal dengan tanaman kakao terdiri atas akar, batang, daun, bunga, 

dan buah. Buah kakao terdiri atas tiga komponen terbesar utama yaitu kulit buah, 

plasenta, dan biji. Salah satu potensi pada tanaman kakao yang bisa dimanfaatkan 

dalam bidang kesehatan adalah pada biji (Sepriyani, 2020). 

Bagian biji kakao 80% banyak dimanfaatkan oleh masyarakat pada produk 

olahan seperti coklat dan minuman coklat. Namun, akhir-akhir ini biji kakao 

sering difungsikan dalam bidang kesehatan. Salah satu senyawa yang bisa 

dihasilkan dari pengolahan biji kakao adalah polifenol. Polifenol dapat 
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dimanfaatkan sebagai senyawa antibakteri untuk membunuh mikroorganisme 

yang tidak diinginkan dalam pangan atau untuk mencegah dan menghambat 

pertumbuhannya (Wulandari et al., 2012).  

Senyawa polifenol dalam biji kakao terdiri dari flavonoid, katekin, 

prosianidin, antosianin, dan tanin kompleks. Berdasarkan beberapa hasil 

penelitian didapatkan bahwa polifenol biji kakao bersifat antimikroba terhadap 

beberapa bakteri patogen seperti Staphylococcus aureus dan bakteri kariogenik 

seperti Streptococcus mutans. (Diyantika et al., 2017). 

Streptococcus mutans adalah bakteri utama penyebab karies gigi. 

Streptococcus mutans merupakan bakteri kariogenik yang mampu memetabolisme 

karbohidrat dan mampu membuat suasana asam di dalam mulut (Supari et al., 

2016). Streptococcus mutans mampu untuk mensistesis polisakarida ekstraseluler 

dari sukrosa, mengalami agregasi sel ke sel ketika bercampur dengan sukrosa atau 

dekstran. Bakteri ini bersifat asidogenik yaitu menghasilkan asam dan bersifat 

asidurik yaitu mampu hidup pada lingkungan asam (Azzahra dan Hayati, 2019). 

Seperti yang telah dijelaskan sebelumnya, bakteri Streptococcus mutans dapat 

dihambat oleh salah satu senyawa kimia pada biji kakao yaitu polifenol yang 

berpotensi sebagai antibakteri. 

Ekstraksi merupakan cara pemisahan komponen bioaktif dari larutannya 

dengan menggunakan pelarut tertentu. Komponen bioaktif yang terkandung dalam 

suatu bahan dapat diperoleh dengan metode ekstraksi (Sekarsari et al., 2019). 

Pemilihan metode ekstraksi yang tepat sangat mempengaruhi kualitas dan 

kuantitas kandungan senyawa kimia yang diekstraksi dalam simplisia sehingga 
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dapat meningkatkan kandungan senyawa kimia yang berpotensi sebagai zat 

antibakteri (Mandala Sari et al., 2020).  

Pada saat ini, mulai banyak penelitian yang mencoba mengembangkan 

penggunaan pelarut Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) sebagai pelarut 

alternatif dalam ekstraksi. NADES (Natural Deep Eutectic Solvent) adalah 

sebagai salah satu kandidat green solvent (pelarut hijau) yang dipilih sebagai 

pelarut alternatif dalam ekstraksi senyawa-senyawa bioaktif. Natural Deep 

Eutectic Solvents (NADES) merupakan bagian dari DES yang ramah lingkungan 

dan dibuat dari senyawa-senyawa metabolit primer yang alami dan aman seperti 

asam-asam amino, monosakarida, disakarida, polisakarida, asam asetat, asam 

laktat, kolin klorida dan senyawa-senyawa lain dengan perbandingan mol rasio 

tertentu. Menurut Dewi et al (2021) pelarut NADES cenderung mempunyai sifat 

polar daripada non polar. 

Pelarut eutektik alami atau NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) telah 

diklasifikasikan sebagai jenis cairan ketiga, berbeda dari air dan lipid yang ada di 

semua sel hidup (Choi et al., 2011). Campuran eutektik dapat didefinisikan 

sebagai campuran dari dua komponen yang biasanya tidak berinteraksi pada 

perbandingan mol tertentu. Pelarut ekstraksi yang disintesis dari kolin klorida-

asam laktat menunjukkan kapasitas dan efisiensi yang baik dalam mengekstraksi 

senyawa kimia tumbuhan (Ozturk, et al., 2018). Terdapat hasil skrining fitokimia 

ekstrak kolin klorida-asam laktat memberikan hasil yang positif untuk senyawa 

alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin tetapi tidak mengandung senyawa 

steroid/titerpenoid (Anhar, 2021). 
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Kelebihan dari penggunaan NADES memberikan keuntungan dalam segi 

biaya yang lebih murah, termasuk pelarut ramah lingkungan serta aman apabila 

dikonsumsi (Lilyawati et al., 2019). Dari prespektif lingkungan dan ekonomi, 

NADES juga memberikan keuntungan besar mengenai tingkat degradabilitas, 

keberlanjutan, biaya rendah dan persiapan yang sederhana. Dari semua sifat 

tersebut menunjukkan bahwa NADES sebagai pelarut ekstraksi untuk produk 

alami dan aplikasi potensial di bidang kesehatan seperti makanan, kosmetik dan 

kefarmasian (Dai et al., 2016). 

Beberapa penelitian telah melaporkan tentang penggunaan NADES sebagai 

pelarut alternatif seperti ekstraksi kafein dan polifenol dari biji kopi (Ahmad et 

al., 2020), ekstraksi kandungan asam klorogenat dan kafein dari biji kopi hijau 

robusta, ekstraksi getah pepaya untuk produksi Bio-insektisida dan lain-lain. 

Namun sejauh ini masih belum ada yang melaporkan tentang penggunaan pelarut 

NADES pada proses ekstraksi biji kakao. 

Hasil penelitian yang sudah dilakukan oleh Pohan et al (2020) melaporkan 

bahwa pengujian efektivitas antibakteri dari ekstrak biji kakao terhadap 

Streptococcus pyogenes dilakukan proses ekstraksi dengan cara maserasi 

menggunakan pelarut etanol proanalisis. Pengujian efektivitas antibakteri 

dilakukan dengan uji difusi cakram. Dari hasil penelitian tersebut terlihat bahwa 

ekstrak biji kakao dapat menghambat bakteri Streptococcus pyogenes dengan zona 

hambat tertinggi yaitu 12,65 mm pada konsentrasi 100%. 

Pada penelitian yang dillakukan oleh Hafidhah et al (2017) melaporkan 

bahwa penelitian yang sudah dilakukan yaitu pengaruh ekstrak biji kakao terhadap 
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pertumbuhan Enterococcus faecalis menggunakan pelarut etanol 96% dengan 

metode maserasi kinetik selama 1 jam. Dari setiap perlakuan menunjukkan bahwa 

ekstrak biji kakao dapat menghambat pertumbuhan Enterococcus faecalis. 

Berdasarkan latar belakang dan beberapa penelitian yang telah dilakukan 

terhadap ekstrak biji kakao, sejauh ini banyak penelitian ekstrak biji kakao  

menggunakan pelarut etanol dengan metode ekstraksi panas dan dingin, 

sedangkan penggunaan NADES sebagai pelarut alternatif dengan metode 

ekstraksi non konvensional yaitu UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) untuk 

mengekstraksi senyawa metabolit sekunder dari biji kakao (Theobroma cacao L) 

masih belum pernah dilaporkan. Maka dari uraian di atas mendorong peneliti 

untuk tertarik melakukan pengujian aktivitas antibakteri dengan ekstraksi biji 

kakao menggunakan pelarut NADES dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted 

Extraction) terhadap kandungan senyawa kimia ekstrak biji kakao pada 

pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak 

NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kakao (Theobroma cacao L) 

yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction)? 

2. Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic 

Solvents) biji kakao (Theobroma cacao L) yang diekstraksi dengan metode 

UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) terhadap Streptococcus mutans? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Untuk mengetahui kandungan senyawa kimia dan aktivitas antibakteri 

ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kakao (Theobroma cacao 

L) yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) 

terhadap Streptococcus mutans. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Untuk mengetahui kandungan senyawa kimia yang terkandung di dalam 

ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kakao (Theobroma 

cacao L) yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted 

Extraction). 

2. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep 

Eutectic Solvents) biji kakao (Theobroma cacao L) yang diekstraksi dengan 

metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) terhadap daya hambat 

pertumbuhan Streptococcus mutans. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Peneliti  

Dapat menambah ilmu pengetahuan, wawasan, dan pengalaman tentang 

metode ekstraksi yang efektif terhadap aktivitas antibakteri ekstrak biji kakao 

menggunakan pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) dengan metode 

UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) untuk menghambat pertumbuhan 

Streptococcus mutans.  
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1.4.2 Bagi Masyarakat 

Penelitian ini dapat memberikan informasi baru tentang manfaat ekstrak biji 

kakao serta kandungan senyawa kmia yang terkandung dalam ekstrak etanol biji 

kakao. 

1.4.3 Bagi Institusi 

Dari hasil penelitian yang didapat diharapkan bisa dijadikan sebagai 

tambahan pengetahuan bagi mahasiswa yang ingin melakukan penelitian lebih 

lanjut. 

 

1.5 Keaslian Penelitian 

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian 

Nama 

Penulis 

Tahun 

Terbit 

Judul Penelitian Hasil Penelitian 

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 

Hasil penelitian menunjukkan ekstrak 

biji kakao yang diekstrak menggunakan 

pelarut etanol proanalisis dengan 

metode maserasi efektif memberikan 

efek antibakteri terhadap bakteri 

Streptococcus pyogenes mulai dari 

konsentrasi terkecil 20% dengan rata-

rata diameter zona hambat 8.07 mm 

sampai konsentrasi terbesar 100% 

dengan rata-rata diameter zona hambat 

10,98 mm. 

Nur 

Hafidhah; 

Rachmi 

2017 Pengaruh Ekstrak Biji 

Kakao (Theobroma 

cacao L) Terhadap 

Uji pengaruh ekstrak biji kakao 

(Theobroma cacao L) terhadap 

pertumbuhan koloni E. faecalis dengan 
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Fanani 

Hakim 

Pertumbuhan 

Enterecoccus faecalis 

Pada Berbagai 

Konsentrasi 

menggunakan ekstraksi maserasi kinetik 

menunjukkan bahwa ekstrak biji kakao 

dapat menghambat pertumbuhn  E. 

faecalis berbagai konsentrasi.  

Atikah; 

Hendrik 

Setia 

Budi; Tuti 

Kusuma 

2017 Antibacterial Effect of 

70% Ethanol and 

Water Extract of 

Cacao Beans 

(Theobroma cacao L) 

on Aggregatibacter 

actinomycetemcomita

ns 

Hasil penelitian yang dimaserasi 

menggunakan pelarut etanol 70% 

terdapat perbedaan nyata koloni yang 

ditumbuhkan pada konsentrasi 6,25% 

dan 3,125% antara ekstrak etanol 70% 

biji kakao dan ekstrak air biji kakao 

memiliki aktivitas antibakteri. 

Kusuma, 

Suwasono 

and 

Yuwanti,  

2013 Pemanfaatan Biji 

Kakao Inferior 

Campuran Sebagai 

Sumber Antioksidan 

dan Antibakteri 

Hasil penelitian yang dilakukan dengan 

metode ekstraksi maserasi 

menggunakan pelarut etanol 70% 

menunjukkan bahwa semakin besar 

konsentrasi ektrak polifenol dan 

semakin kecil ukuran saringan bubuk 

biji kakao, menghasilkan luasan 

diameter daerah hambatan pertumbuhan 

bakteri yang semakin besar.  

 

Perbedaan penelitian ini dengan penelitian sebelumnya adalah penggunaan 

pelarut ekstraksi yaitu NADES (Natural Deep Eutectic Solvent)  kolin klorida dan 

asam laktat dengan metode ekstraksi UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan 

penggunaan bakteri yaitu menggunakan bakteri Streptococcus mutans, sedangkan 

untuk persamaan penelitian ini dengan penelitian sebelumnya yaitu menggunakan 

ekstrak biji kakao sebagai antibakteri. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Kakao (Theobroma cacao L) 

2.1.1 Morfologi Tanaman  

Tanaman kakao termasuk ke dalam keluarga Sterculiaceae generasi 

Theobroma (theo berarti dewa, borsi berarti makanan). Tanaman kakao berupa 

pohon kecil yang bercabang-cabang rendah, tinggi pohon sekitar 3-8 m, berkayu 

dan mempunyai akar tunggang. Tanaman kakao memiliki percabangan yang 

bersifat dimorphous (2 tipe percabangan) yaitu cabang yang tumbuh vertikal 

(orthotrop) dan cabang horizontal (plagiotroph) yang tumbuh dari cabang kipas. 

Percabangan dan kedudukan daun tanaman kakao bersifat dimorphous. Daun 

pertama mempunyai tangkai daun (petiol) yang panjang, simetris dan ujungnya 

membengkok. Bunga dapat muncul dari batang dan cabang yang sudah cukup tua 

(Haryadi, 2017). 

Buah kakao merupakan buah buni yang daging bijinya sangat lunak. Buah 

kakao yang sudah masak panjangnya sekitar 15-20 cm dan berdiameter 8-9 cm. 

Jumlah biji setiap buah berkisar antara 30-40 buah. Masing-masing biji memiliki 

lapisan berlendir atau pulp. Biji pada tanaman kakao menempel pada dinding 

buah yang masih muda. Setelah buah masak, lapis tipis daging buah melepaskan 

diri dari dinding sehingga biji tersebut mengumpul di tengah, terikat oleh 

plasenta. Ketika kakao dipotong melintang biji tersusun oleh dua kotiledon yang 

saling meliputi dan bagian pangkalnya menempel pada poros lembaga (embryo 

axis) (Marru dan Sipayung, 2015).  



10 
 

 

 
Gambar 2.1 Biji Tanaman Kakao (Theobroma cacao L) 

Sumber : Umar, 2019 

2.1.2 Klasifikasi Tanaman 

Klasifikasi tanaman kakao berdasarkan ilmu taksonomi (Sudibyo, 2012) 

sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae  

Super divisi : Spermatophyta  

Kelas   : Dicotyledoneae  

Ordo   : Malvales  

Famili   : Sterculiaceae  

Genus   : Theobroma   

Species   : Theobroma cacao L 

2.1.3 Kandungan Kimia 

Pada biji kakao mengandung banyak senyawa kimia seperti glukosa, 

fruktosa, sukrosa, tanin, lemak dan protein. Metabolit sekunder yang ada di dalam 

tanaman kakao adalah steroid, terpenoid, fenolik, kumarin, alkaloid dan flavonoid. 

Biji kakao memiliki kandungan protein 9% yang kaya akan asam amino triptofan, 

fenilalanin, dan tirosin. Kandungan lemak biji kakao 31% terdiri dari tujuh macam 

asam lemak, asam palmitat 24,8%, asam stearat 33%, asam olet 3,2%, asam 
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arakhidonat 0,8%, asam palmitoleat 0,3%, dan asam miristat 0,2% (Yumas, 

2017). 

Kandungan senyawa polifenol pada biji kakao didominasi oleh katekin dan 

epillogalokatekin. Biji kakao mengandung senyawa polifenol sebanyak 120-180 

g/kg (dalam bubuk bebas lemak). Senyawa polifenol ini dapat dimanfaatkan 

sebagai senyawa antibakteri untuk mebunuh mikroorganisme yang tidak 

diinginkan dalam pangan atau untuk mencegah dan menghambat pertumbuhannya 

(Habiburrahman et al., 2016).  

Theobromin di dalam biji kakao ditemukan oleh Woskresensky pada tahun 

1842 dan strukturnya yang dibuat oleh Emil Fischer pada akhir abad ke 19. Biji 

kakao segar yang tidak difermentasi mengandung teobromin antara 14-38 

kilogram dan kafein 1-8 gram untuk setiap kilogram berat kering biji kakao 

(Sepriyani, 2020). 

2.1.4 Manfaat 

Mutu biji kakao dalam perdagangan internasional sangat penting sehingga 

dibuat suatu standar yang dikeluarkan oleh Badan Standardisasi Nasional yang 

tercantum dalam persyaratan umum dan khusus pada SNI 2323:2008 tentang biji 

kakao (Flora, 2018). 

Potensi dalam pemanfaatan produk olahan biji kakao serta pengaruhnya 

terhadap kesehatan telah dilakukan oleh masyarakat di Amerika Tengah dan 

Eropa sejak tahun 1600-1700an. Pada tahun 1850-1900an perkembangan produk 

olahan biji kakao yang mempunyai manfaat kesehatan diterima secara luas. Dalam 

kurun waktu 30-40 tahun, setelah banyak diteliti dan ditemukan adanya beberapa 
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zat yang bermanfaat pada produk olahan biji kakao masyarakat meyakini bahwa 

biji kakao mempunyai peran penting dalam menjaga kesehatan. Salah satu zat 

yang bermanfaat pada olahan biji kakao tersebut adalah flavonoid yang termasuk 

dalam sub-kelompok senyawa polifenol (Sepriyani, 2020). 

Dalam beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa biji kakao yang diolah 

menjadi produk olahan biji kakao seperti minuman cokelat merupakan sumber 

kaya antioksidan dalam bentuk senyawa katekin, epikatekin, procianidin dan 

polifenol. Selain sebagai antioksidan, produk olahan biji kakao juga dapat 

dimanfaatkan untuk kesehatan lainnya seperti menurunkan tekanan darah dan 

memperkuat aliran darah, anti kanker, mengurangi penyakit diabetes, menjaga 

sistem kekebalan tubuh, memperbaiki kinerja kemampuan kognitif dan 

antimikroba untuk mencegah terjadinya karies (Sudibyo, 2012). 

 

2.2 Ekstraksi 

Ekstraksi atau penyairan merupakan proses pemisahan senyawa kimia dari 

simplisia dengan menggunakan pelarut yang sesuai, metode ekstraksi yang 

digunakan tergantung pada jenis, sifat fisik dan sifat kimia kandungan senyawa 

yang akan diekstraksi (Marjoni, 2016). Terdapat beberapa hal yang perlu 

diperhatikan dalam melakukan ekstraksi sebagai berikut: 

a. Jumlah Simplisia yang Diekstrak 

Jumlah simplisia yang akan diekstrak sangat erat kaitannya dengan jumlah 

pelarut yang akan digunakan, maka jumlah pelarut yang akan digunakan 

juga semakin banyak (Marjoni, 2016). 
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b. Derajat Kehalusan Simplisia 

Semakin halus simplisia maka luas kontak permukaan dengan pelarut juga 

akan semakin besar sehingga proses ekstraksi akan dapat berjalan lebih 

optimal (Marjoni, 2016). 

c. Jenis Pelarut dalam Ekstraksi 

Pemilihan pelarut yang digunakan dalam ekstraksi sangat dipengaruhi oleh 

kepolaran dari pelarut itu sendiri. Senyawa dengan kepolaran yang sama 

akan lebih mudah larut dalam pelarut yang memiliki tingkat kepolaran yang 

sama pula (like disolves like) (Marjoni, 2016). 

d. Waktu Ekstraksi 

Waktu yang digunakan selama proses ekstraksi sangat menentukan kondisi 

kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam bahan dengan konsentrasi 

senyawa pada pelarut (Yulianingtyas, 2015).  

e. Kondisi Proses Ekstraksi 

Beberapa proses ekstraksi memerlukan keadaan kondisi tertentu. Misalnya, 

proses ekstraksi skala industri dilakukan secara kontiniu, sedangkan pada 

skala laboratorium ekstraksi dapat dilakukan baik dengan pengadukan 

ataupun tanpa pengadukan (Marjoni, 2016). 

f. Metode Ekstraksi 

Pemilihan metode ekstraksi sangat tergantung pada sifat bahan dan senyawa 

yang akan diisolasi. Sebelum memilih suatu metode, target ekstraksi perlu 

ditentukan terlebih dahulu (Stephenson, 2018). 
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Menurut Ditjen POM (2000) terdapat beberapa jenis metode ekstraksi yang 

dapat digunakan adalah sebagai berikut: 

a. Ekstraksi Dingin 

Ekstraksi dengan cara dingin dapat dilakukan dengan beberapa metode 

sebagai berikut: 

1. Maserasi 

Maserasi merupakan proses penyarian simplisia dengan cara perendaman 

menggunakan pelarut dengan sesekali pengadukan pada temperatur ruangan. 

Maserasi yang dilakukan pengadukan secara terus menerus disebut maserasi 

kinetik sedangkan yang dilakukan penambahan ulang pelarut setelah dilakukan 

penyaringan terhadap maserat pertama dan seterusnya disebut remaserasi. 

Terdapat beberapa modifikasi metode ekstraksi maserasi yaitu remaserasi, 

maserasi dengan mesin pengaduk, maserasi melingkar, maserasi melingkar 

bertingkat, ekstraksi turbo dan Ultrasound assisted solvent extraction. 

2. Perkolasi 

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna 

(exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan. 

Proses perkolasi terdiri dari tahap pengembangan bahan, tahap maserasi antara, 

tahap perkolasi sebenarnya (penetesan atau penampungan ekstrak). Pelarut pada 

perkolasi dialirkan secara vertikal dari atas ke bawah melalui serbuk simplisia dan 

akan melarutkan zat aktif dalam sel simplisia yang dilalui sampai keadaan jenuh. 

b. Ekstraksi Panas 

Ekstraksi secara panas dapat dilakukan dengan beberapa metode berikut: 



15 
 

 

1. Sokhletasi 

Sokhletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 

umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan 

jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 

2. Infusa 

lnfus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air 

(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-98°C) 

selama waktu tertentu (15 - 20 menit). 

3. Refluks 

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, 

selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan 

adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu 

pertama 3 sampai 5 kali sehingga dapat termasuk proses ekstraksi sempurna. 

4. Digesti 

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada 

temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan, yaitu secara umum 

dilakukan pada temperatur 40 - 50°C. 

5. Dekok 

Proses penyariannya hampir sama dengan infusa, hanya berbeda pada 

lamanya waktu pemanasan yaitu 30 menit dihitung setelah suhu mencapai 90˚C. 

c. Ekstraksi Non-Konvensional 

Selain metode ektraksi panas dan dingin, terdapat ekstraksi Non-

Konvensional sebagai berikut: 
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1. Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

Ultrasonik merupakan metode ekstraksi non termal yang dapat 

meningkatkan laju transfer massa dan memecahkan dinding sel dengan 

microcafity sehingga mempersingkat waktu proses ekstraksi dan mengoptimalkan 

penggunaan pelarut. Peningkatan kecepatan kontak antara ekstrak dan solven 

mengakibatkan peningkatan penetrasi cairan menuju dinding sel dan melepas 

komponen sel. Kelebihan lain dari metode UAE yaitu dapat mengeluarkan ekstrak 

dari matriks tanpa merusak struktur ekstrak. Penggunaan pada temperatur rendah 

dapat mengurangi panas dan mencegah penguapan senyawa yang memiliki titik 

didih rendah (Handaratri dan Yuniati, 2019).  

Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) juga disebut ekstraksi ultrasonik atau 

sonikasi dengan menggunakan energi gelombang ultrasonik dalam ekstraksi. 

Ultrasonografi dalam pelarut yang menghasilkan kavitasi dapat mempercepat 

pelarutan dan difusi zat terlarut serta perpindahan panas sehingg meningkatkan 

efisiensi ekstraksi. Keuntungan lain dari UAE termasuk konsumsi pelarut dan 

energi yang rendah, serta pengurangan suhu dan waktu ekstraksi. UAE digunakan 

untuk ekstraksi senyawa termolabil dan tidak stabil. UAE biasanya juga 

digunakan dalam ekstraksi berbagai jenis produk alami (Lilyawati et al., 2019). 

Pada penelitian Sjahid et al (2020) melaporkan bahwa metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) merupakan metode ekstraksi dengan memberikan 

getaran ultrasonik > 20 kHz pada permukaan simplisia. Simplisia akan mengalami 

kondisi fragmentasi dan erosi yang terjadi karena pecahnya partikel simplisia 

menjadi ukuran yang lebih kecil sehingga luas permukaan partikel yang 
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diekstraksi menjadi lebih besar. Hal ini mengakibatkan adanya peningkatan 

transfer massa dari simplisia ke pelarut dan pada akhirnya akan meningkatkan laju 

ekstraksi dan jumlah rendemen. 

2. Microwave Assisted Extraction (MAE) 

Microwave Assited Extraction (MAE) merupakan gelombang mikro 

menghasilkan panas dengan berinteraksi dengan senyawa polar seperti air dan 

beberapa komponen organik dalam matriks tumbuhan mengikuti konduksi ionik 

dan mekanisme rotasi dipol. Metode ini menggunakan energi dari radiasi 

microwave untuk memanaskan pelarut dengan cepat dan efisien. Teknologi 

ekstraksinya menggunakan aplikasi termal berdasarkan efisiensi produksi panas 

(pemanasan selektif). Aplikasinya terdiri dari ekstraksi senyawa bernilai tinggi 

dari sumber alami, nutraseutikal, bahan pangan fungsional dan bahan aktif dari 

biomassa. Pada prosesnya terjadi absorbsi gelombang microwave oleh bagian 

tanaman yang menyebabkan pembengkakan dan pelepasan komponen-

komponennya pada fase likuid. Faktor yang perlu diperhatikan dalam 

menggunakan MAE yaitu pemilihan jenis pelarut, pengaruh kontak luas area 

sampel dan efek temperatur terhadap senyawa yang diekstrak (Handaratri dan 

Yuniati, 2019). 

 

2.3 Pelarut  

Dalam pemilihan jenis pelarut beberapa hal harus dipertimbangkan 

diantaranya adalah selektivitas, kemampuan pelarut dalam mengekstrak, toksisitas 

serta kemampuan pelarut dalam penguapan dan harga pelarut (Harborne, 1987). 
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Pada umumnya pelarut merupakan zat yang berada pada larutan dalam jumlah 

besar, sedangkan zat lainnya dianggap sebagai zat terlarut. Pelarut yang akan 

digunakan pada proses ekstraksi harus merupakan pelarut terbaik sebagai zat aktif 

yang terdapat pada sampel atau simplisia, sehingga zat aktif dapat dipisahkan dari 

simplisia dan senyawa lainnya (Marjoni, 2016). 

2.3.1 Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) 

Deep Eutectic Solvents (DES) merupakan pelarut baru seperti Ionic liquids 

(ILS). NADES melampaui fenomena fisikokimia semata yang didasarkan pada 

fungsi biologis hipotetis NADES di alam. Dalam hal aplikasi, NADES 

mempunyai beberapa keunggulan dibandingkan dengan ILS seperti tidak beracun, 

mudah terbakar, korosif lebih rendah dan bahaya terhadap lingkungan. 

Karakteristik dari NADES ini merupakan aspek penting dalam kimia dan 

memungkinkan menjadi alternatif untuk menghindari masalah penggunaan pelarut 

organik (Diego et al., 2020). 

NADES dibentuk dengan mencampur dua atau lebih komponen tetapi 

bahannya berasal dari sumber alami yaitu termasuk gula, gula alkohol, 

polialkohol, asam amino, asam organik dan basa organik. Kombinasi dua atau 

lebih pelarut dengan penambahan air dalam rasio molar tertentu dapat 

menghasilkan cairan eutektik. NADES memiliki sifat fisikokimia yang sangat 

berguna sebagai pelarut, seperti titik leleh yang sangat rendah dan viskositas yang 

dapat disesuaikan (Diego et al., 2020). 

Berdasarkan senyawa-senyawa penyusunnya, Natural Deep Eutectic 

Solvents (NADES) dapat dikelompokkan sebagai berikut: 
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a. Cairan ionik, terdiri dari asam-asam organik (asam sitrat, asam maleat, asam 

laktat) dan senyawa basa diantaranya yaitu choline chloride, betaine 

chloride dan betaine 

b. NADES netral, tidak terdapat konstituen ionik, seperti campuran 

polyalcohols (gliserol, glisin dan 1-2 propandiol) 

c. NADES bersifat asam, terdiri dari senyawa netral, seperti glukosa, fruktosa, 

sukrosa, maltosa, trehalose dan senyawa asam 

d. NADES bersifat basa, terdiri dari senyawa netral dan senyawa basa 

e. NADES bersifat amfoter, yaitu kombinasi dari asam amino (α-Proline, β-

Alamine) dan gula polyalcohol, atau senyawa-senyawa asam  

Berikut daftar kombinasi bahan dan rasio molar dalam pembuatan NADES 

(Dai et al., 2013), yaitu : 

Tabel 2.1 Daftar Pembuatan NADES 

No. Komponen 1 Komponen 2 Rasio mol 

1. Kolin klorida Asam laktat 1:1 

2. Kolin klorida Asam malonat 1:1 

3. Kolin klorida Asam maleat 1:1; 1:2 

4. Kolin klorida Asam sitrat 1:1; 2:1 

5. Kolin klorida Asam akonitrik 1:1 

6. Kolin klorida Gliserol 1:1; 3:2 

7. Kolin klorida Glikol 1:1 

8. Kolin klorida D-sorbitol 3:1; 5:2 

9. Kolin klorida Maltosa 4:1 

10. Kolin klorida Sukrosa 4:1; 1:1 
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2.3.2 Choline Cloride (ChCl) 

Choline Cloride (ChCl) dengan nama IUPAC 2-hydroxy-N,N,N 

trimethylethanaminium chloride atau (2-hydroxyethyl) trimethylethanaminium 

chloride merupakan salah satu garam amonium yang paling luas digunakan 

sebagai pembentukan NADES karena murah, dapat terurai secara hayati dan tidak 

beracun. Berdasarkan Council Directive 70/524/EEC8, ChCl disetujui untuk 

digunakan sebagai aditif nutrisi di semua spesies (Radosevic et al., 2015).  

DES yang berbasis ChCl mempunyai banyak keuntungan seperti harga 

murah, mudah disimpan, mudah disiapkan karena DES diperoleh hanya dengan 

pencampuran dua komponen, mengatasi semua masalah pemurnian dan 

pembuangan limbah yang umumnya dihadapi dengan ILs, serta DES yang berasal 

dari ChCl merupakan biodegradable, biokompatible dan tidak beracun (Zhang et 

al., 2012). 

2.3.3 Asam Laktat 

Pada DES berbasis ChCl, pemilihan Hydrogen Bonding Donor (HBD) 

merupakan titik kritis dalam pembentukan DES dengan titik beku rendah. Asam 

laktat digunakan sebagai Hydrogen Bonding Donor (HBD) karena sintesis 

NADES harus didasarkan pada bahan-bahan nabati yang murah, berlimpah dan 

dapat didaur ulang dan juga dalam hal ini upaya dilakukan untuk menggunakan 

zat yang kompatibel dengan makanan, farmasi dan formulasi kosmetik termasuk 

salah satunya yaitu asam laktat (Bakirtzi et al., 2016). 

 

 



21 
 

 

2.4 Bakteri 

Dalam buku Essential Microbiology, bakteri merupakan mikrobia 

prokariotik uniselular yang tidak memiliki membran inti sel dan berukuran 

mikroskopik. Umumnya bakteri berbentuk 1 sel tunggal atau uniseluler, tidak 

mempunyai klorofil, berkembang biak dengan membelah sel atau biner. Tempat 

hidup bakteri tersebar di udara, di dalam tanah di dalam air, pada tanaman, tubuh 

manusia maupun hewan. Berdasarkan sifatnya bakteri dikenal sebagai bakteri 

gram positif dan bakteri gram negatif (Yusmaniar et al., 2017).   

2.4.1 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Bakteri 

Bakteri membutuhkan beberapa hal untuk dapat bermetabolisme, melakukan 

pembelahan sel dan tumbuh secara optimal pada lingkungan yang menyediakan 

kebutuhan-kebutuhannya. Secara kimiawi bakteri terbentuk oleh unsur-unsur 

polisakarida, protein, lipid, asam nukleat dan peptidoglikan (Putri et al., 2017). 

Adapun beberapa hal yang harus dipenuhi agar mencapai pertumbuhan yang baik, 

yaitu: 

1. Oksigen 

Berdasarkan kebutuhan oksigen, bakteri dapat diklasifikasikan menjadi 4 

kelompok (Putri et al., 2017) sebagai berikut: 

a. Obligat aerob. Dapat tumbuh ketika terdapat oksigen 

b. Obligat anaerob. Dapat tumbuh jika tidak terdapat oksigen 

c. Fakultatif anaerob. Dapat tumbuh juka adanya oksigen menggunakan 

oksigen untuk membentuk energi, jika tidak tersedia cukup oksigen 

menggunakan jalur fermentasi 3 
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d. Microaerophilic. Dapat tumbuh dalam lingkungan dengan sedikit oksigen 

2. Tingkat Keasaman pH 

Menurut Putri et al., (2017) pH akan optimal pada pertumbuhan bakteri 

yang berkisar antara pH 7,2 – 7,4. Suhu optimal dibutuhkan untuk kerja enzim 

bakteri yang efektif meskipun bakteri dapat tumbuh pada rentang suhu yang 

sangat lebar. Kebutuhan pH dapat diklasifikasikan yaitu mikroorganisme asidofil 

(pH 1-5,5), neotrofil (pH 5,5-8,0), alkalofil (pH 8,5-11,5) dan alkalofil ekstrim 

(pH > 10). 

3. Suhu 

Pada umumnya suhu bakteri dapat tumbuh optimal berdasarkan suhu tubuh 

manusia. Tetapi, terdapat beberapa bakteri yang dapat tumbuh pada suhu ekstrim 

misalnya pada suhu yang panas atau dingin (Yusmaniar et al., 2017). 

Berdasarkan kemampuan tumbuh pada suhu lingkungan, bakteri dapat 

diklasifikasikan sebagai berikut: 

a. Bakteri mesofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu 20-45˚C 

b. Bakteri termofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu optimal 55-80˚C 

c. Bakteri psikofil yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu dibawah 20˚C 

4. Nutrisi 

Hidrogen, karbon, ion-ion anorganik seperti nitrogen, sulfur, fosfat, 

magnesium, kalium dan nutrien organik seperti asam amino, karbohidrat, purin, 

pirimidin, dan media pertumbuhan merupakan kebutuhan nutrisi bakteri. Media 

termasuk campuran nutrien atau zat makanan yang dibutuhkan oleh 

mikroorganisme untuk pertumbuhan (Yusmaniar et al., 2017). 
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2.5 Streptococcus mutans 

Streptococcus adalah bakteri yang pertama kali ditemukan oleh Billroth 

(1874), yang berasal dari suatu eksudat purulen dari sebuah lesi erisepelas. Bakteri 

Streptococcus mutans adalah bakteri yang paling dominan dan menjadi salah satu 

bakteri yang menginsiasi terjadinya karies gigi dengan memproduksi asam 

organik yang tinggi. Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif dengan 

dinding sel tebal yang tersusun dari peptidoglikan (murein) dan asam teikokik 

yang berfungsi mencegah lisis osmotik protoplasma sel. Dinding selnya juga 

berfungsi memberikan kekakuan dan bentuk selnya memiliki kapsul yang 

tersusun oleh polisakarida. Polisakarida ini memiliki subunit struktural yaitu 

glukosa dekstran. (Sepriyani, 2020).  

Menurut (Febriany, 2013) Streptococcus mutans dikenal mampu untuk 

mensistesis polisakarida ektraseluler dari sukrosa yang mengalami agregasi sel ke 

sel ketika bercampur dengan sukrosa atau dektran. Bakteri ini bersifat asidogenik 

yaitu menghasilkan asam dan bersifat asidurik yang mampu hidup pada 

lingkungan asam. Lapisan permukaan sel Streptococcus mutans terdiri dari 4 

komponen yaitu peptidoglikan, antigen polisakarida, glikoprotein dan gliserol dari 

asam teikhoik dan lipoteikhoik, dan juga mengandung fimbria. Molekul pada 

sitoplasma dinding sel peptidoglikan berfungsi melindungi bakteri dari tekanan 

osmotik internal yang tinggi, tetapi ruang antar polimer di dalam dinding 

membantu pemecahan polisakarida maupun protein oleh enzim proteolitik. 

Struktur dinding sel bakteri gram positif lebih sederhana, yaitu berlapis tunggal 

dengan kandungan lipid rendah yaitu 1-4%. 
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2.5.1 Klasifikasi Streptococcus mutans 

Menurut Zelnicek (2014) klasifikasi ilmiah Streptococcus mutans adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria  

Filum   : Firmicutes  

Kelas   : Bacilli  

Ordo   : Lactobacillales  

Famili   : Streptococcaceae  

Spesies   : Streptococcus mutans 

2.5.2 Morfologi Streptococcus mutans 

Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif yang bersifat 

nonmotil (tidak bergerak), anaerob fakultatif dan berbentuk kokus yang sendirian, 

berbentuk bulat atau bulat telur serta tersusun seperti rantai. Bakteri Streptococcus 

mutans tumbuh secara optimal pada suhu sekitar 18˚C-40˚C. Streptococcus 

mutans dapat tumbuh dalam perbenihan padat sebagai koloni diskoid dengan 

diameter 1-2 mm dan tumbuh baik pada pH 7,4-7,6. Secara umum, bakteri ini 

tergolong dalam alfa atau gamma-hemolitik dan dapat tumbuh dalam media yang 

padat dan membentuk koloni kecil berwarna putih. Spesies Streptococcus mutans 

yang menjadi pemicu terjadinya karies gigi adalah bakteri dominan Streptococcus 

mutans (Rosdiana, 2016).  
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Gambar 2.2 Streptococcus mutans di Bawah Mikroskop 

dengan Pembesaran 1000x 
Sumber : Rosdiana (2016) 

Streptococcus mutans merupakan bakteri kokus berbentuk gram positif yang 

biasanya ditemukan pada rongga mulut manusia dan merupakan penyumbang 

utama kerusakan gigi (Thodar, 2012). Menurut Zelnicek (2014) melaporkan 

Streptococcus mutans mampu memecah gula untuk dijadikan energi dan 

menghasilkan lingkungan asam yang dapat menghambat proses mineralisasi 

struktur gigi, sehingga lapisan gigi menjadi hancur. Beberapa karakteristik 

Streptococcus mutans yang dapat meningkatkan sifat kariogeniknya adalah 

sebagai berikut: 

a. Transpor Gula  

Tinggi dan rendahnya afinitas sistem transpor sangat berpengaruh dalam 

pengambilan substrat walau dibawah kondisi ekstrem. Contohnya yaitu pH 

rendah. 

b. Jalannya proses glikolisis yang efesien dapat memproduksi nilai pH rendah 

dalam plak gigi dengan cepat.  

c. Asidurisitas (Ketahanan Pada Suasana Asam) 

Sel memiliki komponen biokimia spesifik yang mampu bertahan atau tetap 

hidup, bermetabolisme dan tumbuh pada nilai pH yang rendah.  
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d. Produksi Polisakarida Ekstraseluler (Extracellular Polysaccharide/EPS) 

EPS memperbesar matrik plak, menggabungkan pelengkap sel dan dapat 

menempatkan produk fermentasi yang bersifat asam. 

e. Produksi Polisakarida Intraseluler (Intracellular Polysaccharide/IPS) 

2.5.3 Penyakit yang Ditimbulkan oleh Streptococcus mutans 

Streptococcus mutans merupakan mikroorganisme endogen rongga mulut, 

faring dan usus yang paling banyak ditemukan pada awal pembentukan plak. Pada 

tahun 1924 Clark menyatakan bahwa bakteri Streptococcus mutans merupakan 

bakteri utama penyebab karies. Karies gigi disebabkan oleh aktivitas mikroba 

pada suatu karbohidrat yang mengalami fermentasi dan ditandai oleh adanya 

demineralisasi pada jaringan keras gigi, diikuti dengan kerusakan bahan 

organiknya. Dari hal tersebut menyebabkan terjadinya invasi bakteri dan 

kerusakan pada jaringan pulpa dan penyebaran infeksi ke jaringan periapikal 

(Yumas, 2017). 

Beberapa faktor penyebab karies gigi yaitu perlekatan terhadap permukaan 

enamel, produksi asam metabolit, kapasitas untuk membangun cadangan glikogen 

dan kemampuan untuk mensistesis polisakarida ekstraseluler yang tedapat dalam 

karies gigi. Keberadaan Streptococcus mutans biasanya dalam akvitas gigi yang 

diikuti oleh karies setelah 6-24 bulan. Enzim glukosiltransferase merupakan salah 

satu faktor virulensi utama pada perlekatan Streptococcus mutans yang dapat 

mensintesis glukan dari sukrosa dan sebagai perantara yang mempengaruhi 

perlekatan sukrosa Streptococcus mutans pada permukaan gigi (Supari et al., 

2016). 
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2.6 Antibakteri 

Antibakteri merupakan senyawa yang diproduksi oleh mikroorganisme dan 

dalam konsentrasi kecil mampu menghambat bahkan membunuh proses 

kehidupan mikroorganisme. Antibakteri termasuk antimikroba yang digunakan 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Suatu zat dikatakan mempunyai 

aktivitas antibakteri apabila dalam konsentrasi rendah mampu memberikan daya 

hambat terhadap bakteri (Pratiwi, 2019).  

Adapun klasifikasi kategori zona hambat antibakteri menurut David dan 

Stout dalam Andayani et al., (2016) dapat dilihat pada tabel berikut: 

Tabel 2.2 Klasifikasi Kategori Zona Hambat Antibakteri 

Daya Hambat Antibakteri Kategori Daya Hambat Antibakteri 

≥ 20 mm Sangat kuat 

10-20 mm Kuat 

5-10 mm Sedang 

≤ 5 mm Lemah 

 

Berikut beberapa golongan senyawa aktif sebagai antibakteri, antara lain: 

 

1. Alkaloid  

Alkaloid merupakan golongan senyawa organik yang biasanya ditemukan di 

alam dan memiliki atom nitrogen dalam strukturnya. Senyawa ini mudah larut 

dalam alkohol, sedikit larut dalam air Golongan senyawa ini memiliki aktivitas 

farmakologis pada manusia dan hewan. Pada tumbuhan alkaloid dapat ditemukan 

dibagian biji, daun, ranting dan kulit batang (Julianto, 2019). 



28 
 

 

2. Flavonoid 

Flavonoid adalah kelompok senyawa fenolik terbesar di alam. Banyaknya 

senyawa flavonoid yang berasal dari tingkat hidroksilasi, alkoksidasi dan 

glikosilasi dari berbagai struktur. Flavonoid memiliki kerangka dasar karbon yang 

terdiri dari 15 atom karbon yang membentuk susunan C6-C3-C6. (Julianto, 2019). 

3. Tanin 

Tanin adalah senyawa fenolik yang memberikan rasa pahit, dapat bereaksi 

dengan protein dan mengumpulkan senyawa organik lainnya. Tanin diketahui 

memiliki beberapa khasiat yaitu sebagai astrigen, antidiare, dan antioksidan. 

Menurut Diniati et al (2019) tanin digunakan sebagai antibakteri karena 

mempunyai sifat antiseptik yang dapat digunakan sebagai komponen antimikroba. 

4. Saponin 

Saponin merupakan glikosida yang banyak diproduksi oleh tumbuhan, 

hewan laut tingkat rendah dan beberapa bakteri. Dari segi kesehatan, saponin 

mempunyai sifat antioksidan, antiinflamasi, antijamur, penyembuhan luka dan 

antibakteri (Pratiwi, 2019). 

5. Fenol 

Fenol merupakan metabolit sekunder yang tersusun dari turunan hidroksi 

dari satu atau lebih cincin benzana. Senyawa fenol dalam medis mempunyai 

berbagai aktivitas termasuk sifat antibakteri dan antijamur (Pratiwi, 2019). 

2.6.1 Metode Aktivitas Antibakteri 

Penentuan kepekaan bakteri terhadap antibakteri dapat dilakukan dengan 

salah satu dari dua metode pokok yaitu difusi dan dilusi. Metode standar sangat 
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penting untuk untuk mengendalikan semua faktor yang mempengaruhi aktivitas 

antibakteri dengan menggunakan bakteri standar dan obat pembanding yang sudah 

diketahui.  

Berikut jenis metode yang dapat dipergunakan untuk mengukur potensi 

antibiotik lain dalam sampel atau kepekaan mikrobia, yaitu: 

a. Metode Difusi 

1. Difusi Cakram 

Metode difusi cakram adalah metode sebagai penentuan aktivitas agen 

antibakteri menggunakan kertas cakram dengan diameter 6 ± mm mengandung 

senyawa uji yang diletakkan pada permukaan agar yang telah ditanami bakteri uji. 

Senyawa uji akan berdifusi membentuk zona hambat (Jayanti, 2018). Metode ini 

dipengaruhi oleh beberapa faktor fisik dan kimia Hasil dari pengamatan metode 

ini diperoleh ada atau tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas 

cakram yang menunjukkan zona hambat pertumbuhan bakteri. 

2. Metode Sumuran 

Metode sumuran adalah metode yang dilakukan dengan membuat lubang 

tegak lurus pada agar yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. Jumlah dan letak 

lubang disesuaikan, kemudian lubang diisi dengan sampel yang akan diuji. 

Setelah proses inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya 

daerah hambat disekeliling lubang (Nurhayati et al., 2020). 

3. Cara Parit (ditch) 

Metode ini dilakukan dengan menempatkan zat antibakteri pada alur yang 

dibuat dengan memotong media agar dalam cawan petri pada bagian yang 
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mengandung agen bakteri. Kemudian diinkubasi pada suhu 37˚C selama 18-24 

jam. Hasil pengamatan yang diberikan pada metode ini yaitu dengan melihat ada 

tidaknya zona hambat yang akan terbentuk di sekitar parit (Pratiwi, 2019). 

b. Metode Dilusi 

1. Metode Dilusi Cair 

Metode uji pengenceran cair (pengenceran serial) yaitu mengukur KHM 

(konsentrasi minimum atau kadar bunuh minimum, KBM). Metode yang 

digunakan terdiri dari pembuatan serangkaian pengenceran agen bakteri dalam 

media cair yang ditambahkan keorganisme uji. Kemudian, KHM ditumbuhkan 

dalam media cair tanpa penambahan mikroorganisme uji atau agen antibakteri dan 

diinkubasi selama 18-24 jam. Medium cair yang terlihat jelas setelah diinkubasi 

disebut KBM (Mauliyanti, 2017). 

2. Metode Dilusi Padat 

Metode dilusi padat adalah metode untuk menentukan konsentrasi minimum 

dari zat antibakteri. Kelebihannya adalah dapat menguji beberapa bakteri uji 

dengan satu konsentrasi agen antibakteri (Pratiwi, 2019).  
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BAB 3. KERANGKA KONSEP 

3.1 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

Keterangan :         = Variabel yang diteliti 

         = Variabel yang tidak diteliti 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Uji Aktivitas Antibakteri Biji Kakao  

(Theobroma cacao L) Terhadap Streptococcus mutans 
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Bunga Buah Biji Daun Batang 

Ekstrak NADES kolin klorida dan asam laktat 

Biji Kakao (Theobroma cacao L) dengan 

metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

Uji kandungan 

senyawa kimia: 

1. Alkaloid 

2. Flavonoid 

3. Tanin 

4. Saponin 

5. Polifenol  

Uji aktivitas antibakteri 

Streptococcus mutans 

Dilusi   Difusi cakram   

Zona hambat aktivitas antibakteri 

Streptocococcus mutans 



32 
 

 

3.2 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis atau hipotesa merupakan suatu pernyataan yang sifatnya 

sementara, atau kesimpulan sementara, atau dugaan yang bersifat logis tentang 

suatu populasi. Dalam ilmu statistik, hipotesis merupakan pernyataan parameter 

populasi. Dengan demikian hipotesis sangat dibutuhkan dalam penelitian 

kuantitatif. Hipotesis dalam penelitian ini yaitu 

H0 : Tidak ada aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic 

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

(Ultrasonic Assisted Extraction)  terhadap Streptococcus mutans. 

Hα : Ada aktivitas antibakteri ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic 

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

(Ultrasonic Assisted Extraction) terhadap Streptococcus mutans. 
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BAB 4. METODE PENELITIAN 

4.1 Desain Penelitian 

Pada penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium 

menggunakan proses ekstraksi dengan pelarut NADES menggunakan metode 

UAE. Pada proses uji antibakteri menggunakan metode difusi cakram. Desain 

penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak biji 

kakao (Theobroma cacao L) dengan menggunakan metode difusi cakram terhadap 

Streptococcus mutans. 

 

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi merupakan wilayah generalisasi yang terdiri atas objek atau subjek 

yang mempunyai kuantitas dan karakteristik tertentu yang ditetapkan oleh peneliti 

untuk dipelajari dan kemudian ditarik kesimpulannya (Sugiono, 2015). Populasi 

dalam penelitian ini menggunakan biji kakao (Theobroma cacao L) yang 

didapatkan dari Puslit Koka (Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia) 

Kabupaten Jember, Provinsi Jawa Timur, Indonesia. 

4.2.2 Sampel Penelitian 

Sampel merupakan suatu sub kelompok dari populasi yang dipilih untuk 

digunakan dalam penelitian (Amirullah, 2015). Sampel dalam penelitian ini 

adalah ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L) dengan menggunakan pelarut 

NADES Cholin cloride (ChCl) dan asam laktat. 
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4.3 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian adalah suatu atribut atau sifat nilai dari orang, objek atau 

kegiatan yang mempunyai variasi tertentu yang ditetapkan oleh peneliti untuk 

dipelajari dan kemudian ditarik kesimpulannya (Sugiono, 2019:69). 

4.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas (variabel independent) merupakan variabel yang 

mempengaruhi atau menjadi sebab perubahannya atau timbulnya variabel 

dependen/terikat (Sugiono, 2016). Variabel bebas pada penelitian ini adalah 

ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic Solvents) biji kakao (Theobroma cacao 

L) yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction). 

4.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat (variabel dependent) merupakan variabel yang dipengaruhi 

atau menjadi akibat karena adanya variabel bebas (Sugiono, 2016). Variabel 

terikat pada penelitian ini adalah kandungan senyawa kimia ekstrak dan aktivitas 

antibakteri Streptococcus mutans. 

 

4.4 Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas dr. Soebandi 

Jember. 

 

4.5 Waktu Penelitian 

Waktu penelitian yang dilaksanakan oleh peneliti dalam rentang waktu 

bulan Juli - Agustus 2022. 
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4.6 Definisi Operasional 

Definisi operasional adalah suatu atribut atau sifat atau nilai dari objek atau 

kegiatan yang memiliki variasi tertentu yang telah ditetapkan oleh peneliti untuk 

mempelajari dan kemudian ditarik kesimpulannya (Sugiono, 2016). Definisi 

operasional pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

Tabel 4.1 Definisi Operasional 

No Variabel Definisi 
Alat 

Ukur 
Cara Ukur Hasil Ukur 

Skala 

Data 

1. Kandungan 

senyawa kimia 

Hasil dari uji 

kandungan 

senyawa 

metabolit 

sekunder 

berupa 

alkaloid, tanin, 

flavonoid, 

saponin, dan 

polifenol 

Tabung 

reaksi 

dan 

pipet 

tetes  

Penambahan 

pereaksi 

reagen sesuai 

senyawa 

yang akan 

diuji  

Terbentuknya 

warna atau 

endapan pada 

setiap uji 

kandungan 

senyawa 

kimia ekstrak 

biji kakao  

Nominal 

2. Aktivitas 

antibakteri 

Streptococcus 

mutans 

Zona hambat 

yang diukur 

dari daerah 

sekeliling 

kertas cakram 

yang tidak 

ditemukan 

adanya 

pertumbuhan 

bakteri 

Jangka 

sorong 

Mengukur 

diameter 

zona hambat 

pada area 

yang jernih di 

sekitar kertas 

cakram 

Diameter 

zona hambat 

(mm) 

Rasio 
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4.7 Teknik Pengumpulan Data 

4.7.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi biji kakao dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik 

Negeri Jember untuk memastikan kebenaran identitas dengan jelas bahwa biji 

kakao yang akan diuji merupakan spesies (Theobroma cacao L). 

4.7.2 Pembuatan Serbuk Simplisia Biji Kakao 

Buah kakao dipanen pada saat berumur ± 1 tahun dengan warna coklat 

kekuningan. Biji buah kakao dibersihkan dari pulpa biji. Setelah bersih teknik 

pengeringan menggunakan oven ± 4 sampai 5 hari dalam suhu 40˚C - 50˚C. Biji 

kakao yang telah kering kemudian dihaluskan menggunakan mesin dan 

menghasilkan serbuk simplisia (Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia, 

2022). 

4.7.3 Pembuatan Ekstrak Biji Kakao 

a. Preparasi NADES 

Komponen NADES sebagai pelarut ditimbang bahan kolin klorida sebanyak 

139,62 gram, asam laktat sebanyak 1 mL dan akuades sebanyak 324 mL dengan 

masing-masing konsentrasi rasio mol 1:1:18. Ketiga bahan dilebur pada suhu 

80˚C ke dalam erlenmeyer, lalu dilakukan pengadukan dengan menggunakan 

hotplate stirrer pada suhu 80˚C pada kecepatan 350 rpm selama ± 1 jam. 

Selanjutnya dilakukan pemanasan sampai diperoleh larutan yang stabil yang 

ditandai dengan campuran tetap bening, tidak mengendap, mengkristal atau 

berubah warna (Dai et al., 2013). 
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b. Proses Ekstraksi NADES Biji Kakao dengan Metode UAE 

Dalam proses ekstraksi dengan metode UAE yang dilakukan mengacu pada 

penelitian Mansinhos pada tahun 2021. Sebanyak 100 gram serbuk biji kakao 

ditimbang menggunakan timbangan analitik, kemudian dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer. Selanjutnya ditambahkan 500 mL pelarut NADES kolin klorida : 

asam laktat : akuades, kemudian diekstraksi menggunakan waktu 15 menit dengan 

menggunakan ultrasonic bath dalam frekuensi 37 kHz. Setelah proses ekstraksi, 

dilakukan proses penyaringan atau yang disebut dengan filtrasi 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.  

4.7.4 Skrining Fitokimia 

1. Uji Alkaloid 

Ekstrak sebanyak 0,5 gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi, dilarutkan 

dengan 5 mL HCL 2N, kemudian dibagi ke dalam 3 tabung. Pada tabung 1 

ditambah pereaksi Mayer, tabung 2 ditambah pereaksi Dragendorff, tabung 3 

ditambah pereaksi Wagner. Hasil dinyatakan positif apabila pada tabung 1 

terbentuk endapan putih, pada tabung 2 terbentuk endapan kuning kejinggaan, dan 

pada tabung 3 terdapat endapan merah kecoklatan (Hafiz et al., 2020). 

2. Uji Flavonoid 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak biji kakao ditambahkan 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 
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dinyatakan positif apabila terbentuk warna kuning sampai jingga (Hafiz et al., 

2020). 

3. Uji Tanin  

Sebanyak 2 mL ekstrak biji kakao dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

kemudian tambahkan 2 mL FeCl3. Hasil dinyatakan positif apabila terbentuk  

hitam kehijauan (Herman et al., 2020). 

4. Uji Saponin 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak biji kakao ditambahkan 5 mL air panas dikocok 

kuat selama kurang lebih 10 detik. Terbentuk busa stabil selama kurang lebih 10 

menit busa tersebut tidak hilang. Dinyatakan positif apabila terdapat busa yang 

stabil (Hafiz et al., 2020). 

5. Uji Polifenol 

Sebanyak 1 mL ekstrak direaksikan dengan larutan FeCl3, jika terjadi warna 

biru tua, biru kehitaman atau hitam kehijauan menunjukkan adanya senyawa 

pilifenol (Adhayanti et al., 2018). 

4.7.5 Pembuatan Media 

Sebelum melakukan proses pembuatan media dan pengujian aktivitas 

antibakteri alat-alat gelas yang memiliki presisi dan media pertumbuhan bakteri 

dalam pengujian disterilkan terlebih dahulu di dalam autoklaf pada suhu 121˚C 

selama 15 menit. Sedangkan untuk media, kawat ose dan pinset menggunakan api 

bunsen (Laoli, 2018). 

 

 



39 
 

 

a. Pembuatan Media Agar Miring Nutrient Agar (NA) 

Nutrient Agar (NA) sebanyak 1 gram dilarutkan dalam 50 mL akuades 

menggunakan erlenmeyer. Kemudian di homogenkan dengan stirrer di atas 

penangas air sampai mendidih. Nutrient Agar dituangkan masing-masing pada 3 

tabung reaksi steril dan ditutup dengan aluminium foil. Media tersebut disterilkan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121˚C selama 15 menit, kemudian dibiarkan 

pada suhu ruangan selama ± 30 menit sampai media memadat pada kemiringan 

30˚. Media Agar miring digunakan untuk inokulasi bakteri (Nurhamidin et al., 

2021). 

b. Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

Sebanyak 6,8 gram Mueller Hinton Agar (MHA) dilarutkan dalam 200 mL 

akuades menggunakan erlenmeyer. Kemudian dihomogenkan dengan stirrer di 

atas penangas air sampai mendidih. Media yang sudah homogen disterilkan dalam 

autoklaf pada suhu 121˚C selama 15 menit (Gunawan et al., 2019). 

4.7.6 Pembiakan Bakteri Streptococcus mutans 

Diambil bakteri uji dengan kawat ose steril, lalu ditanamkan pada media 

agar miring dengan cara menggores. Selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada 

suhu 37˚C selama 24 jam (Nurhamidin et al., 2021). 

4.7.7 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 

diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan Mc. Farland. 

Pembuatan standar kekeruhan 0,5 Mc. Farland dibuat dari campuran H2SO4 1% 
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sebanyak 9,95 mL dan larutan BaCl2 1% sebanyak 0,05 mL. Kemudian dikocok 

sampai terbentuk larutan yang keruh (Nurhamidin et al., 2021). 

4.7.8 Pembuatan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif 

Pada penelitian ini kontrol negatif yang digunakan adalah pelarut NADES 

dengan kombinasi bahan kolin klorida sebanyak 139,62 gram, asam laktat 

sebanyak 1 mL dan akuades sebanyak 324 mL. Kontrol positif yang digunakan 

sebagai pembanding yaitu chlorhexidine 0,2% (Rondhianto et al., 2016).   

4.7.9 Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Cakram 

Metode uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram 

menggunakan media Mueller Hinton Agar (MHA) pada cawan petri dan kertas 

cakram (paper disc) berdiameter 6 mm. Sebelum bakteri ditanam pada media 

Mueller Hinton Agar (MHA), bagian depan cawan petri dibagi menjadi tiga 

bagian yang terdiri dari ekstrak NADES biji kakao konsentrasi 100%, kontrol 

positif dan kontrol negatif. 

Suspensi bakteri uji dari media larutan NaCl 0,9% dipipet sebanyak 100 µL 

dimasukkan ke dalam cawan petri media Mueller Hinton Agar (MHA). Kemudian 

disebar secara perlahan menggunakan batang L untuk menyebarkan biakan bakteri 

secara merata. Lalu 3 buah kertas cakram dicelupkan pada ekstrak NADES biji 

kakao, kontrol positif dan kontrol negatif. Dilakukan 8 kali pengulangan pada 

masing-masing konsentrasi. Setelah itu, kertas cakram diletakkan pada permukaan 

media Mueller Hinton Agar (MHA) dengan bantuan pinset steril dengan sedikit 

penekanan agar kertas cakram melekat dengan baik. Kemudian diinkubasi ke 

dalam inkubator pada suhu 37˚C selama 1×24 jam (Nurhamidin et al., 2021). 
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4.8 Teknik Analisa Data 

4.8.1 Pengumpulan Data 

Pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan dengan cara mengukur diameter 

zona hambat yaitu zona bening pada daerah sekeliling kertas cakram (paper disc) 

terhadap Streptococcus mutans dengan mengggunakan jangka sorong dalam 

satuan mm. 

4.8.2 Analisa Data 

Data yang telah diperoleh dianalisis secara statistik menggunakan SPSS 

yaitu uji Independent T-Test  untuk mengetahui daya hambat pertumbuhan bakteri 

Streptococcus mutans terhadap ekstrak biji kakao, sedangkan untuk kandungan 

senyawa  kimia dianalisis menggunakan analisis deskriptif. 
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BAB 5. HASIL PENELITIAN 

5.1 Identifikasi Tanaman Biji Kakao (Theobroma cacao L) 

Determinasi biji kakao dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik 

Negeri Jember. Hasil determinasi menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah biji kakao (Theobroma cacao L) seperti yang terlampir 

pada surat identifikasi pada lampiran 1. 

 

5.2 Ekstraksi Biji Kakao (Theobroma cacao L) 

Dalam pembuatan pelarut NADES dari komponen bahan choline cloride : 

asam laktat : akuades dengan rasio mol 1:1:18 diperoleh hasil larutan yang stabil 

yang ditandai dengan campuran tetap bening, tidak mengendap, mengkristal dan 

tidak berubah warna. Setelah dilakukan proses ekstraksi, pada hasil akhir volume 

yang didapat diperoleh sebanyak 300 mL ekstrak NADES biji kakao. 

 

5.3 Uji Kandungan Senyawa Kimia Ekstrak Biji Kakao 

Hasil uji kandungan senyawa kimia menunjukkan bahwa ekstrak biji kakao 

mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan polifenol. Dari hasil 

uji kandungan senyawa kimia dapat dilihat dari adanya endapan atau perubahan 

warna dari masing-masing pereaksi. Hasil uji kandungan senyawa kimia ekstrak 

biji kakao dapat dilihat pada tabel 5.1. 

 

 

 



43 
 

 

Tabel 5.1 Hasil Uji Kandungan Senyawa Kimia Ekstrak Biji Kakao 

Uji 

Senyawa 

Pereaksi Teoritis Hasil  

Ekstrak 

Kesimpulan 

Alkaloid 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi mayer 

Apabila terbentuk 

endapan putih  

(Hafiz et al., 2020) 

Terbentuk 

endapan putih  

(+) 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

dragendorf 

Apabila terbentuk 

endapan kuning 

kejinggaan (Hafiz 

et al., 2020) 

Terbentuk 

endapan kuning 

kejinggaan 

(+) 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi wagner 

Apabila terbentuk 

endapan merah 

kecoklatan (Hafiz 

et al., 2020) 

Terbentuk 

endapan merah 

kecoklatan 

(+) 

Flavonoid Ekstrak + Air + 

serbuk Mg + 

HCl pekat 

Apabila terbentuk 

warna kuning 

sampai jingga. 

(Hafiz et al., 2020) 

Terbentuk warna 

jingga 

(+) 

Tanin Ekstrak + FeCl3 Apabila terbentuk 

warna hitam 

kehijauan. 

(Hafiz et al., 2020) 

Terbentuk hitam 

kehijauan 

(+) 

Saponin Ekstrak + air 

panas  

Apabila terbentuk 

busa yang stabil. 

(Hafiz et al., 2020) 

Terbentuk busa 

yang stabil 

(+) 

Polifenol Ekstrak + FeCl3  Apabila terbentuk 

warna biru tua, biru 

kehitaman atau 

hitam kehijauan 

(Adhayanti et al., 

2018)  

Terbentuk hitam 

kehijauan 

(+) 

Keterangan: (+) mengandung senyawa kimia pada ekstrak biji kakao 

5.4 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Biji Kakao (Theobroma cacao L) 

Pengujian standar kekeruhan Mc. Farland 0,5 dengan panjang gelombang 

625 nm mendapatkan hasil absorbansi 0,109 dan untuk suspensi bakteri 

mendapatkan hasil absorbansi 0,104. Hasil uji kekeruhan dapat dilihat pada 

lampiran 2. 
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Uji aktivitas antibakteri biji kakao terhadap pertumbuhan Streptococcus 

mutans dilakukan pada perlakuan ekstrak biji kakao, kontrol positif chlorhexidine 

0,2% dan kontrol negatif pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents). 

Bakteri yang digunakan adalah Streptococcus mutans. Hasil data aktivitas 

antibakteri ekstrak biji kakao dapat dilihat pada tabel 5.2 dan lampiran 3. 

Tabel 5.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak NADES (Natural Deep Eutectic 

Solvents) Biji Kakao Terhadap Streptococcus mutans. 

Bahan Uji Replikasi 
Zona Hambat 

(mm) 

Rata-rata Zona 

Hambat 

        

Kontrol 

Negatif 

1 0 

0 mm ± 0 mm 

2 0 

3 0 

4 0 

5 0 

6 0 

Kontrol Positif 

1 24,09 

23,89 mm ± 1,41 mm 

2 24,28 

3 23,93 

4 22,33 

5 22,53 

6 26,23 

Ekstrak 

NADES biji 

kakao 

1 7,15 

7,39 mm ± 1,39 mm 

2 6,29 

3 5,37 

4 8,65 

5 8,94 

6 7,98 

 

Dari hasil data rata-rata zona hambat di atas dapat dikategorikan yaitu 

ekstrak NADES biji kakao memiliki kategori sedang, sedangkan untuk kontrol 

positif memiliki kategori sangat kuat. Hasil pengukuran tersebut dilajutkan 

dengan uji statistik menggunakan SPSS yaitu Independent T-test. Pada uji 
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normalitas terdistribusi normal dan uji homogenitas terdistribusi homogen. Hasil 

dapat dilihat pada tabel 5.3 dan dapat dilihat pada lampiran . 

Tabel 5.3 Hasil Uji Normalitas dan Uji Homogenitas 

Variabel 

Uji 

Normalitas 

(Shapiro 

Wilk) 

Kesimpulan Asumsi 
Uji 

Homogenitas 
Kesimpulan Asumsi 

Kontrol 

Negatif 
- - - - - - 

Kontrol 

Positif 
0,451 Normal Memenuhi 

0,753 Homogen Memenuhi Ekstrak 

Biji 

Kakao 

0,729 Normal Memenuhi 

 

Pada uji normalitas dan homogenitas telah memenuhi, maka dilakukan uji 

Independent Sampel T-test untuk mengetahui perbedaan secara signifikan antara 

kontrol positif dan ekstrak biji kakao yang ditunjukkan dengan (p < 0,05). Hasil 

dapat dilihat pada tabel 5.4. 

Tabel 5.4 Hasil Uji Independent T-test 

Hasil Uji Independent T-test  

Sig. (2-tailed) Uji Signifikan 

0,000 Berbeda secara signifikan 
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BAB 6. PEMBAHASAN 

6.1 Ekstraksi Biji Kakao dengan Metode Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE) 

Tanaman biji kakao memiliki senyawa aktif polifenol yang dapat 

dimanfaatkan sebagai senyawa antibakteri untuk mebunuh, mencegah dan 

menghambat pertumbuhan bakteri. Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

merupakan metode non-konvensional yang bekerja dengan memberikan getaran 

ultrasonik >20 kHz pada permukaan simplisia. Pelarut yang digunakan pada 

proses ekstraksi UAE menggunakan pelarut NADES (Natural Deep Eutectic 

Solvents) dalam kombinasi 3 bahan yaitu Choline Cloride (ChCl), asam laktat dan 

akuades dengan perbandingan rasio mol (1:1:18). 

Pada hasil ekstraksi dengan metode UAE didapat filtrat yang diperoleh yaitu 

sebanyak 300 mL, hal ini dikarenakan salah satu keuntungan dari menggunakan 

pelarut NADES yang memberikan kestabilan larutan yang baik sehingga pada 

proses ekstraksi dapat memisahkan zat aktif dari simplisia dan senyawa lain 

(Hardianti dan Tonica, 2018). Penggunaan metode UAE digunakan karena metode 

ini memberikan peningkatan transfer massa dari simplisia ke pelarut dan pada 

akhirnya akan meningkatkan laju ekstraksi (Sjahid et al., 2020).  

 

6.2 Kandungan Senyawa Ekstrak NADES Biji Kakao  

Ekstrak biji kakao yang telah diperoleh diuji kandungan senyawa kimia 

untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak biji 

kakao. Hasil menunjukkan bahwa ekstrak biji kakao dengan metode UAE positif 
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mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan polifenol. Pada ekstrak biji 

kakao senyawa yang paling berperan dalam aktivitas antibakteri yaitu pada 

senyawa polifenol. 

Pada penelitian ini, analisis senyawa ekstrak NADES biji kakao ditemukan 

senyawa polifenol yang ditunjukkan dengan adanya perubahan warna hitam 

kehijauan yang direaksikan dengan FeCl3. Berdasarkan penelitian Padamani dkk. 

(2020) pada uji senyawa polifenol menunjukkan perubahan warna hitam 

kehijauan karena reaksi antara gugus fungsi hidroksil fenol dengan pereaksi FeCl3 

yang berperan sebaga katalis serta dapat juga diartikan bahwa warna yang 

terbentuk diakibatkan dari komposisi larutan FeCl3 yang bereaksi dengan senyawa 

fenolik. Adapun senyawa polifenol pada kakao lebih banyak didominasi oleh 

gugus flavonoid yang terdiri dari grup proanthocyanidin sebanyak ±58%. 

Pada penelitian ini, analisis senyawa ekstrak NADES biji kakao 

menggunakan metode UAE ditemukan senyawa flavonoid yang ditunjukkan 

dengan adanya perubahan warna jingga. Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan oleh Fajrin dan Susila (2019) dinyatakan mengandung senyawa 

flavonoid yaitu terjadi perubahan warna jingga. Perubahan ini karena adanya 

penambahan serbuk Mg dan HCl yang mereduksi inti benzopiron yang terdapat 

dalam struktur flavonoid sehingga terbentuk garam flavilium berwarna merah atau 

jingga (Fajrin dan Susila, 2019). 

Pada hasil penelitian ini juga ditemukan senyawa alkaloid pada ekstrak 

NADES biji kakao dengan metode UAE yang ditunjukkan dengan terbentuknya 

endapan putih menggunakan pereaksi mayer, terbentuknya endapan kuning 
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kejinggaan dengan pereaksi dragendorf dan terbentuk endapan merah kecoklatan 

dengan pereaksi wagner. Menurut Fajrin dan Susila (2019) pengujian senyawa 

alkaloid dari pereaksi mayer yang diperoleh terbentuk endapan putih. Endapan 

putih terbentuk karena nitrogen pada alkaloid bereaksi dengan ion logam K⁺ dari 

kalium tetraiodomerkurat (II) membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap. Menurut Jannah (2021) pengujian alkaloid dengan menggunakan 

pereaksi dragendorf yang diperoleh terbentuk endapan kuning. Endapan kuning 

terbentuk karena terjadi penggantian ligan membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan ion K⁺ dari kalium tetraiodobismutat menghasilkan kompleks kalium-

alkaloid mengendap yang terkandung dalam reagen dragendorf. Menurut Fajrin 

dan Susila (2019) pada hasil uji alkaloid dengan pereaksi wagner yaitu terbentuk 

endapan merah kecoklatan. Endapan ini karena ion logam K⁺ akan membentuk 

ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen pada alkaloid membentuk kompleks 

kalium-alkaloid mengendap. 

Pada penelitian ini ditemukan senyawa tanin pada ekstrak NADES biji 

kakao menggunakan metode UAE yang ditunjukkan dengan terbentuknya warna 

hitam kehijauan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ergina (2014) 

penambahan FeCl3 digunakan karena untuk menentukan adanya kandungan gugus 

fenol yang ditunjukkan dengan warna hitam kehijauan setelah diteteskan FeCl3. 

Hal ini disebabkan tanin akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe³⁺. 

Pada analisis senyawa ekstrak NADES biji kakao menggunakan metode 

UAE positif mengandung saponin yang ditunjukkan dengan adanya buih setelah 

penambahan air panas lalu dikocok kuat hingga terbentuk busa yang bertahan 
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selama 10 menit. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Jannah (2021) 

melaporkan bahwa adanya busa menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai 

kemampuan membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan 

senyawa yang lain. 

 

6.3 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak NADES Biji Kakao Terhadap 

Streptococcus mutans 

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi 

cakram dengan media yang digunakan adalah Mueller Hinton Agar (MHA). Dasar 

pemilihan metode difusi cakram adalah karena cepat, mudah dan sederhana dalam 

pengerjaannya. Prinsip dari metode ini adalah zat uji dengan konsentrasi 100% 

pada kertas cakram dapat berdifusi dengan baik pada permukaan media padat 

yang sebelumnya telah diinokulasi bakteri uji (Widyawati, 2018). 

Media yang digunakan pada penelitian ini yaitu MHA (Mueller Hinton 

Agar) merupakan media pertumbuhan dan sebagai sumber nutrisi bagi 

pertumbuhan bakteri aerob dan anaerob untuk makanan dan materi klinis. Media 

ini menyediakan nutrisi yang dibutuhkan oleh bakteri Streptococcus mutans yang 

merupakan bakteri anaerob untuk metabolisme sel bakteri yaitu karbohidrat 

kompleks yang berasal dari amilum. Amilum dapat dihidrolisis sempurna 

menggunakan asam menghasilkan glukosa, sehingga lingkungan pada media ini 

sesuai dengan kondisi rongga mulut dimana tersedianya glukosa dari amilum yang 

dapat dimanfaatkan oleh Streptococcus mutans dalam proses metabolismenya 

(Rosdiana, 2016). 
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ekstrak NADES biji 

kakao dengan menggunakan metode UAE dapat menghambat pertumbuhan 

Streptococcus mutans yang dapat dilihat dari zona hambat yaitu zona bening di 

area sekeliling kertas cakram pada permukaan media agar. Hal ini dibuktikan pada 

perolehan data rata-rata zona hambat ekstrak NADES biji kakao konsentrasi 

100% dan chlorhexidine 0,2% sebagai kontrol positif, sedangkan pelarut NADES 

sebagai kontrol negatif tidak terlihat adanya zona bening di sekitar kertas cakram. 

Rata-rata zona hambat pada penelitian ini yaitu ekstrak NADES biji kakao sebesar 

7,39 mm dengan standar deviasi sebesar 1,39 mm, chlorhexidine 0,2% sebesar 

23,89 mm dengan standar deviasi sebesar 1,41 dan NADES tidak memiliki rata-

rata zona hambat. 

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Pohan dkk. (2020) tentang 

efektivitas ekstrak biji kakao sebagai antibakteri pada bakteri Streptococcus 

pyogenes dalam berbagai konsentrasi. Hasil pada penelitian ini menunjukkan 

bahwa ekstrak biji kakao efektivitas sebagai antibakteri terhadap Streptococcus 

pyogenes dari konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%. Diameter zona 

hambat terendah terdapat pada konsentrasi 20% dengan diameter sebesar 7,50 mm 

pada pengulangan 1 dan 2 dan diameter zona hambat tertinggi terdapat pada 

konsentrasi ekstrak 100% sebesar 12,65 mm pada pengulangan ke 5 namun tidak 

melampaui zona hambat kontrol positif. Berdasarkan uji statistik One-Way 

ANOVA, didapatkan perbedaan yang signifikan dari hasil peningkatan persentase 

kadar ekstrak kakao yang dapat menghambat pertumbuhan S. pyogenes (p<0.005) 

yaitu sebesar 0,000. 
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Berdasarkan hasil zona bening yang terbentuk dari penelitian ini dan 

penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa konsentrasi 100% merupakan 

konsentrasi yang paling baik karena semakin besar konsentrasi ekstrak maka 

semakin besar pula zona hambat yang terbentuk. Hal ini sesuai dengan penelitian 

Yuslina dkk. (2019) menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka semakin 

meningkat daya antibakterinya, karena dengan konsentrasi tinggi memungkinkan 

penyebaran zat-zat dalam menghambat bakteri semakin aktif. 

Menurut David dan Stout tahun 1971 dalam penelitian Andayani et al., 

(2016) mengelompokkan daya hambat berdasarkan zona bening yang terbentuk 

menjadi 4 kelompok yaitu bila zona hambat >20 mm dikategorikan sangat kuat, 

10-20 mm dikategorikan kuat, 5-10 mm dikategorikan sedang dan jika <5 mm 

dikategorikan lemah. Berdasarkan pernyataan tersebut, maka pada penelitian ini 

senyawa antibakteri ekstrak NADES biji kakao 100% termasuk ke dalam kategori 

zona hambat sedang (5-10 mm) yaitu dengan rata-rata 7,39 mm, sedangkan pada 

kontrol positif termasuk kategori sangat kuat (>20 mm) yaitu sebesar 23,89. 

Antibiotik yang digunakan dalam penelitian ini sebagai kontrol positif yaitu 

chlorhexidine 0,2%. Spriyani (2020) menyatakan obat kumur chlorhexidine 0,2% 

memiliki efektivitas antimikroba dan memiliki kemampuan untuk diabsorbsi dan 

berikatan dengan jaringan lunak maupun keras sehingga dapat bertahan dirongga 

mulut lebih lama, serta antibiotik ini telah diketahui memiliki kemampuan 

bakterisid dan bakteriostatik terhadap bakteri rongga mulut, termasuk 

Streptococcus mutans. 
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Berdasarkan hasil uji Independent Sampel T-test diperoleh nilai p=0,000 

dimana ketentuan nilai signifikansi yaitu (p<0,05), maka terdapat perbedaan yang 

signifikan diameter zona hambat antara ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L) 

dengan kontrol positif chlorhexidine 0,2% dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Streptococcus mutans. Dari hasil penelitian dapat dinyatakan bahwa 

ekstrak biji kakao memiliki daya antibakteri sehingga dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. 

Timbulnya zona hambat pada ekstrak biji kakao disebabkan adanya 

kemampuan besar kecilnya kandungan biji kakao dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. Hal ini disebabkan karena adanya 

kandungan polifenol yang mampu merusak dinding sel bakteri yang mengandung 

peptidoglikan. Sifat antibakteri lainnya juga disebabkan karena terdapat beberapa 

kandungan senyawa yang bersifat antibakteri seperti alkaloid, flavonoid dan tanin 

(Hafidhah et al., 2017).     

Kandungan senyawa alkaloid yang merupakan senyawa organik dengan 

atom nitrogen dan bersifat basa (alkali) yang dapat menyebabkan koagulasi 

protein yang mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, 

sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan 

kematian sel bakteri (Pohan et al., 2020). 

Kandungan flavonoid merupakan senyawa polifenol yang bekerja dengan 

cara denaturasi dan koagulasi protein sel bakteri. Aktivitas antibakteri dari 

flavonoid juga melalui hambatan fungsi DNA gyrase bakteri sehingga 

kemampuan replikasi dan translasi bakteri dihambat (Pohan et al., 2020). 
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Mekanisme kerja tanin menyebabkan hilangnya sifat permeabilitas 

membran sel sehingga enzim tidak terseleksi. Apabila enzim keluar dari dalam sel 

maka akan terjadi hambatan metabolisme sel sehingga mengakibatkan 

terhambatnya pembentukan ATP (Adenosine Three Phospate) yang diperlukan 

dalam perkembangbiakan dan pertumbuhan sel. Tanin menginaktivasi adhesi sel 

mikroba yang terdapat pada sel dan enzim yang terikat pada membran sel dan 

polipeptida dinding sel sehingga menyebabkan kerusakan pada dinding sel 

(Sepriyani, 2020). 

Berdasarkan uraian di atas, hasil penelitian yang telah didapat membuktikan 

bahwa ekstrak biji kakao memiliki aktivitas antibakteri terhadap Streptococcus 

mutans dan terhadap beberapa bakteri lain berdasarkan penelitian sebelumnya. 

Hal ini terbukti dengan adanya zona hambat (zona bening) di sekitar kertas 

cakram. Semakin besar konsentrasi ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) 

maka daya hambat ekstrak biji kakao terhadap bakteri Streptococcus mutans 

semakin baik. Pada hasil juga menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan 

terhadap kontrol positif yaitu chlorhexidine 0,2%.  
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BAB 7. PENUTUP 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dalam penelitian ini dapat disimpulkan 

bahwa  

1. Ekstrak NADES biji kakao memiliki kandungan senyawa kimia berupa 

alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan fenol. 

2. Ekstrak NADES biji kakao mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 

Streptococcus mutans. 

 

7.2 Saran 

1. Perlu dilakukan uji kadar secara kuantitatif terhadap kandungan senyawa 

kimia ekstrak NADES biji kakao dengan metode UAE untuk mengetahui 

kandungan senyawa kimia yang lebih spesifik terhadap kandungan ekstrak 

NADES biji kakao. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang ekstrak NADES biji kakao 

terhadap Streptococcus mutans dengan varian konsentrasi, metode ekstraksi 

dan metode uji aktivitas antibekteri lainnya. 

3. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antibakteri ekstrak NADES biji kakao 

terhadap bakteri gram negatif. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1 : Hasil Determinasi 
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Lampiran 2 : Hasil Uji Kekeruhan Mc. Farland 
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Lampiran 3 : Dokumentasi Penelitian 

a. Preparasi Pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvent) 

   
 Penimbangan bahan         Peleburan 3 bahan  Larutan belum stabil 

 
Larutan stabil 

b. Proses Ekstraksi 

   
       Penimbangan serbuk Campuran serbuk + NADES Penyaringan ekstrak 

 
Filtrat hasil penyaringan 

c. Uji Kandungan Senyawa Kimia 

   
    Alkaloid pereaksi mayer Alkaloid pereaksi dragendorf      Alkaloid pereaksi wagner 

   
Flavonoid       Tanin            Saponin 
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Polifenol 

d. Inokulasi Bakteri Streptococcus mutans 

    

e. Pembuatan MC farland 

   

f. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji dalam larutan NaCl 0,9% 

     

g. Uji Aktivitas Antibakteri 
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Lampiran 4 : Perhitungan  

a. Preparasi Pelarut NADES 

 1 mol ChCl  Mol × mr    = massa 

     1 mol × 139,62 g/mol = massa 

     139,62 gram  = massa 

 1 mol asam laktat    Mol × mr  = massa 

1 mol × 90,08 g/mol = massa 

90,08 gram  = massa 

 Asam laktat dalam bentuk larutan 

             
 

 
 

             
       

 
 

  V       = 1 mL asam laktat 

 18 mol akuades 

Diketahui : berat jenis air : 1 

        mr air       : 1 mol air = 18 gram 

Jika 18 mol akuades  = 18 mol × 18 gram 

   = 324 gram 

- Dikonversi dalam bentuk larutan 

Massa jenis = m / V 

1 g/mL  = 324 g / V 

V   = 324 g × 1 g/mL 

V   = 324 mL 
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b. Pengulangan Uji Aktivitas Antibakteri 

(n-1)       ×    (t-1)     ≥ 15 

(n-1)       ×    (3-1)   ≥ 15 

(n-1)       ×      (2)   ≥ 15 

(2n – 2)   ≥ 15 

   (2n)    ≥ 17 

      N    ≥ 8,5 

Jadi, untuk uji aktivitas antibakteri dilakukan dalam 8 kali pengulangan 

c. Perhitungan Mc farland 

BaCl2 1%   : 0,05 mL 50µL 

H2SO4 1%   : 9,95 mL 900µL, 50µL dan 9 mL 

d. Perhitungan Pembuatan Media 

1. Media Nutrient Agar (NA) : 20 gram ~ 1000 mL akuades 

  x   gram ~ 50 mL akuades 

  1   gram dalam 50 mL akuades  

2. Media Mueller Hinton Agar (MHA) : 34 gram ~ 1000 mL akuades 

   x   gram ~ 100 mL akuades 

        6,8 gram dalam 200 mL akuades 
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Lampiran 5 Output Data Uji Statistik (Independent T-test) 

 

EXAMINE VARIABLES=Diameter BY Kelompok 

  /PLOT BOXPLOT STEMLEAF NPPLOT 

  /COMPARE VARIABLES 

  /STATISTICS DESCRIPTIVES 

  /CINTERVAL 95 

  /MISSING LISTWISE 

  /NOTOTAL. 

Case Processing Summary 

Kelompok 

Cases 

Valid Missing Total 

N Percent N Percent N Percent 

Diameter Kontrol 
positif 

6 100,0% 0 0,0% 6 100,0% 

Sampel 6 100,0% 0 0,0% 6 100,0% 

 

Descriptives 

Kelompok Statistic 
Std. 
Error 

Diameter Kontrol 
positif 

Mean 23,8983 ,57597 

95% 
Confidence 
Interval for 
Mean 

Lower 
Bound 

22,4178   

Upper 
Bound 

25,3789   

5% Trimmed Mean 23,8559   

Median 24,0100   

Variance 1,990   

Std. Deviation 1,41082   

Minimum 22,33   

Maximum 26,23   

Range 3,90   

Interquartile Range 2,29   

Skewness ,675 ,845 

Kurtosis ,665 1,741 

Sampel Mean 7,3967 ,56821 

95% 
Confidence 
Interval for 
Mean 

Lower 
Bound 

5,9360   

Upper 
Bound 

8,8573   

5% Trimmed Mean 7,4235   

Median 7,5650   

Variance 1,937   

Std. Deviation 1,39183   

Minimum 5,37   

Maximum 8,94   

Range 3,57   

Interquartile Range 2,66   

Skewness -,429 ,845 

Kurtosis -1,282 1,741 
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Tests of Normality 

Kelompok 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter Kontrol 
positif ,227 6 ,200

*
 ,912 6 ,451 

Sampel ,162 6 ,200
*
 ,949 6 ,729 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

 

ONEWAY Diameter BY Kelompok 

  /STATISTICS DESCRIPTIVES HOMOGENEITY 

  /MISSING ANALYSIS. 

 

Descriptives 

Diameter 

        

  N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Minimum Maximum 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Kontrol 
positif 

6 23,8983 1,41082 ,57597 22,4178 25,3789 22,33 26,23 

Sampel 6 7,3967 1,39183 ,56821 5,9360 8,8573 5,37 8,94 
Total 12 15,6475 8,72068 2,51744 10,1066 21,1884 5,37 26,23 

Test of Homogeneity of Variances 

Diameter 

   
Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 

,104 1 10 ,753 
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T-Test 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Group Statistics 

Kelompok N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

Diameter Kontrol 
positif 

6 23,8983 1,41082 ,57597 

Sampel 6 7,3967 1,39183 ,56821 

Independent Samples Test 

  

Levene's Test 
for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 
Sig. (2-
tailed) 

Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Diameter Equal 
variances 
assumed 

,104 ,753 20,396 10 ,000 16,50167 ,80907 14,69894 18,30440 

Equal 
variances 
not 
assumed 

    20,396 9,998 ,000 16,50167 ,80907 14,69889 18,30444 
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Lampiran 6 : Halaman Riwayat Hidup 

DATA PRIBADI 

Nama Lengkap 

Beta Putri Ananda 

Tempat, Tanggal Lahir 

Situbondo, 02 Juni 1999 

Jenis Kelamin 

Perempuan 

Agama 

Islam 

Instansi 

Universitas dr. Soebandi 

 Program Studi 

Farmasi 

Alamat 

Kendit-Situbondo 

Email 

anandabetaaja@gmail.com 

 

 

RIWAYAT PENDIDIKAN 

FORMAL 

1. Tahun 2005-2006 : TK Muslimat NU 

2. Tahun 2007-2012 : SDN 2 Kendit 

3. Tahun 2013-2015 : SMP Nurul Jadid 

4. Tahun 2016-2018 : SMA Nurul Jadid 

5. Tahun 2018-sekarang : Universitas dr. Soebandi Jember 

mailto:anandabetaaja@gmail.com

