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Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri patogen oportunistik
penyebab infeksi nosokomial yang dapat meningkatkan risiko kematian.
Biji kakao (Theobroma cacao) mengandung flavonoid, alkaloid, tanin, dan
saponin yang berpotensi sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan
membuktikan aktivitas antibakteri ekstrak biji kakao terhadap
pertumbuhan P. aeruginosa dan menentukan konsentrasi ekstrak yang
paling efektif. Penelitian menggunakan true experimental design dengan
rancangan posttest only control group design. Ekstraksi dilakukan melalui
maserasi menggunakan etanol 96%, sedangkan pengukuran aktivitas
antibakteri menggunakan metode difusi cakram pada konsentrasi 25%,
50%, 75%, dan 100%. Kelompok kontrol positif menggunakan
siprofloksasin dan kontrol negatif menggunakan akuades. Rata-rata
diameter zona hambat pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%
berturut-turut sebesar 10,47 mm, 11,97 mm, 12,35 mm, dan 15,55 mm,;
kontrol positif sebesar 29,37 mm dan kontrol negatif 0 mm. Pengujian
menunjukkan perbedaan daya hambat antarkelompok (p = 0,000; p <
0,05). Ekstrak biji kakao menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap P.
aeruginosa, dengan konsentrasi 100% menghasilkan zona hambat terbesar
di antara perlakuan ekstrak.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacteria that
causes nosocomial infections in patients with septicemia, cystic fibrosis,
urinary tract infections and wound infections which can cause high
mortality rates. Cocoa beans contain antibacterial chemical compounds,
namely Flavonoids, Alkaloids, Tannins and Saponins. The aim of this
research was to prove the antibacterial activity of cocoa bean extract
(Theobroma cacao) against the growth of Pseudomonas aeruginosa
bacteria. This study used true experimental design method. Extraction was
done by maceration using 96% ethanol solvent. The technique used to
measure antibacterial activity is the disc diffusion method by measuring
the clear zone with concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100% and
knowing the most effective concentration against the growth of
Pseudomonas aeruginosa bacteria. Cocoa bean extract (Theobroma
cacao) at concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%, K (+) which is
Ciprofloxacin and K (-) which is aquadest obtained a value of (p=0.000)
where (p<0.05) which means there is a difference in inhibition from each
group. The 100% concentration of cocoa bean extract was most effective
in inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa bacteria compared
to the 25%, 50% and 75% concentrations. There is antibacterial activity
of cocoa bean extract (Theobroma cacao) against the growth of
Pseudomonas aeruginosa bacteria.
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1. PENDAHULUAN

Penyakit infeksi menjadi salah satu masalah kesehatan di dunia, termasuk Indonesia, yang
menyebabkan peningkatan angka kesakitan (morbiditas) dan angka kematian (mortalitas). Infeksi
disebabkan oleh mikroba patogen, salah satunya Pseudomonas aeruginosa. Istilah Pseudomonas berasal
dari bahasa Yunani pseudo yang berarti salah dan monas yang berarti satu kesatuan, sedangkan
aeruginosa berasal dari bahasa Latin aerugo yang berarti tembaga berkarat. Pseudomonas aeruginosa
merupakan penyebab infeksi saluran kemih (ISK), khususnya ISK terkait kateter atau catheter-
associated urinary tract infection (CAUTI). [1]-[3]

Siprofloksasin merupakan salah satu antibiotik yang digunakan pada infeksi akibat P. aeruginosa.

Pemberian antibiotik yang tidak rasional dan tidak sesuai kondisi pasien dapat meningkatkan risiko
resistensi antibiotik. Oleh karena itu, dibutuhkan upaya untuk mengkaji alternatif bahan alami yang
memiliki aktivitas antibakteri. [4], [5]
Tanaman kakao (Theobroma cacao) merupakan salah satu komoditas unggulan perkebunan di Indonesia
yang diketahui mengandung metabolit dengan potensi antibakteri. Senyawa yang dilaporkan pada biji
kakao meliputi alkaloid, flavonoid, tanin, dan saponin. Alkaloid dapat mengganggu pembentukan
peptidoglikan sel bakteri; flavonoid dapat menghambat sintesis asam nukleat; tanin dapat
menginaktivasi enzim dan memengaruhi dinding sel bakteri; sedangkan saponin dapat menurunkan
tegangan permukaan dinding sel. Kakao juga dilaporkan memiliki efek fisiologis pada sistem
pernapasan, saraf pusat, pencernaan, dan saluran kemih. [6]-[9]

Mengingat pengobatan infeksi menjadi semakin sulit akibat resistensi antibiotik, penelitian ini
menguji efektivitas antibakteri ekstrak etanol biji kakao terhadap P. aeruginosa secara in vitro serta
menentukan konsentrasi ekstrak yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri tersebut.
[6], [10]

2. METODE

2.1 Desain dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini merupakan true experimental design dengan rancangan posttest only control group
design. Penelitian dilaksanakan pada Agustus—November 2024 di Laboratorium Mikrobiologi dan
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara serta FMIPA
Universitas Sumatera Utara.

2.2 Pembuatan Ekstrak Biji Kakao

Biji kakao sebanyak 2 kg dibersihkan dari pulp (lapisan tipis yang berlendir), dikeringkan, lalu
dioven pada suhu 40-50 °C selama 1 jam. Biji kering dihaluskan, kemudian dimasukkan ke dalam
bejana maserasi dan ditambahkan etanol 96% dengan perbandingan 1:4. Campuran didiamkan selama
3 x 24 jam di dalam bejana tertutup dan terlindung dari cahaya, disertai pengadukan sesekali.
Selanjutnya, campuran disaring menggunakan kertas saring untuk memperoleh filtrat berwarna cokelat
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kemerahan yang bebas dari partikel kasar. Filtrat dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak pekat sebanyak 16 mL.

2.3 Pembiakan Bakteri dan Uji Daya Hambat

Pembiakan P. aeruginosa menggunakan media Mueller Hinton Agar (MHA). Koloni bakteri
sebanyak 1-3 ose diinokulasikan ke dalam tabung reaksi berisi 5 cc larutan NaCl 0,9%. Kekeruhan
suspensi disesuaikan dengan standar McFarland 0,5. Leher tabung disterilkan, kemudian lidi kapas
dicelupkan ke dalam suspensi bakteri dan digoreskan secara menyeluruh pada media agar padat di
cawan petri.

Uji daya hambat dilakukan dengan merendam blank disc steril secara terpisah dalam ekstrak biji
kakao berkonsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% selama 5 menit. Siprofloksasin digunakan sebagai
kontrol positif dan akuades sebagai kontrol negatif. Blank disc kemudian diletakkan pada permukaan
MHA yang telah ditanami suspensi P. aeruginosa. Cawan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Diameter zona jernih atau zona hambat di sekitar blank disc diukur menggunakan jangka sorong. [6],
[10]

2.4 Kelompok Perlakuan dan Pengulangan

Penelitian terdiri atas enam kelompok, yaitu empat kelompok perlakuan ekstrak biji kakao dengan
konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% serta dua kelompok kontrol (siprofloksasin dan akuades). Setiap
kelompok diuji sebanyak empat pengulangan sehingga total terdapat 24 pengamatan.
2.5 Analisis Data

Normalitas data dianalisis menggunakan uji Shapiro—Wilk. Apabila data berdistribusi normal,
perbedaan antarkelompok dianalisis menggunakan one-way ANOVA. Analisis dilanjutkan dengan uji
post hoc Least Significant Difference (LSD) untuk mengetahui kelompok yang memiliki perbedaan
signifikan.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Hasil Pengukuran Daya Hambat

Hasil penelitian diperoleh dari pengukuran diameter zona jernih (mm) menggunakan jangka
sorong pada empat konsentrasi ekstrak biji kakao dan dua kelompok kontrol. Data setiap pengulangan
dan nilai rata-ratanya disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Daya hambat ekstrak biji kakao terhadap pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa (mm)

Pengulangan 25% 50% 75% 100% Kontrol + Kontrol —
Pengulangan 1 9,40 12,30 12,70 17,50 29,70 0
Pengulangan 2 11,60 11,80 12,00 14,20 30,00 0
Pengulangan 3 10,70 11,00 11,50 14,90 29,20 0
Pengulangan 4 10,20 12,80 13,20 15,60 28,60 0
Rata-rata 10,47 11,97 12,35 15,55 29,37 0

Berdasarkan Tabel 1, kontrol negatif (akuades) memiliki rata-rata zona hambat 0 mm dan kontrol
positif (siprofloksasin) sebesar 29,37 mm. Rata-rata zona hambat ekstrak biji kakao pada konsentrasi
25%, 50%, 75%, dan 100% berturut-turut sebesar 10,47 mm; 11,97 mm; 12,35 mm; dan 15,55 mm.
Konsentrasi 100% menghasilkan daya hambat terbesar di antara seluruh kelompok perlakuan ekstrak,
sedangkan kontrol positif tetap menghasilkan zona hambat paling besar.
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Gambar 1. Hasil daya hambat ekstrak biji kakao dan kelompok kontrol terhadap pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa.

3.2 Pembahasan

Aktivitas antibakteri ekstrak biji kakao ditemukan pada seluruh kelompok konsentrasi yang diuji.
Daya hambat terbesar di antara kelompok ekstrak terjadi pada konsentrasi 100%, sesuai hasil
pengukuran pada Tabel 1. Temuan ini selaras dengan penelitian terdahulu mengenai penghambatan P.
aeruginosa oleh ekstrak etanol biji kakao, yang menunjukkan peningkatan zona hambat pada konsentrasi
ekstrak yang lebih tinggi. [6], [10]

Penelitian lain mengenai kulit buah kakao juga melaporkan aktivitas antibakteri terhadap P.
aeruginosa dan hubungan antara konsentrasi ekstrak dengan daya hambat. Aktivitas antibakteri pada
produk samping tanaman kakao, termasuk kulit biji dan kulit buah, turut memperkuat potensi senyawa
bioaktif kakao sebagai sumber antibakteri alami. Namun, bagian tanaman, metode ekstraksi, dan jenis
bakteri uji pada penelitian-penelitian tersebut tidak sama. [7], [11]-[15]

Secara umum, peningkatan konsentrasi ekstrak dapat meningkatkan jumlah senyawa aktif yang
terpapar pada bakteri sehingga daya hambat menjadi lebih besar. Meskipun demikian, diameter zona
hambat tidak selalu berbanding lurus dengan konsentrasi ekstrak karena dapat dipengaruhi oleh
perbedaan laju difusi senyawa antibakteri melalui media agar. Aktivitas flavonoid dan metabolit
tumbuhan terhadap mikroorganisme berkaitan dengan berbagai mekanisme seluler. [8], [9]

Pengujian pada enam kelompok dalam penelitian ini dilaporkan menghasilkan perbedaan daya
hambat yang bermakna (p = 0,000; p < 0,05). Temuan tersebut mendukung adanya aktivitas antibakteri
ekstrak biji kakao terhadap P. aeruginosa pada kondisi uji in vitro, tanpa menyiratkan bahwa ekstrak
tersebut telah terbukti efektif sebagai terapi klinis.

4. KESIMPULAN

Ekstrak biji kakao (Theobroma cacao) pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% menunjukkan
aktivitas antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa secara in vitro.
Konsentrasi 100% merupakan konsentrasi yang paling efektif di antara keempat kelompok ekstrak,
dengan diameter zona hambat rata-rata 15,55 mm.

Penelitian lanjutan disarankan untuk menilai efek antibakteri ekstrak biji kakao dengan metode
yang berbeda, termasuk pengujian in vivo, serta menguji aktivitas antibakteri bagian tanaman kakao
lainnya, seperti akar, daun, dan buah.
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