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Abstract

Nosocomial infection is one of the most serious healthy problem in the world. It causes by
Pseudomonas aeruginosa which has a high resistance to antibiotic. One alternative to overcome
this problem is the utilization of chocolate (Theobroma cacao) because it contains polifenol that
can be used as an antibacterial agent. The aim of this research was to determine antibacterial
effect and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of ethanolic extract of cocoa beans to P.
aeruginosa by in vitro method. Antibacterial activity test used disk diffusion (Kirby Bauer) method.
This type of research was a quasi-experimental with posttest only control group design. Samples
used was colony of P. aeruginosa. Concentrations of test solution used were 7,81; 15,62; 31,25;
62,50; 125; 250; 500; and 1000 mg / ml. Positive control used cefepime suspension and negative
control used sterile distilled water. The result showed that inhibition zones formed at a
concentration of 7,81 mg/ml to 1000 mg/ml. The higher the concentration of the cocoa beans
extract, the wider the inhibition zones formed. By direct measurement, MIC was obtained at the
dose of 7.81 mg / ml while statistical analysis yielded an MIC value of more than 6.95 mg / ml. In
conclusion, the ethanolic extract of cocoa beans had antibacterial effect on P. aeruginosa in vitro.
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Abstrak

Infeksi nosokomial adalah salah satu masalah kesehatan serius di dunia. Penyebab terbanyak
adalah Pseudomonas aeruginosa yang memiliki resistensi tinggi terhadap antibiotik. Alternatif
dari masalah ini adalah dengan pemanfaatan buah kakao (Theobroma cacao) karena
mengandung senyawa polifenol yang berpotensi sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui ada tidaknya efek antibakteri dan Kadar Hambat Minimal (KHM) dari ekstrak
etanol biji kakao terhadap P. aeruginosa secara in vitro. Metode uji yang digunakan adalah
metode disk diffusion (Kirby Bauer). Jenis penelitian adalah Quasi Experimental Design dengan
rancangan penelitian Post test Only Control Group Design. Sampel yang digunakan adalah
koloni bakteri P. aeruginosa dengan konsentrasi larutan uji : 7,81; 15,62; 31,25; 62,50; 125; 250;
500; dan 1000 mg/ml. Kontrol positif menggunakan suspensi sefepime dan kontrol negatifnya
aquadest steril. Hasil penelitian menunjukkan zona hambat terbentuk pada konsentrasi 7,81
mg/ml hingga 1000 mg/ml. Semakin meningkat konsentrasi, zona hambat yang terbentuk
semakin lebar. Hasil KHM secara kualitatif pada konsentrasi 7,81 mg/ml dan secara kuantitatif di
atas konsentrasi 6,95 mg/ml. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol biji kakaomempunyai efek
sebagai antibakteri terhadap P. aeruginosa secara in vitro.

Kata kunci: efek antibakteri, biji kakao, Pseudomonas aeruginosa
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Pendahuluan

Penyakit infeksi masih menjadi salah satu
masalah kesehatan serius yang dihadapi oleh
dunia. Salah satu jenis penyakit infeksi yang
beberapa tahun terakhir menjadi topik
pembicaraan adalah infeksi nosokomial,. Di
Indonesia, organisme utama yang
menyebabkan infeksi nosokomial adalah
Pseudomonas aeruginosa (13%) [1].Angka
kematian akibat infeksi oleh bakteri ini sendiri
diduga mencapai 18% - 60%, tergantung
dengan jenis infeksinya [2]. Bakteri ini termasuk
bakteri yang memiliki MDR (Multi Drug
Resistance) tinggi terhadap beberapa golongan
antibiotika [3]. Oleh karena itu diperlukan
alternatif pengobatan, salah satunya adalah
dengan menggunakan buah kakao.Telah
ditemukan bahwa biji kakao mengandung
senyawa polifenol cukup besar meliputi katekin
33- 42 %, leukosianidin 23- 25 %, dan
antosianin 5 %. Senyawa polifenol biji kakao
terbukti memiliki aktifitas antioksidan dan
antibakteri yang bermanfaat bagi tubuh [4].
Selain itu menurut National Gheographic
Indonesia, Indonesia merupakan negara
penghasil terbesar kakao ketiga di dunia dengan
produksi yang terus tumbuh 3,5 persen setiap
tahunnya.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui ada tidaknya efek antibakteri dan
Kadar Hambat Minimal (KHM) dari ekstrak
etanol biji kakao terhadap P. aeruginosa secara
in vitro.

Metode Penelitian

Metode uji yang digunakan adalah metode
disk diffusion (Kirby Bauer) dengan media agar
Muller Hinton. Jenis penelitian yang digunakan
adalah penelitian eksperimental semu (Quasi
Experimental Design) dengan rancangan
penelitian eksperimental sederhana (Post test
only Control Group Design) [5]. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember, pada
September 2014. Sampel yang digunakan
adalah koloni bakteri P. aeruginosa  yang
disesuaikan dengan standar 0,5 Mc Farland.
Kontrol positif dengan suspensi sefepime dan
kontrol negatif dengan larutan aquadest steril.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah
konsentrasi ekstrak etanol biji kakao (T. cacao),
dengan konsentrasi 7,81; 15,62; 31,25; 62,50;
125; 250; 500; dan 1000 mg/ml. Variabel terikat
adalah diameter zona hambat ekstrak etanol biji
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kakao (T. cacao) terhadap pertumbuhan bakteri
P.  aeruginosa. Variabel terkendali adalah
pembuatan biakan bakteri dan ekstrak etanol biji
kakao, media agar MH, autoklaf, inkubator,
suspensi obat, aquadest steril, suhu inkubasi,
lama inkubasi, metode pengamatan pada Uji
KHM dan prosedur penelitian.

Prosedur penelitian dilakukan dengan
pembuatan konsentrasi ekstrak etanol biji
kakao. Timbang 4000 mg ekstrak etanol biji
kakao lalu campur dengan 4 ml aquades steril
pada vial I. Vial | setara dengan konsentrasi
1000 mg/ml. Dari vial | diambil sebanyak 2 ml
dimasukkan ke dalam vial Il yang sudah diisi
dengan 2 ml aquadest steril kemudian divortex
selama 60 detik. Dengan metode yang sama
dilakukan pengenceran bertingkat dengan
kelipatan setengahnya sampai konsentrasi 7,81
mg/ml [6]. Setelah membuat seri pengenceran
ekstrak, rendam kertas saring pada masing-
masing pengenceran. Kemudian letakkan kertas
saring pada media agar Muller Hinton yang
sudah ditanami bakteri, sesuai konsentrasi.
Inkubasi selama 18-24 jam dalam suhu 37° C
lalu amati dan hitung zona hambat dengan
jangka sorong untuk menentukan nilai KHM.
Dengan metode yang sama, sebagai kontrol
positif menggunakan bubuk antibiotik sefepime
yang ditimbang 8 ug dan dilarutkan dengan 1 ml
aquadest steril. Sebagai kontrol negatif,
menggunakan aquadest steril. Metode
pengamatan dilakukan dengan mengamati dan
mengukur daerah zona hambat di sekitar kertas
saring pada media agar Muller Hinton yang telah
ditanami bakteri P. aeruginosa menggunakan
jangka sorong.

Data kemudian dianalisis secara diskriptif
dan statistik. Analisis statistik menggunakan uji
normalitas Shapiro Wilk, selanjutnya diuji
dengan uji korelasi sederhana bivariat untuk
mengetahui hubungan antara variabel bebas
terhadap variabel terikat dan dilanjutkan dengan
uji regresi logaritmik untuk mengetahui
pengaruh variabel bebas terhadap variabel
terikat. Data juga dianalisis dengan uji one way
anova. Analisis statistik dilakukan dengan
program SPSS versi 21.

Hasil Penelitian

Setelah dilakukan penelitian dan pengamatan
dengan 4 kali pengulangan dari aktivitas
antibakteri ekstrak etanol biji kakao (7. cacao)
terhadap pertumbuhan P. aeruginosa, diketahui
zona hambat mulai terbentuk pada konsentrasi
7,8 mg/ml hingga konsentrasi 1000 mg/ml. Hal
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ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji kakao
(T. cacao) mempunyai efek sebagai antibakteri
terhadap P. aeruginosa.

Tabel 1. Hasil interpretasi diameter zona bening daya
penghambatan oleh berbagai konsentrasi
ekstrak etanol biji kakao (T. cacao) terhadap
pertumbuhan P. aeruginosa.

Serial . Diameter Zona Hambat (mm) Rata- .
Konsentrasi Pengulangan rata Interpretasi
(mg/ml) M T v (S/R)
K (-) 0 0 0 0 0 R
7,81 6,70 7,60 8,00 7,00 7,30 S
15,26 8,40 7,70 8,40 7,60 8,00 S
31,25 8,30 8,30 7,60 10,00 8,50 S
62,50 8,50 9,00 8,30 8,80 8,70 S
125 10,00 10,90 12,10 12,30 11,30 S
250 10,90 11,60 11,90 13,50 12,00 S
500 11,00 13,10 12,30 14,00 12,60 S
1000 12,60 14,60 15,80 13,90 14,20 S
K (+) 18,00 17,50 20,80 19,00 18,80 S
S : sensitif
R : resisten

Daya antibakteri ekstrak etanol dapat
ditentukan dengan menetapkan nilai breakpoint.
Nilai breakpoint merupakan nilai batas dimana
suatu bakteri dinyatakan sensitif atau resisten.
Secara umum, apabila diameter zona hambat =
6mm, maka bakteri dinyatakan sensitif terhadap
suatu ekstrak dan apabila diameter zona
hambat < 6 mm, bakteri dinyatakan resisten [7].
Sehingga didapatkan nilai breakpoint pada
penelitian ini adalah 6 mm. Berdasarkan hasil
rata-rata zona hambat dari tabel 1, P
aeruginosa menunjukkan hasil yang sensitif
terhadap ekstrak etanol biji kakao pada semua
konsentrasi. Oleh karena itu, KHM breakpoint
ekstrak etanol biji kakao terhadap pertumbuhan
P. aeruginosa secara kualitatif adalah pada
konsentrasi 7,81 mg/ml.

Pembahasan

Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa
ekstrak etanol biji kakao ( T. cacao) terbukti
memiliki efek sebagai antibakteri terhadap P.
aeruginosa secara in vitro. Hal ini dibuktikan
dengan terbentuknya zona hambat
padapertumbuhan P. aeruginosa di sekitar
kertas saring setelah kontak denganekstrak
etanol biji kakao.
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Gambar 1. Zona Hambat dari Ekstrak Etanol Biji
Kakao (T.cacao) terhadap Pertumbuhan
P. aeruginosa.A. Konsentrasi 1000 mg/ml
B. Konsentrasi 500 mg/ml. C.
Konsentrasi 250 mg/ml D. Konsentrasi
125 mg/ml. E. Konsentrasi 62,50 mg/ml.
F. Konsentrasi 31,25 mg/ml. G.
Konsentrasi 15,62 mg/ml. H. Konsentasi
7,81 mg/ml

Pada kertas saring yang menyerapaquadest
sebagai kontrol negatif tidak terbentuk zona
hambat karena aquadest tidak memiliki
kemampuan antibakteri. Pada kertas saringyang
menyerap larutan sefepime sebagai kontrol
positif ~ terdapat zona  hambat. Halini
mengindikasikan bahwa sampel bakteri yang
digunakan adalah bakteri yangmasih hidup dan
sensitif terhadap sefepime. Sefepime dipilih
sebagai kontrol positif karena sefepime
merupakan suatu pilihan terapi empiris yang
digunakan dalam penatalaksanaan infeksi
karena P. aeruginosa. Mekanisme Kerja
sefepime yaitu menghambat sintesis dinding sel
mikroba dengan cara menghambat reaksi
transpeptidase tahap ketiga dalam rangkaian
reaksi pembentukan dinding sel [8]. Sejak
ditemukan banyak kasus MDR-PA, sefepime
terbukti masih dapat mengatasi banyak kasus
resistensi antibiotik oleh P. aeruginosa.

A B

Gambar 2. Kelompok Kontrol. A. Kontrol positif
dengan larutan sefepime 8 pg/ml.
B.Kontrol negatif dengan aquadest
steril
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Diketahui bahwa P. aeruginosa sensitif
terhadap ekstrak etanol biji kakao pada semua
konsentrasi. Penurunan diameter zona hambat
pertumbuhan P. aeruginosa seiring dengan
penurunan konsentrasi ekstrak etanol biji kakao,
hal terjadi karena pada pengenceran bertingkat
ekstrak etanol biji kakao terjadi pengurangan zat
aktif dari ekstrak etanol biji kakao sehingga efek
antibakterinya pun berkurang

Hasil uji normalitas  Shapiro  Wilk
menunjukkan data terdistribusi normal karena
didapatkan didapatkan nilai p = 0,110 (p > 0,05).
Dari uji korelasi didapatkan nilai p = 0,000 (p <
0,05) menunjukkan adanya pengaruh yang
signifikan antara variabel bebas (konsentrasi
ekstrak etanol biji kakao) terhadap veriabel
terikat (diameter zona hambat pertumbuhan P.
aeruginosa). Besar korelasi yaitu 0,943
menyatakan arah korelasi bersifat positifdan
keeratan hubungan sangat kuat. Artinya,
semakin tinggi konsentrasi (X)maka diameter
zona hambat yang terbentuk(Y)cenderung
semakin lebar.

Dose Response

15
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31,25 mg/ml 500 mg/ml

7,81 mg/ml 125 mg/ml

Konsentrasi

Gambar 3. Grafik Pengaruh Ekstrak Etanol Biji Kakao
terhadap Diameter Zona  Hambat
Pertumbuhan P. aeruginosa

Uji regresi linear menunjukkan adanya
pengaruh variabel terikat terhadap variabel
bebas. Persamaan garis regresi yang
terbentukadalah Y = 0,48 + 0,794X. Dari
persamaan garis regresi ini dapatdiketahui KHM
breakpoint kuantitatif, dengan memasukkan nilai
Y =6 sehingga didapatkan nilai X = 6,95. Hal ini
berarti pada konsentrasi 6,95 mg/ml ekstrak
etanol biji kakao mulai mampu menghambat
pertumbuhan P. aeruginosa secara efektif. Pada
uji  regresi juga didapatkan  koefisien
determinasi(R?) sebesar 0,890 yang artinya
sebesar 89 % keragaman pertumbuhan P.
aeruginosa ditentukan oleh besarnya
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konsentrasi ekstrak etanol biji kakao,sedangkan
9 % sisanya disebabkan oleh faktor lain.Pada uiji
hipotesis One Way Anova yang dilakukan pada
masing-masingkelompok, didapatkan perbedaan
yang bermakna.Didapatkan data bahwa
konsentrasi pada kelompok kontrolpositif
berbeda secara signifikan dengan seluruh
kelompok lain.

Ekstrak etanol biji kakao memiliki efek
sebagai antibakteri karena  mengandung
senyawa polifenol seperti flavonoid, katekin, dan
tannin. Flavonoid merupakan senyawa fenol
yang bekerja dengan cara denaturasi dan
koagulasi protein sel bakteri, mekanisme
tersebut menyebabkan rusaknya susunan dan
perubahan mekanisme permeabilitas dari
dinding sel bakteri [9]. Flavonoid juga memiliki
aktivitas antibakteri melalui hambatan fungsi
DNA gyrase bakteri sehingga kemampuan
replikasi dan translasi bakteri dihambat [4].
Katekin adalah senyawa polifenol alami,
berikatan dengan protein melalui ikatan
hydrogen sehingga mengakibatkan struktur
protein menjadi rusak. Sebagian besar struktur
dinding sel dan membran sitoplasma bakteri
mengandung protein dan lemak. Ketidakstabilan
pada dinding sel dan membran sitoplasma
bakteri menyebabkan fungsi permeabilitas
selekiif, fungsi pengangkutan aktif,
pengendalian susunan protein dari sel bakteri
menjadi  terganggu.  Gangguan integrasi
sitoplasma berakibat pada lolosnya
makromolekul, dan ion dari sel. Sel bakteri
menjadi kehilangan bentuknya, dan terjadilah
lisis [10]. Tanin akan menginaktivasi adhesi sel
mikroba yang terdapat pada permukaan sel dan
enzim yang terikat pada membran sel dan
polipeptida dinding sel sehingga akan
menyebabkan kerusakan pada dinding sel [4].
Mekanisme kerja tanin menyebabkan hilangnya
sifat permeabilitas membran sel, sehingga
keluar masuknya zat-zat seperti air, nutrisi,
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 untuk
pertumbuhan dan perkembangbiakan sel.

Simpulan dan Saran

Ekstrak etanol biji kakao (7. cacao)
mempunyai efek sebagai antibakteri terhadap
pertumbuhan P. aeruginosa secara in Vvitro.
Konsentrasi minimum ekstrak etanol biji kakao
(T. cacao) yang mampu menghambat
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pertumbuhan P. aeruginosa secara kualitatif
adalah pada konsentrasi 125 mg/ml dan secara
kuantitatif adalah di atas konsentrasi 6,95
mg/ml.

Perlu dilakukan uji lanjutan seperti uji secara
in vivo, uji toksisitas, dan uji klinis agar biji kakao
dapat dimanfaatkan secara maksimal.
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