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Abstract 
The cocoa bean shell extract of the semipolar fraction (ethyl acetate) contains a number of bioactive compounds in it that have 
the potential as an antimicrobial and antioxidant source. Extracts containing bioactive compounds can be affected by storage 
duration either in room temperature or refrigeration temperature. This study aims to determine the effect of long-time to the 
activity of antioxidants and antimicrobials on cocoa bean extract semipolar fraction. The research method used is experimental 
method followed by regression and correlation analysis. The independent variable (X) in this study is the length of storage of 
extracts (0, 8, 16 and 24 hours) with storage conditions of room temperature (27±1°C) and refrigeration temperature 
(5±1°C), while the dependent variable (Y) Is the result of observation of antioxidant activity and total phenol testing. Then 
the antimicrobial activity was analyzed descriptively against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results showed the 
total phenol and antioxidant activity of cocoa bean extract of semipolar fraction had a positive correlation with storage duration 
at room temperature and refrigeration temperature. Similarly, the antimicrobial activity of the extract was able to inhibit the 
growth of S. aureus by 99.86% to 94.781% during storage at room temperature and 99.86% to 96.42% during storage at 
refrigeration temperature. Then it can inhibit E. coli growth of 99,923% to 70,003% during storage at room temperature and 
99,923% to 76,799% during storage at refrigeration temperature.  
 
Keywords: Total phenol compound, antioxidant activity, antimicrobial activity 
 

Abstrak 
Ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar (etil asetat) mengandung sejumlah senyawa bioaktif di dalamnya 
yang berpotensi sebagai sumber antimikroba dan antioksidan. Ekstrak yang mengandung senyawa bioaktif 
dapat dipengaruhi oleh lama penyimpanan baik dalam kondisi suhu ruang maupun suhu refrigerasi. 
Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh lama simpan terhadap aktivitas antioksidan dan antimikroba 
pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar. Metode penelitian yang digunakan adalah metode 
eksperimental yang dilanjutkan dengan analisis regresi dan korelasi. Variabel bebas (X) pada penelitian ini 
adalah lama penyimpanan ekstrak (0, 8, 16 dan 24 jam) dengan kondisi penyimpanan suhu ruang (27±1°C) 
dan suhu refrigerasi (5±1°C), sedangkan variabel terikatnya (Y) adalah hasil pengamatan aktivitas 
antioksidan dan pengujian total fenol. Kemudian aktivitas antimikroba dianalisis secara deskriptif terhadap 
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Hasil penelitian menunjukkan nilai total fenol dan 
aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar memiliki korelasi positif dengan lama 
penyimpanan pada suhu ruang dan suhu refrigerasi. Demikian halnya pada aktivitas antimikroba ekstrak 
mampu menghambat pertumbuhan S. aureus sebesar 99,86% hingga 94,781% selama penyimpanan pada 
suhu ruang dan 99,86% hingga 96,42% selama penyimpanan pada suhu refrigerasi. Kemudian mampu 
menghambat pertumbuhan E. coli sebesar 99,923% hingga 70,003% selama penyimpanan pada suhu ruang 
dan 99,923% hingga 76,799% selama penyimpanan pada suhu refrigerasi.  
 
Kata kunci: Total fenol, aktivitas antioksidan, aktivitas antimikroba.  
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Pendahuluan 
Menurut Direktorat Jendral Perkebunan (2014) jumlah produksi buah kakao di Indonesia hingga 

tahun 2014 mencapai 709.331 ton. Tingginya angka produksi tersebut menjadikan buah kakao sebagai salah 
satu komoditas ekspor andalan nasional dan menjadikan Indonesia sebagai negara terbesar ketiga di dunia 
sebagai negara penghasil kakao setelah negara Pantai Gading dan Ghana (Kementrian Pertanian, 2015). 
Seiring dengan semakin tingginya angka produksi buah kakao dan berkembangnya industri pengolahan 
kakao, semakin tinggi pula produk sampingan atau limbah yang dihasilkan. Bagian dari buah kakao yang 
digunakan sebagai bahan baku cokelat adalah biji kakao kering dimana dari hasil pengolahan biji kakao kering 
tersebut menghasilkan produk sampingan atau limbah berupa kulit biji kakao.  

Kulit biji kakao merupakan bagian yang menyelubungi keping biji kakao kulit yang bentuknya tipis 
dengan tekstur lunak dan agak berlendir yang menyelubungi keping biji kakao, persentasenya berkisar 10-
16% dari keseluruhan bagian biji kakao kering (Fowler, 2009). Sejauh ini limbah kulit biji kakao hanya 
dimanfaatkan sebagai pakan ternak dan kompos padahal menurut beberapa hasil penelitian potensi kulit biji 
kakao untuk diolah lebih lanjut masih tinggi.  

Pada dasarnya kulit biji kakao masih memiliki nilai fungsional yang tinggi, yaitu mengandung 
sejumlah senyawa bioaktif di dalamnya. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Rindiantika (2013), kulit 
biji kakao mengandung senyawa fitokimia yaitu alkaloid, tanin, dan flavonoid pada keadaan segar dan setelah 
dikeringkan. Menurut Dewi (2013), hasil skrining fitokimia ekstrak kulit biji kakao fraksi etanol 70% 
mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan triterpenoid. Senyawa-senyawa tersebut merupakan 
senyawa aktif yang berpotensi sebagai antioksidan.  

Senyawa bioaktif khususnya flavonoid memiliki kemampuan yang berbeda untuk larut berdasarkan 
kepolarannya. Kepolaran pelarut dibagi menjadi tiga macam yaitu pelarut polar, semipolar, dan nonpolar 
(Day dan Underwood, 2002). Cara yang tepat untuk memaksimalkan kemampuan flavonoid sebagai 
antimikroba adalah memisahkan kepolaran pelarut pada ekstrak kulit biji kakao dengan proses fraksinasi 
(Miranti, 2004 dikutip Pangaribuan, 2014).  

Fraksinasi dapat dilakukan salah satunya melalui metode ekstraksi cair cair yakni proses ekstraksi 
dimana zat yang diekstraksi terdapat di dalam campuran yang berbentuk cair. Metode pemisahan secara 
ekstraksi cair-cair bergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak, yaitu pelarut polar akan 
melarutkan senyawa polar dan pelarut non polar akan melarutkan senyawa nonpolar (Babu dan Anggira, 
2003). Pelarut yang digunakan pada proses fraksinasi adalah air, etil asetat, dan heksan. Menurut Carey dan 
Sunberg (2007), heksan tergolong sebagai pelarut nonpolar, etil asetat tergolong sebagai pelarut semipolar, 
dan air tergolong sebagai pelarut polar.  

Menurut penelitian Pangaribuan (2014), dilaporkan bahwa ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
dengan metode ekstraksi cair-cair secara kualitatif mengandung senyawa fitokimia yaitu alkaloid, flavonoid, 
tanin, dan triterpenoid. Sedangkan secara kuantitatif, senyawa-senyawa yang dominan dalam ekstrak kulit 
biji kakao fraksi semipolar diantaranya senyawa kafein (28,73%), asam heksadekanoat (12,20%), asam 
propionat (6,54%), dan teobromin (6,14%), (Pangaribuan, 2014). Ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
memiliki efektivitas paling tinggi dalam menghambat bakteri pathogen yaitu Staphylococcus aureus dan 
Escherichia coli yakni dapat menghambat bakteri S.aureus dan E.coli (zona bening rata-rata : 18,58 mm) 
dibandingkan fraksi polar (zona bening rata-rata : 12,17 mm) dan nonpolar (zona bening rata-rata : 9,83 
mm).  

Sementara dalam hal antioksidan, menurut penelitian Prakoso (2016) dengan metode fraksinasi 
yang sama pada fraksi semipolar diperoleh nilai IC50 2499,46 ppm, di mana Inhibition Concentration (IC50) 
merupakan konsentrasi suatu zat antioksidan yang dapat menyebabkan 50% DPPH kehilangan karakter 
radikal atau konsentrasi suatu zat antioksidan yang memberikan penghambatan 50%. DPPH sendiri 
merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu kamar dan sering digunakan untuk mengevaluasi aktivitas 
antioksidan beberapa senyawa atau ekstrak bahan alam.  

Dalam beberapa hasil penelitian, masa simpan suatu bahan pada suhu ruang yang mengandung 
komponen senyawa bioaktif dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan dan efektifitas antimikroba pada 
bahan tersebut. Menurut Durairaj, dkk (2009), ekstrak bawang putih yang disimpan di suhu ruang akan 
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mengalami penurunan aktivitas antibakteri dari hari ke hari dan kehilangan aktivitasnya setelah hari ke 7. 
Menurut Dwiyanti dan Nurani (2014), lama penyimpanan dan lama penyeduhan berpengaruh signifikan 
terhadap aktivitas antioksidan teh rosela dimana aktivitas antioksidan terbaik dari teh rosela adalah teh 
dengan lama penyeduhan 20 menit dan lama penyimpanan 0 hari dan semakin menurun sebanding dengan 
lama penyeduhan dan juga penyimpanan yang semakin lama. Menurut Widarta dan Arnata (2014), ekstrak 
bekatul beras merah yang di dalamnya terkandung senyawa fenolik setelah penyimpanan 12 jam dalam suhu 
ruang dengan adanya 1% oksidator dan pada berbagai buffer pH menurun aktivitas antioksidannya sebesar 
4,33-5,74%.  

Selain dipengaruhi penyimpanan pada suhu ruang, Javanmardi dan Kubota (2006) dikutip Evelin, 
dkk (2014) menyatakan bahwa perubahan aktivitas antioksidan juga dapat berlangsung pada suhu rendah 
atau suhu refrigerasi selama penyimpanan. Perubahan ini berlangsung oleh karena komponen-komponen 
yang berpotensi sebagai antioksidan mengalami penurunan selama penyimpanan dingin (4-7°C) (Rice-Evans 
dan Packer, 2003; Papadopoulos, 2008; Combs, 2008 dikutip Evelin, dkk 2014).  

Penelitian mengenai kestabilan senyawa bioaktif dalam ekstrak kulit biji kakao belum banyak 
dilakukan. Untuk itu perlu dilakukan penelaahan lebih lanjut mengenai kestabilan ekstrak kulit biji kakao 
sebagai antioksidan dan antimikroba selama penyimpanan pada suhu ruang dan suhu refrigerasi. 
 
Metode Penelitian 

1. Bahan Percobaan  
Bahan baku yang digunakan pada percobaan adalah kulit biji kakao tipe Forastero yang didapatkan dari 

Perkebunan Kakao Swasta di daerah Jawa Barat. Bahan – bahan yang digunakan untuk ekstraksi adalah 
akuades, etil asetat, heksan, dan etanol 70%. Bahan-bahan yang digunakan untuk analisis kandungan pelarut 
adalah H2SO4 dan K2Cr2O7. Bahan – bahan yang digunakan untuk analisis antioksidan adalah reagen 
Folin-Ciocalteu 50%, Na2CO3 7%, metanol, dan DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil). Bahan – bahan 
yang digunakan untuk analisis antimikroba adalah aquades, spiritus, media NA (Nutrient Agar), media NB 
(Nutrient Broth), kultur murni E.coli, S.aureus, larutan BaCl2 dan H2SO4. 4.2.2  

2. Alat Percobaan  
Alat-alat yang digunakan pada percobaan yaitu fin tip, kapas, kassa, ose, spatula, ball pipet, tabung reaksi, 

corong, cawan petri, rak tabung, jar ektraksi, corong pemisah, waterbath, mikropipet, pipet ukur, bunsen, 
gelas ukur, beaker glass, labu ukur, erlenmeyer, alumunium foil, clingwrap, corong pisah, ayakan Tyler, 
vacuum filter, grinder, vortex, rotary evaporator vacuum, autoclave, inkubator, vortex, spektrofotometer 
uv-vis dan refrigerator. 

3. Metode 
Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimental yang dianalisis secara deskriptif dan 

dilanjutkan dengan analisis regresi dan korelasi untuk memprediksi variabel terikat (Y) bila variabel bebas 
diketahui. Variabel bebas (X) pada penelitian ini adalah lama penyimpanan ekstrak, sedangkan variabel 
terikatnya (Y) adalah hasil pengujian aktivitas antioksidan dan nilai total fenol. Kemudian untuk pengamatan 
profil ekstrak kulit biji kakao, pengujian kualitatif alkohol, dan uji aktivitas antimikroba dianalisis secara 
desktriptif.  

Penelitian dilakukan terhadap kulit biji kakao kering yang dimaserasi menggunakan pelarut etanol 70% 
menghasilkan ekstrak kulit biji kakao fraksi larut etanol 70%. Kemudian dilakukan fraksinasi metode 
ekstraksi cair-cair untuk menghasilkan fraksi semipolar ekstrak kulit biji kakao. Proses fraksinasi 
menggunakan corong pisah dengan pelarut heksan, etil asetat, dan akuades, menghasilkan fraksi polar 
(akuades), fraksi semipolar (etil asetat), fraksi nonpolar (heksan).  

Kemudian ekstrak dari ketiga fraksi tersebut hanya digunakan fraksi semipolar saja untuk dianalisis dan 
diketahui bagaimana karakteristik aktivitas antimikroba dan antioksidannya selama penyimpanan. Kondisi 
penyimpanan dilakukan dalam suhu refrigerasi (5±1°C) dan suhu ruang (27±1°C). Analisis nilai total fenol 
menggunakan metode Folin-Ciocalteu, aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dan aktivitas 
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antimikroba menggunakan metode dilusi. Pengamatan pada penelitian ini dilakukan sebanyak 2 kali ulangan 
dengan lama penyimpanan selama 24 jam dan dianalisis setiap 8 jam yakni pada jam ke-0, 8, 16, dan 24. 
 
Hasil dan Pembahasan 

Proses ekstraksi kulit biji kakao hingga diperoleh ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar dilakukan 
dalam beberapa tahapan proses. Tahapan proses pembuatan ekstrak kulit biji kakao dapat dilihat pada 
Gambar 1. 
 

 
Gambar 1. Diagram Tahapan Proses Pembuatan Ekstrak Kulit Biji Kakao Fraksi Semipolar 

 
 Senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak kulit biji kakao dapat dipengaruhi oleh faktor luar. 
Menurut Pokorny et al, (2001) beberapa faktor yang mempengaruhi diantaranya oksidasi akibat dari paparan 
cahaya selama penyimpanan. Oleh karena itu selama penyimpanan digunakan botol kaca berwarna gelap 
yang bertujuan untuk menghindari oksidasi senyawa aktif selama penyimpanan akibat pengaruh cahaya 
matahari. Pengamatan profil ekstrak kulit biji kakao dilakukan pada ekstrak kulit biji kakao larut etanol 70% 
dan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar yang meliputi warna, aroma, dan rendemen. Profil dari ekstrak 
kulit biji kakao larut etanol 70% dan fraksi semipolar disajikan pada Tabel 1. 
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Tabel 1. Profil Ekstrak Kulit Biji Kakao Larut Etanol 70% dan Fraksi Semipolar 

 
 
1. Warna 

Warna dari ekstrak kulit biji kakao awal (sebelum fraksinasi) yang dimaserasi menggunakan 
pelarut etanol 70% adalah coklat pekat. Woo (2004) dikutip Ginting (2014), menyatakan bahwa 
warna ekstrak murni tanpa fraksinasi akan semakin gelap karena mengidentifikasikan bahwa ekstrak 
tersebut memiliki kandungan flavonoid yang lebih besar. Menurut Harbone (1987), warna coklat 
pada ekstrak disebabkan oleh adanya kandungan senyawa flavonoid dan quinon. Quinon dapat 
membentuk kompleks dengan asam amino dan protein serta mengalami polimerisasi dengan 
flavonoid untuk membentuk tanin dengan berat molekul tinggi.  



ISSN: 2926-3545 
Prosiding SAINTEK: Sains dan Teknologi Vol.3 No.1 Tahun 2024 

Call for papers dan Seminar Nasional Sains dan Teknologi Ke-3 2024 
Fakultas Teknik, Universitas Pelita Bangsa, Januari 2024 

Prosiding SAINTEK: Sains dan Teknologi Vol.3 No.1 Tahun 2024 549 
 

Tanin akan membentuk kompleks dengan protein melalui ikatan hidrogen dan 
menghasilkan pigmen tak larut air berwarna coklat yang memberikan warna khas kakao (Afoakwa 
et al., 2012). Selain itu, warna coklat pada ekstrak kulit biji kakao juga disebabkan karena kandungan 
golongan polifenolik pada kakao menyebabkan warna coklat yang dihasilkan pada ekstrak dan 
bermanfaat sebagai antioksidan (Fowler, 2009). 

Ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar yang menggunakan pelarut etil asetat memiliki 
warna cokelat kekuningan. Adanya warna kuning pada ekstrak kulit biji kakao fraksi ini dikarenakan 
senyawa tanin yang sifatnya semipolar seperti proantosianidin (Septiana dan Ari, 2012). Tanin yang 
dapat larut dalam senyawa etil asetat diduga adalah tanin jenis oligomerik, tanin jenis ini termasuk 
ke dalam tanin terkondensasi yang memiliki kelarutan yang baik dalam etil asetat, hal ini didukung 
oleh pernyataan Contis et al. (1998) yaitu hanya tanin monomerik dan proantosianidin dimerik yang 
dapat larut dalam etil asetat. 

 
2. Aroma 

Aroma ekstrak kulit biji kakao yang diekstrak menggunakan pelarut etanol 70% adalah 
aroma kakao. Aroma kakao yang timbul ini terbentuk dari reaksi antara prekursor aroma kakao 
(asam amino bebas dan peptida) dengan gula melalui reaksi Maillard yang menghasilkan komponen 
aroma seperti alkohol, eter, furan, tiazol, piron, asam, ester, aldehida, imina, amina, oksazol, pirazin, 
dan pirol (Misnawi dan Ariza, 2011). Saat ini sudah ditemukan sekitar 200 macam senyawa 
komponen aroma kakao (Minifie, 1988), diantaranya terdapat 30 macam senyawa pyrazine, 10 
pyrole dan 15 furan (Reinecceus et al., 1972).  

Ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar yang difraksinasi dari ekstrak kulit biji kakao larut 
etanol 70% menggunakan etil asetat memiliki aroma kakao yang lebih lemah dan memiliki bau 
senyawa eteris. Aroma kakao yang dihasilkan lebih lemah karena senyawa prekursor yang terlarut 
di dalam etil asetat lebih sedikit jenisnya, contohnya senyawa pyrazine yang merupakan senyawa 
prekursor aroma kakao agak sulit larut dalam eter, dan kloroform (Dirjen POM, 1995). Aroma 
senyawa eteris diakibatkan karena aroma pelarut dalam ekstrak yaitu etil asetat yang memiliki bau 
yang menyengat seperti bau lem atau pembersih kuku (aseton), bau yang menyengat tersebut 
disebabkan karena etil asetat termasuk ke dalam golongan senyawa ester yang memiliki sifat volatil. 
 
3. Rendemen 

Rendemen pada ekstrak kulit biji kakao dengan pelarut etanol 70% yaitu 26% sedangkan 
ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar yaitu 15,13%. Nilai rendemen didapatkan dari volume 
ekstrak setelah dipekatkan dibandingkan dengan berat awal sampel yang diekstrak sebelum 
dipekatkan. Jumlah rendemen yang dihasilkan berbeda tergantung pada volatilitas pelarut, semakin 
rendah titik didih dari pelarut maka volatilitasnya semakin tinggi karena titik uapnya semakin 
rendah, sedangkan semakin tinggi titik didihnya maka volatilitasnya semakin rendah (Henrickson, 
2005). Etanol dan etil asetat masing-masing memiliki titik didih 78,37°C dan 77,1°C (Sutresna, 
2006). Semakin volatil maka saat dipekatkan volumenya akan semakin sedikit dan menghasilkan 
rendemen yang kecil. 
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Pengujian Kualitatif Alkohol 
Pengujian alkohol secara kualitatif dilakukan pada ekstrak kulit biji kakao setelah maserasi 

etanol 70% dan setelah diperoleh ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar menggunakan pelarut etil 
asetat yang masing-masing telah melalui proses pemekatan menggunakan rotary evaporator. 
Pengujian alkohol secara kualitatif dilakukan untuk mengetahui masih ada atau tidaknya residu 
alkohol yang digunakan sebagai pelarut dalam pembuatan ekstrak kulit biji kakao yakni pelarut 
etanol 70% yang tergolong dalam kelompok alkohol dan etil asetat yang merupakan ester dari 
etanol dan asam asetat (Daniel, 2010). Pengujian kualitatif alkohol disajikan dalam Tabel 2 

 
Tabel 2. Hasil Pengujian Alkohol Secara Kualitatif 

 
 
Pengujian alkohol dalam ekstrak diuji secara oksidasi menggunakan larutan K2Cr2O7. 

Prinsip dari pengujian ini adalah berdasarkan reaksi redoks antara etanol dengan kalium dikromat 
dalam suasana asam dengan penambahan H2SO4. Alkohol primer dan sekunder dengan 
penambahan K2Cr2O7 dalam suasana asam akan mengalami perubahan warna dari larutan 
berwarna jingga menjadi hijau kebiruan. K2Cr2O7 merupakan oksidator kuat sehingga dalam 
kondisi yang mengandung alkohol akan mengalami reduksi. Jumlah Cr2O7 2- yang direduksi oleh 
etanol menunjukkan kadar etanol dalam suatu larutan (Bertram, 2002)  

Berdasarkan hasil pengujian, kandungan alkohol pada ekstrak adalah negatif yang 
menunjukkan residu alkohol sudah tidak terdapat dalam ekstrak. Etanol memiliki titik didih 78,4°C 
dan bersifat mudah menguap (Sutresna, 2006). Oleh karena itu, hasil negatif tersebut dimungkinkan 
karena sifat etanol yang mudah menguap sehingga setelah proses pemekatan menggunakan rotary 
evaporator pada suhu 45°C etanol sudah dapat teruapkan seluruhnya.  

Berdasarkan hasil pengujian alkohol secara kualitatif terhadap ekstrak kulit biji kakao fraksi 
semipolar (Tabel 8) menunjukkan bahwa hasil pengujian adalah negatif. Sama halnya seperti etanol, 
etil asetat bersifat mudah menguap dengan titik didih 77,1 °C (Sutresna, 2006). Akan tetapi dalam 
pengamatan profil ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar (Tabel 7) menunjukkan bahwa aroma 
dari ekstrak tersebut adalah aroma senyawa eteris yang diduga dihasilkan oleh pelarut etil asetat 
yang bersifat volatil dan memiliki aroma yang menyengat.  
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Berdasarkan kedua hasil tersebut, diduga dalam ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
masih terdapat residu pelarut yang digunakan pada saat fraksinasi yakni etil asetat. Etil asetat sendiri 
merupakan senyawa hasil dari proses esterifikasi antara etil asetat dan etanol (Fessenden, 1982). 
Reaksi esterifikasi pembentukan etil asetat dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Reaksi Esterifikasi Pembentukan Etil Asetat  

(Fessenden, 1982) 
 

Menurut Fessenden (1982), produk yang dihasilkan dari proses esterifikasi tersebut yakni 
etil asetat dan air. Oleh karena itu, etanol yang merupakan senyawa pembentuk etil asetat diduga 
tidak terdapat dalam etil asetat maupun dalam ekstrak sehingga hasil pengujian alkohol secara 
kualitatif yang dihasilkan adalah negatif. 
 
 
Total Fenol Ekstrak Kulit Biji Kakao Fraksi Semipolar Selama Penyimpanan 

Hasil pengujian total fenol menunjukkan adanya pengaruh lama penyimpanan terhadap 
nilai total fenol pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar. Pengaruh lama penyimpanan ekstrak 
kulit biji kakao fraksi semipolar pada suhu ruang terhadap nilai total fenol disajikan dalam Gambar 
3. 
 

 
Gambar 3. Total Fenol Selama Penyimpanan Suhu Ruang 
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Berdasarkan hasil pengujian total fenol ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar selama 
penyimpanan pada suhu ruang menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat dan berkorelasi 
positif antara lama penyimpanan dengan nilai total fenol dalam ekstrak dengan ditunjukkannya nilai 
koefisien determinasi sebesar 0,8987 (Sudjana, 2002). Sama halnya dengan kondisi penyimpanan 
suhu ruang, lama penyimpanan dalam kondisi suhu refrigerasi mempengaruhi nilai total fenol. 
Pengaruh lama penyimpanan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar pada suhu refrigerasi terhadap 
nilai total fenol disajikan dalam Gambar 4. 
 
 

 
Gambar 4. Total Fenol Selama Penyimpanan Suhu Refrigerasi 

  
Berdasarkan hasil pengujian total fenol ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar selama 

penyimpanan pada suhu refrigerasi, menunjukkan nilai koefisien determinasi adalah sebesar 0,8557. 
Nilai koefisien determinasi tersebut menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat dan korelasi 
positif antara lama penyimpanan dengan nilai total dalam ekstrak (Sudjana, 2002). Laju penurunan 
nilai total fenol selama penyimpanan dapat diamati berdasarkan hasil analisis nilai koefisien regresi. 
Hasil analisis koefisien regresi terhadap nilai total fenol selama penyimpanan dapat diamati pada 
Tabel 3. 

 
Tabel 3. Nilai Koefisien Regresi Nilai Total Fenol Selama Penyimpanan 

 
 
Berdasarkan hasil analisis pada Tabel 3, apabila dibandingkan antara kondisi penyimpanan 

suhu ruang dan suhu refrigerasi, nilai total fenol pada kondisi penyimpanan suhu ruang lebih tinggi 
laju penurunannya dibandingkan penyimpanan suhu refrigerasi dengan ditunjukkannya nilai 
koefisien regresi sebesar 0,1608 mg/100gram/jam sedangkan pada kondisi penyimpanan suhu 
refrigerasi menunjukkan laju penurunan nilai total fenol yang lebih rendah dengan ditunjukkannya 
nilai koefisien regresi sebesar 0,1171 mg/100gram/jam. 
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 Jumlah senyawa fenolik yang terdapat pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
berkaitan dengan kepolaran pelarut dan tingkat kelarutan senyawa aktif dalam polaritas yang 
berbeda-beda. Total fenolik yang terkandung dalam fraksi semipolar lebih rendah dibandingkan 
dengan ekstrak kulit biji kakao tanpa fraksinasi dan fraksi polar, namun lebih tinggi dari fraksi 
nonpolar (Prakoso, 2016). Senyawa fenolik yang terlarut dalam fraksi semipolar antara lain alkaloid, 
tanin, triterpenoid, saponin, dan flavonoid (Pangaribuan, 2014).  

Penurunan nilai total fenol selama penyimpanan diakibatkan ekstrak kulit biji kakao fraksi 
semipolar mengandung senyawa metabolit sekunder salah satunya flavonoid yang mudah 
teroksidasi. Menurut Pokorny et al, (2001) beberapa faktor yang mempengaruhi tingkat oksidasi 
diantaranya, kondisi pengolahan, tekanan oksigen, suhu, radiasi cahaya dan penyimpanan.  

Kondisi pengolahan umumnya melibatkan proses pemanasan. Pada persiapan ekstrak kulit 
biji kakao fraksi semipolar dilakukan proses pemanasan menggunakan rotary evaporator. Proses 
tersebut dilakukan sebanyak dua kali diantaranya pada ekstrak hasil maserasi menggunakan etanol 
70% dan setelah fraksinasi. Lamanya proses pemanasan tersebut dapat mempengaruhi kandungan 
senyawa fenol pada ekstrak. Menurut Di Mattia et al., (2013) kandungan polifenol pada biji kakao 
dan produk olahannya sangat dipengaruhi oleh proses pengolahan diantaranya proses pengeringan 
dan penyangraian, proses tersebut melibatkan suhu tinggi yang mengakibatkan terjadinya proses 
perombakan dan penguraian senyawa polifenol.  

Kondisi penyimpanan melibatkan faktor suhu, radiasi cahaya dan oksigen pada lingkungan 
selama dilakukan penyimpanan. Jika dibandingkan antara penyimpanan suhu ruang dan suhu 
refrigerasi, penyimpanan suhu refrigerasi menunjukkan laju penurunan yang lebih rendah 
dibandingkan pada penyimpanan suhu ruang (Tabel 9). Hal tersebut dikarenakan suhu 
penyimpanan pada kondisi penyimpanan suhu ruang yang lebih tinggi dibandingkan suhu 
refrigerasi. Semakin tinggi suhu yang digunakan, semakin cepat terjadinya reaksi-reaksi kimia 
(Frazier dan Westhoff, 1978). Penyimpanan pada suhu refrigerasi merupakan salah satu cara untuk 
mengawetkan bahan, karena suhu refrigerasi dapat menghambat reaksi-reaksi kimia dalam bahan. 
Pada umumnya setiap penurunan suhu 10°C kecepatan reaksi akan berkurang kira-kira menjadi 
setengahnya dan sekaligus (Parker, 2003).  

Keberadaan oksigen juga dapat mempengaruhi degradasi komponen fenolik dalam ekstrak. 
Hal tersebut dikarenakan sifat dari senyawa fenolik yang mudah teroksidasi sehingga rentan 
terhadap degradasi oksidatif dalam berbagai tahapan selama proses persiapan dan juga selama 
penyimpanan. Keberadaan oksigen dapat mempercepat degradasi senyawa fenol melalui 
mekanisme oksidatif langsung atau melalui peran enzim pengoksidasi (Patras dkk., 2010). 
Sementara paparan cahaya matahari diduga tidak mempengaruhi penurunan senyawa fenol yang 
terjadi pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar. Hal tersebut dikarenakan penggunaan botol 
kaca berwarna gelap yang dapat menghindari ekstrak dari pengaruh tersebut. 
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Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kulit Biji Kakao Fraksi Semipolar Selama Penyimpanan 

 
Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kulit Biji Kakao Fraksi Semipolar Selama Penyimpanan Hasil 
pengujian aktivitas antioksidan (Lampiran 3) selama penyimpanan pada suhu ruang maupun suhu 
refrigerasi menunjukkan adanya pengaruh antara lamanya penyimpanan dengan aktivitas 
antioksidan. Aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar selama penyimpanan 
pada suhu ruang ditentukan berdasarkan nilai IC50 (Inhibitory Concentration) yang disajikan pada 
Gambar 5. 
 

 
Gambar 5. Nilai IC50 Selama Penyimpanan Suhu Ruang 

 
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 

selama penyimpanan pada suhu ruang (Gambar 5) menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat 
antara lama penyimpanan dengan nilai IC50 yang menunjukkan aktivitas antioksidan dalam ekstrak 
dengan ditunjukkannya nilai koefisien determinasi sebesar 0,9476 (Sudjana, 2002). Sama halnya 
dengan kondisi penyimpanan suhu ruang, lama penyimpanan dalam kondisi suhu refrigerasi 
mempengaruhi aktivitas antioksidan dalam ekstrak. Pengaruh lama penyimpanan ekstrak kulit biji 
kakao fraksi semipolar pada suhu refrigerasi terhadap nilai total fenol disajikan dalam Gambar 6. 

  

 
Gambar 6. Nilai IC50 Selama Penyimpanan Suhu Refrigerasi 
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Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar selama 
penyimpanan pada suhu refrigerasi (Gambar 23) menunjukkan nilai koefisien determinasi sebesar 
0,9813. Nilai koefisien determinasi tersebut menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat dan 
berkorelasi positif antara lama penyimpanan dengan aktivitas antioksidan dalam ekstrak (Sudjana, 
2002). Nilai IC50 (Inhibitory Concentration) menunjukkan kemampuan antoksidan mereduksi 
50% konsentrasi radikal bebas DPPH. Semakin tinggi nilai IC50 maka aktivitas antioksidan 
semakin rendah, sebaliknya nilai IC50 yang semakin rendah menunjukkan aktivitas antioksidan 
yang tinggi (Molyneux, 2004). Laju peningkatan nilai IC50 selama penyimpanan dapat diamati 
berdasarkan hasil analisis nilai koefisien regresi. Hasil analisis koefisien regresi terhadap nilai IC50 
selama penyimpanan dapat diamati pada Tabel 4. 
 

Tabel 4. Nilai Koefisien Regresi Nilai IC50 Selama Penyimpanan 

 
 
Berdasarkan hasil analisis yang disajikan pada Tabel 4,  apabila dibandingkan antara kondisi 

penyimpanan suhu ruang dan suhu refrigerasi, laju peningkatan nilai IC50 pada kondisi 
penyimpanan suhu refrigerasi selama penyimpanan lebih rendah dengan ditunjukkannya nilai 
koefisien regresi sebesar 15,509 ppm/jam sedangkan pada kondisi penyimpanan suhu ruang 
menunjukkan nilai koefisien regresi yang lebih besar yakni 19,587 ppm/jam yang menunjukkan laju 
peningkatan nilai IC50 pada kondisi suhu ruang lebih tinggi dibandingkan pada kondisi suhu 
refrigerasi. Nilai IC50 semakin meningkat seiring lamanya penyimpanan dan nilai tersebut lebih 
tinggi tingkat peningkatannya dalam kondisi penyimpanan suhu ruang dibandingkan pada kondisi 
penyimpanan suhu refrigerasi.  

Hasil tersebut sama seperti yang terjadi pada nilai total fenol yang juga mengalami 
penurunan selama penyimpanan dikarenakan senyawa-senyawa fenolik merupakan senyawa yang 
berperan sebagai antioksidan. Menurut Kalt et, al (1999) aktivitas antioksidan dan nilai total fenol 
memiliki korelasi yang sangat kuat diantara keduanya. Hasil analisis hubungan antara nilai total 
fenol dan nilai IC50 selama penyimpanan suhu ruang menunjukkan hubungan yang berkorelasi 
positif diantara keduanya. Hubungan antara nilai total fenol dan nilai IC50 disajikan dalam Gambar 
7. 
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Gambar 7. Hubungan Total Fenol dan IC50 Selama Penyimpanan Suhu Ruang 

 
Berdasarkan hasil analisis hubungan nilai total fenol dan nilai IC50 ekstrak kulit biji kakao 

fraksi semipolar selama penyimpanan suhu ruang (Gambar 7), menunjukkan nilai koefisien 
determinasi pada hasil analisis tersebut sebesar 0,8399. Nilai koefisien determinasi tersebut 
menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat dan berkorelasi positif antara nilai total fenol 
dengan aktivitas antioksidan dalam ekstrak selama penyimpanan pada suhu ruang (Sudjana, 2002). 
Sama halnya dengan kondisi penyimpanan suhu ruang, lama penyimpanan dalam kondisi suhu 
refrigerasi juga menunjukkan adanya hubungan yang berkorelasi positif antara nilai total fenol dan 
nilai IC50 yang menunjukkan aktivitas antioksidan dalam ekstrak. Hubungan tersebut disajikan 
dalam Gambar 7. 

 
Gambar 8. Hubungan Total Fenol dan IC50 Selama Penyimpanan Suhu Refrigerasi 

Berdasarkan hasil analisis hubungan nilai total fenol dan nilai IC50 ekstrak kulit biji kakao 
fraksi semipolar selama penyimpanan suhu refrigerasi (Gambar 8), menunjukkan nilai koefisien 
determinasi pada hasil analisis tersebut sebesar 0,8884. Nilai koefisien determinasi tersebut 
menunjukkan adanya pengaruh yang sangat kuat dan berkorelasi positif antara nilai total fenol 
dengan aktivitas antioksidan dalam ekstrak selama penyimpanan pada suhu refrigerasi (Sudjana, 
2002).  
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Menurut Wiboonsirikul et al (2007), kadar total fenolik memiliki korelasi yang linier dengan 
aktivitas antioksidan. Zheng et al (2011) juga melaporkan bahwa terdapat korelasi yang positif 
antara kadar total fenol dengan penghambatan DPPH. Berdasarkan hasil analisis pada Gambar 7 
dan Gambar 8, ditunjukkan bahwa semakin menurun nilai total fenol semakin menurun pula 
aktivitas antioksidan yang terkandung dalam ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar. Oleh karena 
itu, nilai IC50 yang menunjukkan aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
mengalami penurunan seperti yang terjadi pada nilai total fenol.  

Jumlah senyawa fenolik yang terdapat pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar 
berkaitan dengan kepolaran pelarut dan tingkat kelarutan senyawa aktif dalam polaritas yang 
berbeda-beda. Oleh karena itu sama halnya dengan senyawa fenol, aktivitas antioksidan dalam 
fraksi semipolar lebih rendah dibandingkan dengan ekstrak kulit biji kakao tanpa fraksinasi dan 
fraksi polar, namun lebih tinggi dari fraksi nonpolar (Prakoso, 2016). Berdasarkan hasil pengujian 
aktivitas antioksidan (Lampiran 3) nilai IC50 pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar tergolong 
ke dalam aktivitas antioksidan sangat lemah karena berada pada >600 ppm (Molyneux, 2004). 
Aktivitas antioksidan tersebut semakin melemah seiring dengan semakin lamanya waktu 
penyimpanan.  

Menurut Es-Safi, et al (2007) aktivitas antioksidan yang lebih tinggi akan dihasilkan pada 
senyawa fenolik yang mempunyai jumlah gugus hidroksil yang lebih banyak pada inti flavonoidnya. 
Oleh karena itu, selain dipengaruhi oleh kepolaran pelarut, lemahnya aktivitas peredaman radikal 
bebas senyawa fenol diyakini dipengaruhi oleh jumlah gugus hidroksil dalam molekulnya. Menurut 
Fukumoto dan Mazza (2000), aktivitas antioksidan akan meningkat dengan bertambahnya gugus 
hidroksil dan akan menurun dengan adanya gugus glikosida. Menurut Harborne (1987), flavonoid 
dalam tumbuhan sering terdapat sebagai glikosida (flavonoid glikosida) dan jarang ditemukan dalam 
bentuk flavonoid tunggal sehingga dapat menurunkan aktivitas antioksidannya. 

Faktor lain yang juga berpengaruh pada aktivitas antioksidan adalah proses. Lemahnya 
aktivitas antioksidan diduga karena adanya proses pemisahan melalui proses fraksinasi dan juga 
proses pemanasan melalui rotary evaporator yang lebih lama dibandingkan dengan ekstrak kulit biji 
kakao tanpa fraksinasi. Salah satu faktor fisik yang dapat mempengaruhi stabilitas antioksidan 
adalah pemanasan, senyawa antioksidan memiliki sifat tidak stabil dan mudah rusak akibat 
pemanasan, oleh karena itu pada kondisi tersebut kurang mampu mereduksi radikal bebas dengan 
baik (Laleh, et al, 2006). Selain itu menurut Dwiyanti dan Nurani (2014) melaporkan bahwa aktivitas 
antioksidan dari teh rosela semakin menurun seiring dengan semakin lamanya proses penyeduhan. 
 
Aktivitas Antimikroba Ekstrak Kulit Biji Kakao Fraksi Semipolar Selama Penyimpanan  

Pengujian aktivitas antimikroba dilakukan terhadap dua jenis bakteri patogen yakni S.aureus 
dan E.coli. Hasil pengujian aktivitas antimikroba selama penyimpanan disajikan pada Tabel 5. 
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Tabel 5. Hasil Pengujian Aktivitas Antimikroba Selama Penyimpanan 

 
 
Berdasarkan hasil pengujian (Tabel 5), ditunjukkan bahwa aktivitas antimikroba fraksi 

semipolar menunjukkan adanya penurunan sejak penyimpanan ekstrak selama 8 jam dan 
selanjutnya mengalami penurunan di jam ke-16 dan jam ke-24. Penurunan aktivitas tersebut terjadi 
pada penyimpanan suhu ruang dan suhu refrigerasi, akan tetapi penyimpanan pada suhu refrigerasi 
menunjukkan penurunan yang lebih rendah. Hasil tersebut dikarenakan senyawa-senyawa fenolik 
yang berperan sebagai antimikroba pada ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar lebih stabil pada 
penyimpanan suhu refrigerasi. Sama halnya seperti pengaruh penyimpanan terhadap total fenol dan 
aktivitas antioksidan kondisi tersebut diakibatkan suhu penyimpanan pada suhu ruang yang lebih 
tinggi.  

Senyawa fenolik yang terlarut dalam fraksi semipolar antara lain alkaloid, tanin, triterpenoid, 
saponin, dan flavonoid (Pangaribuan, 2014). Senyawa fenol mampu berperan sebagai antimikroba 
dengan cara memutuskan ikatan silang peptidoglikan dalam upayanya menerobos dinding sel. 
Setelah menerobos dinding sel, senyawa fenol dapat menyebabkan kebocoran nutrien sel dengan 
merusak ikatan hidrofobik komponen penyusun membran sel seperti protein dan fosfolipid serta 
larutnya komponen-komponen yang berikatan secara hidrofobik yang berakibat meningkatnya 
permeabilitas membran. Terjadinya kerusakan pada membran sel berakibat terhambatnya aktivitas 
dan biosintesis enzim-enzim spesifik yang diperlukan dalam reaksi metabolisme (Davidson dan 
Branen, 2005).  

Berdasarkan hasil pengujian (Tabel 5), menunjukkan bahwa penghambatan ekstrak lebih 
efektif terhadap bakteri S.aureus dibandingkan terhadap E.coli. Persentase penghambatan terhadap 
S.aureus mulai penyimpanan selama 0 jam pada kondisi penyimpanan suhu ruang maupun 
refrigerasi adalah sebesar 99,86% dan berakhir di penyimpanan 24 jam dengan persentase 
penghambatan sebesar 94,781% pada penyimpanan suhu ruang dan 96,42% pada suhu refrigerasi. 
Untuk pengujian terhadap E.coli persentase penghambatan saat penyimpanan 0 jam adalah 
99,923% dan berakhir di penyimpanan 24 jam sebesar 70,003% pada suhu ruang dan 76,799% pada 
suhu rerigerasi.  
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Lebih mudah dihambatnya bakteri S.aureus dibandingkan bakteri E.coli. dikarenakan 
susunan dinding sel pada bakteri gram positif relatif lebih sederhana sehingga memudahkan 
senyawa antimikroba untuk masuk ke dalam sel bakteri tersebut. Oleh karena itu S.aureus yang 
termasuk bakteri gram positif memiliki sensitivitas lebih tinggi dibandingkan bakteri gram negatif 
yaitu E.coli.  

Menurut Fardiaz (1992), struktur dinding sel bakteri gram positif memiliki satu lapisan tebal 
peptidoglikan. Sedangkan bakteri gram negatif relatif lebih kompleks dengan tiga lapisan yaitu, 
lapisan luar berupa lipoprotein, lapisan tengah yaitu lipopolisakarida, dan lapisan dalam berupa 
peptidoglikan yang lebih tipis. Perbedaan lapisan peptidoglikan tersebut yang mempengaruhi 
pengambatan terhadap bakteri uji. 
 
Kesimpulan 
1. Lama penyimpanan ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar pada suhu ruang (27±1°C) dan suhu 

refrigerasi (5±1°C) memiliki hubungan yang berkorelasi positif terhadap nilai total fenol dan aktivitas 
antioksidannya.  

2. Aktivitas antimikroba ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar mampu menghambat pertumbuhan S. 
aureus sebesar 99,86% hingga 94,781% selama penyimpanan pada suhu ruang dan 99,86% hingga 
96,42% selama penyimpanan pada suhu refrigerasi.  

3. Aktivitas antimikroba ekstrak kulit biji kakao fraksi semipolar mampu menghambat pertumbuhan E. 
coli sebesar 99,923% hingga 70,003% selama penyimpanan pada suhu ruang dan 99,923% hingga 
76,799% selama penyimpanan pada suhu refrigerasi.  
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