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Kasus infeksi masih menjadi salah satu masalah kesehatan dunia, terutama 

di negara-negara berkembang. Infeksi dapat disebabkan oleh organisme patogen, 

baik virus, parasit, jamur, maupun bakteri. Salah satu bakteri penyebab infeksi 

yang sering ditemukan adalah Escherichia coli (E. coli). E.coli merupakan 

penyebab 80% infeksi saluran kemih di negara maju, 50% penyebab pneumonia 

dengan umur rata-rata penderita 53 tahun, penyebab 80% meningitis pada 

neonatus dan juga dapat menyebabkan diare. Namun, dalam beberapa tahun 

terakhir, E. coli telah resisten terhadap antibiotik yang telah umum digunakan 

seperti golongan penicillin (ampisilin, penicillin, amoksisilin), golongan 

sefalosporin (sefaleksin), golongan aminoglikosida (kanamisin). Adanya resistensi 

ini, maka perlu dilakukan penelitian untuk mencari substansi antibakteri baru dari 

alam, salah satunya adalah biji kakao (Theobroma cacao). Biji kakao kaya akan 

senyawa polifenol. Polifenol biji kakao yang berpotensi sebagai antibakteri adalah 

katekin, tanin, dan flavonoid. Penelitian sebelumnya telah terbukti biji kakao 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan konsentrasi hambat minimal 15,6 

mg/ml. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan morfologi E. coli 

akibat paparan ekstrak etanol biji kakao secara in vitro. Metode uji yang 

digunakan adalah Scanning Electron Microskop (SEM) dengan media Muller 

Hinton Broth (MHB). Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian 

eksperimental semu (Quasi Experimental Design). Sampel yang digunakan adalah 

koloni bakteri E. coli  yang disesuaikan dengan standar 0,5 Mc Farland. 

Konsentrasi larutan uji yang digunakan adalah 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml, dan 7,8 



 

 ix 

mg/ml. Kontrol positif menggunakan suspensi ceftriaxon dan kontrol negatif 

menggunakan larutan aquades steril. Data yang diperoleh berupa gambar E. coli 

pada foto positif dan foto negatif dan diukur menggunakan skala pengukuran 

SEM. Data kemudian dianalisis secara diskriptif. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perubahan morfologi E. coli 

akibat paparan ekstrak etanol biji kakao secara in vitro. Perubahan tersebut 

ditunjukkan dengan adanya pertambahan panjang (elongasi) dan terjadi penurunan 

kesan jumlah. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak polifenol biji kakao maka 

perubahan yang terjadi semakin nyata. Perubahan tersebut terjadi karena adanya 

kandungan flavonoid, katekin dan tanin yang terdapat pada biji kakao. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 LatarBelakang 

Salah satu bakteri patogen yang ditemukan pada manusia adalah 

Escherichia coli. E. coli merupakan bakteri yang termasuk dalam keluarga 

Enterobactericeae. Seperti kuman Enterobactericeae yang lain kuman ini 

berbentuk batang, tidak berspora, bersifat negatif terhadap pewarnaan Gram, serta 

dapat bergerak dengan menggunakan peritricus flagella. Ukuran panjang 1-

4mikron, lebar 0,4-0,7 mikron, susunan kuman umumnya menyebar. E.coli 

merupakan penyebab 80% infeksi saluran kemih di negara maju, 50% penyebab 

pneumonia dengan umur rata-rata penderita 53 tahun, penyebab 80% meningitis 

pada neonatus. E. coli juga merupakan salah satu penyebab diare pada manusia. 

Strain E. coli yang menyebabkan diare pada manusia, yaitu EHEC 

(Enterohemoragic E. coli), EPEC (Enterophatogenic E. coli), ETEC 

(Enterotoxigenic E. coli), EIEC (Enteroinvasive E.coli), EagEC 

(Enteroaggregative E. coli) (Mufidaet al., 2006). 

Sampai saat ini penyakit diare masih menjadi masalah kesehatan dunia 

terutama di negara berkembang. Besarnya masalah tersebut dilihat dari angka 

kesakitan dan kematian akibat diare. Data dari profil kesehatan Indonesia tahun 

2008 menunjukkan kejadian luar biasa (KLB) diare terjadi di 15 provinsi dengan 

Case Fatality Rate (CFR) akibat diare sebesar 2,48% dengan 209 orang 

meninggal dari 8.443 kasus. Angka ini lebih tinggi jika dibandingkan dengan 

tahun 2007, yaitu CFR sebesar  1,89% dengan 69 orang meninggal dari 3.659 

kasus KLB diare yang terjadi hanya pada 8 provinsi (Depkes RI, 2009). 

Pengobatan infeksi yang paling umum dilakukan adalah dengan terapi 

antibiotik. Begitu pula dengan pengobatan diare yang disebabkan oleh infeksi 

bakteri. Antibiotik tersebut dalam jumlah yang sedikitpun masih mempunyai daya 

hambat terhadap kegiatan mikroorganisme (Iman, 2009). Timbulnya strain bakteri 

yang resisten terhadap antibiotik pada penyakit infeksi merupakan masalah 
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penting. Pengobatan penyakit infeksi yang disebabkan bakteri yang resisten 

terhadap antibiotik memerlukan produk baru yang memiliki potensi tinggi. 

Penelitian zat yang berkasiat sebagai antibakteri perlu dilakukan untuk 

menemukan produk antibiotik baru yang berpotensi untuk menghambat atau 

membunuh bakteri yang resisten antibiotik dengan harga yang terjangkau. Salah 

satu alternatif yang dapat ditempuh adalah memanfaatkan  zat aktif pembunuh 

bakteri yang terkandung dalam tananaman obat (Iman, 2009). 

Sejumlah tanaman yang diketahui kaya akan senyawa-senyawa bioaktif, 

terutama polifenol, yang mempunyai khasiat sebagai antioksidan dan antibakteri. 

Senyawa antibakteri sangat diperlukan akhir-akhir ini dikarenakan makin 

banyaknya bakteri patogen yang telah resisten dengan antibakteri yang ada. Salah 

satu tanaman di Indonesia yang berpotensi sebagai sumber antibakteri alami 

adalah tanaman kakao (Theobroma cacao L.). Biji kakao dikenal dengan produk 

olahannya yaitu coklat, dan ternyata biji kakao ini memiliki kandungan polifenol 

total yang lebih tinggi dibandingkan dengan teh, baik teh hitam maupun teh hijau.  

Polifenol kakao bersifat antimikroba terhadap beberapa bakteri patogen 

dan bakteri kariogenik (Osawa et al., 2000; Bounchers, 2002; Lamuela-Raventos, 

2005). Senyawa polifenol dalam biji kakao yaitu flavonoid, katekin, prosianidin, 

antosianidin dan tanin kompleks. Flavonoid berfungsi sebagai antibakteri, 

antioksidan, antiinflamasi dan mencegah kanker (Stauth,2007). Selain flavonoid 

katekin adalah senyawa polifenol alami, yang merupakan metabolit sekunder dan 

termasuk dalam penyusun tanin (Hastuti, 2010). Katekin bersifat sebagai 

antimikroba, memperkuat pembuluh darah melancarkan air seni dan menghambat 

pertumbuhan kanker (Wahluyo dalam Setiadevi., 2010). Adanya kandungan 

polifenol sebagai antibakteri pada biji kakao sangat potensial untuk dimanfaatkan 

sebagai terapi terhadap infeksi bakteri termasuk E. coli. 

Pada penelitian sebelumnya telah dibuktikan bahwa polifenol kakao telah 

terbukti memiliki daya antibakteri. Salah satunya terhadap bakteri E. coli, akan 

tetapi mekanisme kematian bakteri oleh polifenol kakao belum banyak diketahui. 

Pada penelitian sebelumnya telah ditemukan KHM pada konsentrasi 15,62 mg/ml 

(Nila,2012). Pada penelitian ini peneliti ingin menganalisis bagaimana mekanisme 
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kematian bakteri yang salah satunya diamati perubahan morfologi dari E. coli 

terhadap pemberian antibiotik yang berasal dari ekstrak etanol biji kakao dengan 

konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml dan 7,8 mg/ml. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian di atas, maka dapat dirumuskan permasalahan 

bagaimana perubahan morfologi E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao 

pada konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml dan 7,8 mg/ml? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan uraian di atas, maka tujuan peneliti adalah untuk mengetahui 

perubahan morfologi E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao pada 

konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml dan 7,8 mg/ml 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

a. Memperluas wawasan mahasiswa mengenai zat-zat antibakteri yang ada di 

alam dan mengetahui perubahan morfologi bakteri. 

b. Memberikan sumbangan pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi 

kedokteran terutama di bidang mikrobiologi. 

c. Dapat dijadikan bahan acuan atau tinjauan pustaka untuk penelitian 

selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Escherichia coli  

Escherichia coli pertama kali diidentifikasi didalam flora usus dari bayi 

oleh seorang dokter anak dari German yang bernama Theodor Escherich (1885) 

yang kemudian menamai bakteri ini Bacterium coli commune. Nama Escherichia  

diberikan pada tahun 1920 sebagai penghargaan terhadap Theodor Escherich 

(Berg, 2004). 

 

2.1.1 Taxonomi 

Tabel 2.1 Taxonomi E. coli 

 

Klasifikasi bakteri Escherichia coli 

Domain Bacteria 

Kingdom Monera 

Divisi Eubacteria 

Kelas Proteobacteria 

Ordo Enterobacteriales 

Famili Enterobacteriaceae 

Genus Escherichia 

Spesies Escherichia coli 

Sumber: Lerner et al. (2003); Morder (2008); NEW (2010) 

 

2.1.2 Morfologi 

E. coli merupakan bakteri anaerobik fakultatif (Campbell et al., 2002-1) 

berbentuk batang dan berukuran sangat kecil dengan panjang sekitar 2,2 µm dan 

diameter 0,8 µm. Bakteri ini tidak memiliki nukleus, organel terbungkus membran 

maupun sitoskeleton. Meskipun demikian, E. coli memiliki organel eksternal 

yakni vili yang merupakan filamen tipis untuk menangkap susbtrat spesifik dan 

flagela yang merupakan filamen tipis dan lebih panjang untuk berenang (Berg, 

2004). Lapisan selubung sel yang terdapat di antara membran sitoplasma dan 

kapsul disebut dinding sel. Dinding sel pada bakteri Gram negatif terdiri dari 

peptidoglikan dan membran luar. Dinding sel berperan penting sebagai proteksi 
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terhadap tekanan osmotik internal yang mencapai 5-20 atm dan juga berperan 

dalam pembelahan sel. Pada umumnya dinding sel bersifat permeabel non selektif 

(Brooks et al., 2007). Namun, membran luar ekstrasitoplasmik bakteri Gram 

negatif (Fauci et al., 2008) dapat menghambat perpindahan molekul-molekul yang 

berukuran besar (Brooks et al., 2007). Membran luar ini merupakan suatu lipid 

bilayer dengan protein, lipoprotein dan polisakarida. Membran luar bakteri Gram 

negatif berhubungan dengan lingkungan termasuk pada pejamu manusia. Variasi 

pada membran luar inilah yang menyebabkan terdapatnya perbedaan sifat 

patogenitas dan resistensi antimikroba (Fauzi et al., 2008). 

 

2.1 Morfologi E. coli diihat dengan scanning electron microskop 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.3 Struktur Antigenik 

E. coli memiliki 3 jenis antigen yaitu antigen somatik (antigen O) yang 

bersifat tahan panas, antigen permukaan (antigen K) yang tidak tahan panas, 

antigen flagel (antigen H). Antigen O yang merupakan bagian terluar dari 

lipolisakarida dinding sel dan terdiri atas unit polisakarida yang berulang. Antigen 

O tahan terhadap panas dan alkohol dan biasanya dideteksi dengan aglutinasi 

bakteri. Antibodi terhadap antigen O terutama IgM. Antigen K berada diluar 
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antigen O. Antigen K dapat mengganggu aglutinasi melalui antiserum O dan 

dapat berhubungan dengan virulensi misalnya antigen K pada E. coli 

menyebabkan pelekatan bakteri pada sel epitel sebelum invasi ke saluran cerna 

atau saluran kemih. Sedangkan antigen H terletak pada flagel dan didenaturasi 

atau dirusak oleh panas atau alkohol. Antigen H dipertahankan dengan 

memberikan formalin pada varian bakteri yang bergerak seperti pada E. coli 

(Brooks et al., 2007). 

 

2.1.4 Klasifikasi 

Pada manusia sehat, E coli merupakan bakteri Gram negatif predominan 

flora kolon manusia. Meskipun beberapa strain E. coli tidak berbahaya, namun 

beberapa dapat menimbulkan berbagai penyakit pada manusia. Salah satu E. coli 

patogen yang umum adalah Enteropathogenic E. coli (EPEC), Enterotoxinogenic 

E. coli (ETEC), Enteroinvasive E. coli (EIEC), Enteroagregative E. coli 

(EAggEC)  (Bolton et al., 2009). 

Enteropatogenic E. coli (EPEC) dapat menempel pada sel mukosa usus 

halus sehingga menyebabkan hilangnya mikrovili (penumpulan) dan terkadang 

EPEC masuk ke dalam mukosa. Infeksi EPEC menyebabkan diare encer yang 

biasanya sembuh sendiri tapi dapat pula menjadi kronis. 

Enterotoxigenic E. coli (ETEC) merupakan strain E. coli yang paling 

sering menyebabkan endemik diare. Penyakit disebabkan oleh toksinnya yaitu 

heat-labile toxin (LT-1) dan heat-stabile toxin (STa) yang menyebabkan sekresi 

cairan secara melimpah melalui aktivasi adenilsiklase dan guanilatsiklase pada 

jejunum dan ileum. Hal ini menyebkan terjadinya watery diarrhea disertai kram. 

LT-1 terdiri dari subunit A  dan B, dan secara structural dan fungsional sama 

dengan toksin kolera. 

Enterohemoragic E. coli (EHEC) menimbulkan kolitis hemogik, diare 

yang berat, anemia hemolitik mikroangiopati dan trombositopesia. 

Enteroinvasive E. coli (EIEC) tidak memfermentasikan laktosa atau 

memfermentasikan laktosa secara lambat dan nonmotil. EIEC menimbulkan 

penyakit dengan menginvasi sel epitel mukosa usus. 
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Enteroagregative E. coli (EAEC) menyebabkan diare akut dan kronik 

(durasi >14 hari) yang ditularkan melalui makanan.EAEC menghasilkan toksin 

mirip-ST dan hemolisin (Brooks et al., 2007). 

 

2.1.5 Penyakit yang disebabkan E. coli 

E. coli dapat menyebabkan berbagai penyakit tergantung dari tempat 

infeksinya, seperti infeksi saluran kemih dan diare. E. coli adalah penyebab 

infeksi saluran kemih yang paling sering pada sekitar 90% infeksi saluran kemih 

pertama pada wanita muda. Gejala dan tanda-tandanya antara lain sering 

berkemih, disuria, hematuria dan piuria. Nyeri pinggang disebabkan oleh infeksi 

saluran kemih bagian atas. Tidak ada satupun tanda dan gejala yang khas bentuk 

infeksi E. coli (Brooks et al., 2007). 

Kemungkinan terjadinya infeksi saluran kemih bergantung pada virulensi 

bakteri yang menginfeksi dan kondisi pejamu. Infeksi E. coli pada saluran kemih 

dapat menimbulkan pielonefritis akut dan kronik, sistitis akut dan bakteriuria 

asimptomatik (Vranes et al., 2001). 

Selain infeksi saluran kemih E. coli dapat menyebabkan diare. E. coli ini 

diklasifikasikan berdasarkan sifat virulensinya dan masing-masing kelompok 

menyebabkan diare dengan mekanisme yang berbeda. Sifat perlekatan sel epitel 

usus halus atau usus besar dan pembentukan toksin dikodekan dan dikontrol oleh 

gen di plasmid (Brooks.,et al 2007).  Diare yang disebabkan E. coli seringkali 

berupa diare berdarah dan dapat berkembang menjadi Hemolytic Uremic 

Syndrome (HUS) yang ditandai dengan gagal ginjal akut, trombositopenia dan 

anemia hemolitik (Boltonetal., 2009; Nirwati et al., 2008). 

Escherichia coli juga dapat menyebabkan sepsis bila pertahanan pejamu 

yang normal tidak adekuat. Neonatus mungkin sangat rentan terhadap sepsis 

akibat E. coli karena sedikitnya kadar antibody IgM. Sepsis juga dapat terjadi 

karena infeksi saluran kemih (Brooks et al., 2007). 
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2.2 Tanaman kakao (Theobroma cacao) 

Tanaman kakao merupakan keturunan genus Theobroma, salah satu 

kelompok kecil tanaman yang berasal dari hulu sungai Amazon dan daerah-daerah 

tropika lain di Amerika Tengah serta Amerika Selatan. Terdapat lebih dari 20 

spesies dalam genus ini, tetapi hanya Theobroma cacao yang dibudidayakan dan 

memberikan nilai ekonomis. 

Sistematika tanaman cacao menurut klasifikasi botanis adalah sebagai 

berikut: 

Tabel 2.2 Klasifikasi ilmiah kakao 

Kakao (Theobroma cacao) 

Kingdom Plantae 

Divisi Spermatophyta 
Sub divisi Angiospermae 

Kelas Dicotyledoneae 

Sub Kelas Dialypetalae 
Ordo Malvales 

Famili Sterculiaceae 

Genus Theobroma 

Spesies Theobroma cacao 

Sumber: Siregar et al. 2002. 

Menurut Sunanto (1992), terdapat tiga jenis tanaman kakao yang banyak 

dibudidayakan, yaitu: 

1. Criollo 

 Criollo adalah tanaman kakao yang memiliki mutu tinggi dan 

fermentasinya cepat, seperti kakao mulia atau edel kakao. Jenis ini 

memiliki buah yang berwarna merah atau hijau dan kulit buahnya tipis 

sehingga mudah diiris. Bijinya berbentuk bulat telur dan berukuran besar 

dengan kotiledon berwarna putih pada saat basah. 

2. Forastero 

 Forastero memiliki buah berwarna hijau, bijinya tipis/gepeng dengan 

kotiledon berwarna ungu pada waktu masih basah. Biji yang dihasilkan  

dari jenis ini mempunyai mutu sedang atau dikenal dengan bulk kakao. 
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3. Trinitario 

 Trinitario adalah tanaman kakao yang merupakan hasil persilangan alami 

antara Criollo dan Forastero. Jenis ini mempunyai buah berwarna hijau 

atau merah dengan bentuk biji yang bermacam-macam. Kotiledonnya 

berwarna ungu muda sampai ungu tua pada waktu basah. Biji yang 

dihasilkan dari jenis ini termasuk jenis edel kakao atau bulk kakao. 

Jenis kakao yang menghasilkan cita rasa cokelat yang lembut dengan 

warna yang cerah adalah Criollo sedangkan jenis Forastero memiliki cita rasa 

cokelat kuat dan warna yang gelap karena banyak mengandung polifenol dan 

antosianin (Siregar et al., 2002). 

Buah kakao memiliki bagian-bagian antara lain kulit buah, pulp, plasenta, 

dan biji. Buah akan mencapai pertumbuhan maksimal dan mulai masak setelah 

143 hari dan masak betul setelah 170 hari dengan ditandai dinding buah berwarna 

kekuningan/oranye. 

 

2.2.1 Sejarah Kakao 

Kakao berasal dari Amazon atau Orinoco, Amerika Selatan kira-kira 4000 

tahun yang lalu. Pohon kakao pertama kali dikenal dengan nama “kakaw” bahasa 

yang digunakan oleh suku Olmec, suku yang berasal dari teluk Meksiko yang 

merupakan cikal bakal dari peradaban Mesoamerika. Pada waktu tersebut terlihat 

bahwa bangsa Olmec sudah membudidayakan pohon-pohon kakao. Suku Maya 

yang terdapat di bagian utara Guatemala mengadopsi kata “kakaw” dari suku 

Olmec. Pada tahun ini suku Maya juga membudidayakan pohon kakao. Biji kakao 

diduga memiliki kekuatan sihir yang menakjubkan oleh bangsa Maya dan 

digunakan secara hati-hati dalam ritual, upacara keagamaan, dan penyembuhan 

oleh para pendeta. 

Bangsa Maya menggunakan kakao sebagai pengobatan untuk demam, 

batuk, bahkan untuk menghilangkan rasa tidak nyaman selama hamil. Setelah 

menghilangnya suku Maya, suku Aztec memperkuat daerah kekuasaannnya di 

Meksiko. Bagi suku Aztec biji kakao merupakan “makanan para dewa” 

(theobroma, dari bahasa Yunani). Suku Aztec berpikir bahwa kakao berguna 
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dalam memerangi kelelahan. Bahkan, itu diberikan kepada prajurit sebelum 

pertempuran. Setelah ditaklukannya Amerika Tengah oleh Spanyol pada abad ke-

16, Cortes memperkenalkan kakao ke wilayah Eropa, di mana kakao secara 

khusus dianggap sebagai bahan makanan sehat dan bergizi. Kemudian, di Eropa, 

Gereja Katolik diperbolehkan untuk coklat untuk dikonsumsi selama masa 

Prapaskah karena dianggap memiliki nilai gizi (Ruzaidi et al., 2008). 

 

2.2.2 Biji Kakao 

Biji kakao terdiri atas tiga lapisan, yaitu lapisan terluar disebut pulp, kulit 

ari disebut juga testa, dan lapisan dalam disebut kotiledon. Prosentase biji kakao 

di dalam buahnya hanya sekitar 27-29% (Mulato dan Widyotomo, 2004). Di 

dalam buah, biji kakao tersusun dalam lima baris dan jumlahnya beragam antara 

20-50 biji per buah. Pada buah muda, biji menempel pada kulit bagian dalam, 

tetapi bila buah masak, maka biji akan terlepas dari kulit buah dan berbunyi bila 

digoncang. 

 

2.2.3 Kandungan biji Kakao 

Prosentase kulit biji antara 10-14% dari berat biji kering, sedangkan 

prosentase dari keping biji sekitar 86-90% dari berat kering biji kakao. Komposisi 

kimia biji kakao dapat dilihat pada Tabel 2.6. 
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Tabel 2.3 Komposisi kimia biji kakao 

Komponen Keping biji (%) Kulit biji (%) 

Kadar air 5.0 4.5 

Lemak 54.0 1.5 

Kafein 0.2 - 

Theobromin 1.2 1.4 
Polihidroksifenols 6.0 - 

Protein kasar 11.5 10.9 

Pati 6.0 - 
Pentosa 1.5 7.0 

Selulosa 9.0 26.5 

Asam Karboksilat 1.5 - 

Abu 2.6 8.0 
Komponen lain 1.5 0.1 

Sumber: Belitz and Grosch. 1999. 

 

2.2.4 Polifenol dan flavonoid kakao 

Polifenol adalah asam fenolik dan flavonoid yang banyak terkandung pada 

buah-buahan, sayuran serta biji-bijian. Sejumlah besar fenol baik yang memiliki 

berat molekul rendah maupun tinggi menunjukkan kemampuan sebagai 

antioksidan melawan oksidasi lipid. Selain itu, senyawa fenol juga diketahui 

memiliki sifat antibakteri, antivirus, dan antimutagenik, dan antikarsinogenik 

(Supriyono, 2008). Menurut Forysth (dalam Hastuti, 2010), yang termasuk 

polifenol kakao adalah flavonoid dan asam fenol. Kandungan polifenol dalam 

kakao, dalam hal ini bubuk kakao lebih tinggi dibandingkan dengan anggur merah 

maupun teh, baik teh hitam maupun teh hijau. 

Kim dan Keeney (dalam Misnawi, 2003) menyebutkan bahwa berdasarkan 

percobaan kromatografi, dapat diidentifikasi konsentrasi polifenol utama dalam 

kakao forastero yaitu delapan senyawa dalam tiga fraksi utama yaitu katekin, 

leukosianidin dan antosianin telah teridentifikasi, fraksi lain yang bergerak sangat 

lambat dalam kromatografi kertas diduga sebagai tannin kompleks. Sementara itu, 

menurut Wollgast dan Anklam (dalam Misnawi, 2003) polifenol kakao utama 

adalah monomer dan oligomer dari flavan-3-ol sebagai komponen dasar. 
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Tabel 2.4 Komposisi polifenol dalam biji kakao Forastero 

Fraction  Percentage in 

 Dry Weight Total Polyphenol 

Catechins (-)- Epicatechin 2,75 35 

 (+)- Catechin   
 (+)- Gallocatechin 0,25 3 

 (-)- Epigallocatechin   

   33-42 

    

Leucocyanidins Leucocyanidins 1 1,6 21 
 Leucocyanidins 2, 3 0,8 10 

   25- 39 

    
Antocyanins 3-α-L-Arabinosydyl-cyanidin 0,3 2,5 

 3-α-L-Arabinosydyl-cyanidin 0,3 2,5 

   5 

    

Compleks tannins  2,0 24-40 

Sumber: Kim and Keeney dalam Misnawi (2003) 

 

Polifenol juga dikenal dengan nama soluble tannin, merupakan metabolit 

sekunder yang terdapat dalam daun, biji, dan buah dari tumbuhan tingkat tinggi. 

Keberadaannya dalam bidang pangan menjadi penting setelah dijadikan diet 

manusia dan menyumbang terhadap cita rasa makanan (Baxter et al., 1997 dalam 

Misnawi, 2003b). Polifenol dalam produk cokelat bertanggung jawab atas 

pembentukan rasa sepat melalui mekanisme pengendapan protein-protein yang 

kaya prolin dalam air ludah dan menyumbang rasa pahit khas cokelat bersama 

alkaloid, beberapa amino, peptida, dan pirazin (Misnawi, 2003a). 

Penelitian secara in vitro dan in vivo menunjukkan bahwa polifenol biji 

kakao memiliki antioksidan yang mampu menekan hydrogen peroksida dan anion 

superoksida, melindungi lemak dari kerusakan oksidasi, bertindak sebagai 

antiulserik, antimikroba, antikarsinogenik, antimutagenik, menghambat 

pertumbuhan tumor dan kanker, serta mengurangi penyakit-penyakit karena 

oksidasi low density lipoprotein (Kattenberg, 2000; Osakabe et al., 2000, 1998a, 

1998b).  



13 
 

Berdasarkan percobaan kromatografi, Kim dan Keeney dalam Misnawi 

(2003b) dapat diidentifikasikan dan diperkirakan konsentrasi polifenol utama 

dalam kakao Forastero. Delapan senyawa dalam tiga fraksi utama, yaitu katekin, 

leukosianidin, dan antosianin telah teridentifikasi, fraksi lain yang bergerak sangat 

lambat dalam kromatografi kertas diduga sebagai tanin kompleks. 

Katekin adalah senyawa polifenol alami, yang merupakan metabolit 

sekunder dan termasuk dalam penyusun golongan tannin (Hastuti., 2010). 

Menurut Wahluyo (dalam Setiadevi., 2010), katekin memiliki sifat sebagai 

antimikroba, memperkuat pembuluh darah, melancarkan air seni dan menghambat 

pertumbuhan kanker. Katekin merupakan senyawa fenol. Fenol 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 selektif, 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 

(Susanti, 2011). 

Tanin dinamakan juga asam tanat, ada yang berwarna kuning atau coklat 

tapi ada juga yang tidak berwarna. Tanin merupakan senyawa aktif metabolit 

sekunder yang diketahui mempunyai beberapa khasiat yaitu astringen, antidiare, 

antibakteri, dan antioksidan. Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri menurut 

Jambang (2004) berhubungan dengan kemampuan tanin dalam menginaktivasi 

adhesi sel mikroba yang terdapat pada permukaan sel, yaitu melalui enzim yang 

terikat pada membran sel dan polipeptida dinding sel. 

Tanin yang mempunyai target pada polipeptida dinding sel akan 

menyebabkan kerusakan membran sel yaitu 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 dan selanjutnya akan mengakibatkan terhambatnya pembentukan 

ATP yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan sel. 
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Pada dasarnya tanin mengganggu permeabilitas sel dengan mengkerutkan 

dinding sel atau membran sel. Akibat terganggunya permeabilitas, sel tidak dapat 

melakukan aktivitas hidup sehingga pertumbuhannya terhambat atau bahkan mati 

(Ajizah, 2004). 

 

2.3 Antimikroba 

Antimikroba ialah obat pembasmi mikroba, khususnya mikroba yang 

merugikan manusia.Dalam pembicaraan ini yang dimaksudkan dengan mikroba 

terbatas pada jasad renik yang tidak termasuk kelompok parasit. Berdasarkan 

mekanisme kerjanya, antimikroba dibagi dalam lima kelompok : 

1. Antimikroba yang menghambat metabolisme sel mikroba 

Antimikroba yang masuk dalam kelompok ini ialah sulfonamide, 

trimetoprim, asam p-aminosalisilat (PAS) dan sulfon. Dengan mekanisme 

kerja ini diperoleh efek bakteriostatik. Mikroba membutuhkan asam folat 

untuk kelangsungan hidupnya. Berbeda dengan mamalia yang 

mendapatkan asam folat dari luar, kuman pathogen harus mensintesis 

sendiri asam folat dari asam amino benzoat (PABA) untuk kebutuhan 

hidupnya. Apabila sulfonamide atau sulfon menang bersaing dengan 

PABA untuk diikutsertakan dalam pembentukan asam folat, maka 

terbentuk analog asam folat yang nonfungsional. Akibatnya kehidupan 

mikroba akan terganggu. Berdasarkan sifat kompetisi, efek sulfonamide 

dapat diatasi dengan meningkatkan kadar PABA. 

2. Antimikroba yang menghambat sintesis dinding sel mikroba 

Obat yang termasuk dalam kelompok ini ialah penisilin, sefalosporin, 

basitrasin, vankomisin, dan sikloserin.Dinding sel bakteri, terdiri dari 

polipeptidoglikan yaitu suatu kompleks polimer mukopeptida 

(glikopeptida). Sikloserin menghambat reaksi yang paling dini dalam 

proses sintesis dinding sel, diikuti berturut-turut oleh basitrasin, 

vankomisin dan diakhiri oleh penisilin dan sefalosporin yang terkahir 

dalam rangkaian reaksi tersebut. Oleh karena tekanan osmotik dalam sel 

kuman lebih tinggi daripada di luar sel maka kerusakan dinding sel kuman 
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akan menyebabkan terjadinya lisis, yang merupakan dasar efek 

bakterisidal pada kuman yang peka. 

3. Antimikroba yang mengganggu keutuhan membran sel mikroba 

Obat yang termasuk dalam kelompok ini ialah polimiksin, golongan polien 

serta berbagai antimikroba kemoteraupetik, umpamanya antisptik surface 

active agents. Polimiksin sebagai senyawa ammonium-kuaterner dapat 

merusak membrane sel setelah bereaksi dengan fosfat pada fosfolipid 

membrane sel mikroba 

4. Antimikroba yang menghambat sintesis protein sel mikroba 

Obat yang termasuk dalam kelompok ini ialah golongan aminoglikosida, 

makrolid, linkomisin, tetrasiklin dan kloramfenikol. Untuk kehidupannya, 

sel mikroba perlu mensintesis berbagai protein. Sintesis protein 

berlangsung di ribosom, dengan bantuan mRNAdan tRNA. Pada bakteri, 

ribosom terdiri atas dua sub unit, yang berdasarkan konstanta sedimentasi 

dinyatakan sebagai 3OS dan 5O5. Untuk berfungsi pada sintesis protein, 

kedua komponen ini akan bersatu pada pangkal rantai mRNA menjadi 

ribosom 7OS. Penghambatan sintesis protein terjadi dengan berbagai 

cara.Streptomisin berikatan dengan komponen ribosom 3OS dan 

menyebabkan kode pada mRNA salah baca oleh tRNA pada waktu sintesis 

protein. Akibatnya akan terbentuk protein yang abnormal dan 

nonfungsional bagi sel mikroba. Antibiotik aminoglikosid lainnya yaitu 

gentamisin, kanamisin, dan neomisin memiliki mekanisme kerja yang 

sama namun potensialnya berbeda 

5. Antimikroba yang menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba 

Antimikroba yang termasuk dalam kelompok ini adalah rifampisin, dan 

golongan kuinolon. Yang lainnya walaupun bersifat antimikroba, karena 

sifat sitotoksisitasnya, pada umumnya hanya digunakan sebagai obat 

antikanker, tetapi beberapa obat dalam kelompok terakhir ini dapat pula 

digunakan sebagai antivirus. 
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2.4 Antibiotika untuk E. coli 

Resistensi terhadap beberapa antibiotik telah banyak dilaporkan. Penelitian 

tentang pola kepekaan kuman terhadap antibiotik di ruang rawat intensif RS 

Fatmawati Jakarta dalam kurun waktu dua tahun (2001-2002) melaporkan bahwa 

tingkat resistensi bakteri E. coli terhadap antibiotik yaitu golongan penicillin 

(ampisilin: 100%, penicillin G: 94,5%, amoksisilin: 86,2%), golongan 

sefalosporin (sefaleksin: 57%), golongan aminoglikosida (kanamisin: 62,5%) 

(Refdanita et al., 2004). Sebuah penelitian Antimicrobial Resitance in Indonesia, 

43% bakteri E. coli telah resisten terhadap beberapa antibiotik, diantaranya yaitu 

ampisilin, kotrimoksazol dan klormfenikol. 

Pada penelitian tersebut juga melaporkan tingkat sensitivitas bakteri E. 

coli terhadap antibiotik yaitu golongan sefalosporin (seftriakson: 100%), golongan 

aminoglikosida (amikasin: 92,6%), golongan penicillin (amoksisilin-asam 

klavulanat: 87,5%), golongan lain (fosfomisin: 83,7%) (Refdanita et al., 2004). 

 

2.5 Ceftriaxone 

Pemberian antibiotik merupakan pengobatan utama dalam 

penatalaksanaan penyakit infeksi. Manfaat penggunaan antibiotik tidak perlu 

diragukan lagi, akan tetapi penggunaannya yang berlebihan akan segera diikuti 

dengan munculnya kuman kebal antibiotik, sehingga manfaatnya akan berkurang. 

Kuman-kuman kebal terhadap antibiotik telah menjadi masalah kesehatan yang 

sangat besar. Infeksi oleh kuman resisten terhadap berbagai antibiotik akan 

menyebabkan meningkatnya angka kesakitan dan angka kematian. Untuk 

mengatasi hal tersebut diperlukan antibiotik pilihan kedua atau bahkan ketiga 

yang lebih efektif dan mungkin mempunyai efek samping lebih banyak serta 

biaya yang lebih mahal dibanding dengan pengobatan standar, dan E. coli 

merupakan salah satu kuman yang resisten terhadap beberapa antibiotik. 

Menurut data penelitian yang dilakukan Refdanita et al. (2004) E. coli 

mempunyai kepekaan tinggi berturut-turut terhadap ceftriaxone (100%), amikasin 

(92,6%), seftizoksim (92,3%), amoksisilin-asam klavulanat (87,5%), netilmisin 

(81,6%), tobramisin (81,3%) dan sefotaksim (80%). Resistensi tertinggi berturut-
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turut diberikan untuk ampisilin (100%), penisilin G (94,5%), amoksisilin (86,2%), 

kloramfenikol (83,9%), tetrasiklin (83,9%) dan sulbenisilin (79,4%). 

Ceftriaxone merupakan obat generasi ketiga dari sefalosporin. Keuntungan 

utama obat generasi ketiga sefalosporin adalah peningkatan aktivitas terhadap 

batang Gram negatif. Penggunaan obat generasi ketiga paling berguna adalah 

untuk membasmi bakterimia Gram negatif. Beberapa ciri penting obat generasi 

ketiga termasuk ceftriaxone adalah kemampuannya mencapai susunan saraf pusat 

dan muncul dalam cairan sumsum tulang dalam konsentrasi yang cukup untuk 

pengobatan meningitis yang disebabkan oleh batang Gram negatif. 

Ceftriaxon dapat digunakan untuk pengobatan infeksi saluran kemih 

(ISK), bacterial septikemia meningitis, infeksi saluran nafas bagian bawah, otitis 

media bakteri akut, penyakit inflamasi pelvis (PID), dan gonorrhea. Sedangkan 

kontraindikasinya adalah hipersensitifitas terhadap ceftriaxone, komponen lain 

dalam sediaan dan sefalosporin lainnya serta pada neonatus hiperbilirubinemia 

(Dinkes,2006). 

Ceftriaxone mempunyai mekanisme kerja menghambat sintesis 

mukopeptida di dinding sel bakteri. Obat ini diabsorbsi dengan baik setelah 

pemberian secara intramuscular dan didistribusi secara luas di dalam tubuh 

termasuk kelenjar empedu, paru, tulang, Cerebrospinal Fluid (CSF), plasenta, 

melalui amnion dan ASI. Ikatan protein 85-95 %. Waktu paruh eliminasi pada 

hepar dan fungsi ginjal yang normal adalah 5-9 jam. Obat ini mempunyai kadar 

puncak serum sekitar 1-2 jam setelah pemberian secara intramuscular dan 

diekskresi di urin 33-65% (Dinkes, 2006). 

 

2.6 Ekstraksi 

2.6.1 Definisi 

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi 

senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani dengan menggunakan pelarut 

yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau 

serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian rupa hingga memenuhi baku yang 

telah ditetapkan (Haryati, 2005). Simplisia adalah bahan alamiah yang 
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dipergunakan sebagai obat tradisional yang belum mengalami pengolahan apapun 

juga (Badan POM RI, 2005). 

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan kandungan senyawa kimia dari 

jaringan tumbuhan maupun hewan. Sebelum ekstraksi dilakukan biasanya bahan-

bahan dikeringkan terlebih dahulu kemudian dihaluskan pada derajat kehalusan 

tertentu (Sinaga, 2009). 

Tujuan pembuatan ekstrak tumbuhan obat adalah untuk menstandarisasi 

kandungannya sehingga menjamin keseragaman mutu, keamanan dan khasiat 

produk akhir. Keuntungan penggunaan ekstrak dibandingkan dengan simplisia 

asalnya adalah penggunaanya biasa lebih mudah dan dari segi bobot 

pemakaiannya lebih sedikit dibandingkan dengan bobot tumbuhan asalnya. 

Kesamaan khasiat dalam bentuk ekstrak dan simplisianya tidak jauh berbeda 

walaupun tidak sama persis, karena tidak semua zat yang berkhasiat dapat tersari 

dalam pelarutnya (Haryati, 2005). 

 

2.6.2 Metode Pembuatan Ekstrak 

Menurut Departemen Kesehatan RI (2000), terdapat beberapa metode 

ekstraksi dengan menggunakan pelarut. Penelitian ini dilakukan dengan 

menggunakan metode maserasi. Maserasi adalah proses penyaringan simplisia 

dengan cara perendaman menggunakan pelarut dengan sesekali pengadukan pada 

temperatur kamar (Sinaga, 2009). 

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana, yaitu dengan 

merendam serbuk simplisia dalam cairan pelarut. Cairan pelarut akan menembus 

dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel, zat aktif yang terkandung dalam 

rongga sel akan larut dan karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di 

dalam sel dengan luar sel, maka larutan yang ada di dalam akan didesak keluar 

hingga terjadi keseimbangan konsentrasi antar larutan di dalam sel dan di luar sel. 

Cairan pelarut yang dapat digunakan berupa air, etanol, dan pelarut lain. 

Keuntungan cara penyarian dengan metode ini adalah pengerjaan dan peralatan 

yang digunakan sederhana dan mudah dilakukan. Sedangkan kerugiannya adalah 

pengerjaannya lama dan penyariannya kurang sempurna (Ningsih et al., 2009). 
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2.7 Scanning Elektron Mikroskop (SEM) 

Pada tahun 1920 ditemukan suatu fenomena di mana elektron yang 

dipercepat dalam suatu kolom elektromagnet, dalam suasana hampa udara 

(vakum) berkarakter seperti cahaya, dengan panjang gelombang yang 100.000 

kali lebih kecil dari cahaya. Selanjutnya ditemukan juga bahwa medan listrik dan 

medan magnet dapat berperan sebagai lensa dan cermin seperti pada lensa gelas 

dalam mikroskop cahaya. Kedua penemuan inilah yang merupakan dasar 

penciptaan mikroskop elektron.  

Seorang ilmuwan dari Universitas Berlin yaitu Dr. Ernst Ruska bersama 

rekannya, Bodo von Borries, menggabungkan penemuan ini dan membangun 

mikroskop transmisi elektron yang pertama pada tahun 1931. Untuk hasil 

karyanya ini maka dunia ilmu pengetahuan menganugerahinya hadiah 

Penghargaan Nobel dalam fisika pada tahun 1986.  

Mikroskop yang pertama kali diciptakannya adalah dengan menggunakan 

dua lensa medan magnet, namun tiga tahun kemudian ia menyempurnakan 

karyanya tersebut dengan menambahkan lensa ketiga dan mendemonstrasikan 

kinerjanya yang menghasilkan resolusi hingga 100 nanometer (nm) (dua kali lebih 

baik dari mikroskop cahaya pada masa itu). Mikroskop transmisi eletron saat ini 

telah mengalami peningkatan kinerja hingga mampu menghasilkan resolusi 

hingga 0,1 nm (atau 1 angstrom) atau sama dengan pembesaran sampai satu juta 

kali. 

Meskipun banyak bidang-bidang ilmu pengetahuan yang berkembang 

pesat dengan bantuan mikroskop transmisi elektron ini, namun adanya persyaratan 

bahwa obyek yang diamati harus setipis mungkin, membuat sebagian peneliti 

tidak puas, terutama yang memiliki obyek yang tidak dapat dibuat setipis 

mungkin. Dalam perkembangannya masalah ini terpecahkan dengan 

ditemukannya sebuah alat yang disebut mikrotom. Dengan alat ini spesimen bisa 

disayat dengan sangat tipis. 

Agar pengamat dapat mengamati preparat dengan baik, diperlukan 

persiapan sediaan preparat. Prinsip penyediaan preparat untuk mikroskop elektron 

adalah sebagai berikut : 
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1. Melakukan fiksasi: bertujuan untuk mematikan sel tanpa mengubah 

struktur sel yang akan diamati. Fiksasi dapat dilakukan dengan 

menggunakan senyawa glutaraldehida. 

2. Pelapisan/pewarnaan : bertujuan untuk memperbesar kontras antara 

preparat yang akan diamati dengan lingkungan sekitarnya. 

Pelapisan/pewarnaan dapat menggunakan logam berat seperti uranium dan 

timbal. 

Salah satu jenis mikroskop elektron adalah Scanning Electron Microscopy. 

SEM digunakan untuk mengamati detail permukaan sel atau struktur mikroskopik 

lainnya, dan dan mampu menampilkan pengamatan obyek secara tiga dimensi. 

Tidak diketahui secara persis siapa sebenarnya penemu mikroskop pemindai 

elektron ini. Publikasi pertama kali yang mendiskripsikan teori SEM adalah 

fisikawan Jerman Dr. Max Knoll pada 1935, meskipun fisikawan Jerman lainnya 

Dr. Manfred von Ardenne mengklaim dirinya telah melakukan penelitian suatu 

fenomena yang kemudian disebut SEM hingga tahun 1937. Mungkin karena itu, 

tidak satu pun dari keduanya mendapatkan hadiah nobel untuk penemuan itu. 

Pada 1942 tiga orang ilmuwan Amerika yaitu Dr. Vladimir Kosma Zworykin, Dr. 

James Hillier, dan Dr. Snijder, membangun sebuah mikroskop elektron metode 

pemindaian (SEM) dengan resolusi hingga 50 nm atau magnifikasi 8.000 kali. 

Sebagai perbandingan SEM modern sekarang ini mempunyai resolusi hingga 1 

nm atau pembesaran 400.000 kali. Mikroskop elektron ini memfokuskan sinar 

elektron (electron beam) di permukaan obyek dan mengambil gambarnya dengan 

mendeteksi elektron yang muncul dari permukaan obyek.  

Cara terbentuknya gambar pada SEM berbeda dengan apa yang terjadi 

pada mikroskop optik. Pada SEM, gambar dibuat berdasarkan deteksi elektron 

baru (elektron sekunder) atau elektron pantul yang muncul dari permukaan sampel 

ketika permukaan sampel tersebut dipindai dengan sinar elektron. Elektron 

sekunder atau elektron pantul yang terdeteksi selanjutnya diperkuat sinyalnya, 

kemudian besar amplitudonya ditampilkan dalam gradasi gelap-terang pada layar 

monitor cathode ray tube (CRT). Di layar CRT inilah gambar struktur obyek yang 

sudah diperbesar bisa dilihat. Pada proses operasinya, SEM tidak memerlukan 
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sampel yang ditipiskan, sehingga bisa digunakan untuk melihat obyek dari sudut 

pandang 3 dimensi.  
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2.8 Kerangka Konseptual Penelitian 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental semu 

(Quasi Experimental Design). Pada perlakuan ini tidak dilakukan randomisasi 

karena semua sampel telah homogen (Praktiknya., 2008). 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan eksperimental 

sederhana (Posttest Only Control Group Design). Rancangan  penelitian 

eksperimental ini, sampel dibagi menjadi kelompok kontrol dan kelompok 

perlakuan (Pratiknya., 2008). Rancangan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1 

di bawah ini. 

 

 

 

 

 

 

 

B : Biakan bakteri E. coli 

M : Media Muller Hinton Broth (MHB) 

K(+) : Kelompok kontrol positif ceftriaxone 8µg/ml 
K(-) : Kelompok kontrol negatif (aquades steril) 

X : Inkubasi selama 20 jam dengan suhu 35
0
C 

E1-3 : Ekstrak konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml, 7,8 mg/ml   

S : Scanning Microskop Electron 
Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian uji aktivitas antibakteri 

 

 

 

 

B M 

K (+) X S 

K (-) X S 

E 1-3 X S 
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3.3 Uji Perubahan Morfologi Bakteri 

Metode yang digunakan untuk pengamatan perubahan morfologi bakteri 

E. coli adalah uji Scanning Microskop Electron. Muller Hinton Broth (MHB) 

media (Becton Dickinson) digunakan sebagai media bakteri untuk pengamatan 

SEM (Forbes et al., 2002). 

 

3.4 Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah koloni bakteri E. coli 

yang disesuaikan dengan standar 0,5 Mc Farland (10
6
 CFU/ml) dan bakteri 

tersebut diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 

Universitas Jember.  

 

3.5 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.5.1 Tempat Penelitian 

Tempat pembuatan media bakteri di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Jember dan pembuatan ekstrak etanol biji kakao 

dilakukan di Laboratorium Pasca Panen Pusat Penelitian Kopi dan Kakao 

Indonesia serta tempat pengamatan perubahan morfologi bakteri dilakukan di 

laboratorium Mikroskop Elektron Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. 

 

3.5.2 Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan September 2012. 

 

3.6 Variabel Penelitian 

3.6.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol biji kakao 

dengan konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml dan 7,8 mg/ml. 

 

3.6.2 Variabel Terikat 

perubahan morfologi bakteri E. coli yang kontak dengan ekstrak etanol biji 

kakao pada konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml dan 7,8 mg/ml. 
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3.6.3 Variabel Terkendali 

a. Pembuatan biakan bakteri E. coli, pembuatan ekstrak etanol biji kakao, 

media Muller Hinton Broth (MHB), autoklaf, inkubator, suspensi 

ceftriaxone, dan aquades steril. 

b. Suhu pengeraman (inkubasi) E. coli 35
0
C dan lama inkubasi 20 jam. 

c. Metode pengamatan pada Scanning Microskop Electron. 

d. Prosedur penelitian. 

 

3.7 Definisi Operasional 

a. Ekstrak etanol biji kakao hasil ekstraksi biji kakao dengan 

menggunakan pelarut etanol 90% dengan menggunakan biji kakao 

sebanyak 7 kg dan menghasilkan bubuk 170 Gram. 

b. Kontrol positif adalah bubuk ceftriaxone 8µg dilarutkan dalam 

aquadest steril lalu diambil sebanyak 100µl. 

c. Kontrol negatif adalah aquades steril sebanyak 100µl. 

d. E. coli adalah bakteri Gram negatif yang bersifat patogen pada 

manusia yang telah dikembangbiakkan di Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Jember. 

e. Larutan glutaraldehyde adalah larutan fiksasi yang berfungsi untuk 

mencegah terjadinya kerusakan bakteri kecuali karena efek ekstrak 

sendiri. 

f. Perubahan morfologi E. coli adalah perubahan struktur E. coli akibat 

paparan ekstrak etanol biji kakao. 

 

3.8 Alat dan Bahan 

3.8.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini sterilisator, press hidrolik, 

maserasi, kertas saring, corong kaca, evaporator, vakum rotary ( rotavapor), beker 

kaca, centrifuge, pipet pasteur, tabung reaksi, pengering titik kritis, evaporator 

vakum,  scanning microskop electron. 
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3.8.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini: 

Muller Hinton Broth, aquades steril, suspensi E. coli, ekstrak etanol biji 

kakao, suspensi ceftriaxone, spirtus, hexan, bahan pewarnaan untuk 

scanning microskop electron. 

 

3.9 Prosedur Penelitian  

3.9.1 Persiapan Alat 

Semua alat yang akan dipakai dalam penelitian ini disterilkan dalam 

sterilisator panas kering selama 15 menit dengan suhu 110
0
C terlebih dahulu. 

Setelah itu bahan media disterilkan dalam autoklaf selama 20 menit dengan suhu 

121
0
C (Suswati and Mufida, 2009). 

 

3.9.2 Pembuatan Ekstrak Etanol Biji Kakao 

Tujuh ribu Gram biji kakao diblender dan dipress 5 mess dan dioven 

selama 1 jam dengan suhu 100
o
C untuk memudahkan proses pengepresan. Biji 

kakao dipisahkan dengan lemak kakao menggunakan pres hidrolik dan 

menghasilkan bubuk kakao. Kemudian bubuk kakao direndam dengan hexan 

selama 24 jam dengan perbandingan 1:2. Larutan yang diperoleh disaring dan 

dipres menggunakan pres hidrolik sehingga diperoleh bubuk kakao bebas lemak. 

Bubuk direndam dengan etanol selama 24 jam dengan perbandingan 1:3 sehingga 

dihasilkan larutan polifenol yang bercampur dengan etanol. Kemudian larutan 

polifenol di press kemudian dievaporasi menggunakan evaporator selama 3,5 jam 

dengan suhu 60
o
C dan menghasilkan ekstrak polifenol cair yang sesungguhnya. 

Kemudian ekstrak tersebut divakum sehingga terbentuk serbuk. 

 

3.9.3 Pembuatan Larutan 0,5 Mc Farland 

Standar Mc Farland dibuat dengan cara mencampur 9,95 ml asam sulfur 

1% dengan 0,05 ml barium klorida 1%. Kemudian tabung disegel dan digunakan 

untuk perbandingan suspensi bakteri dengan standar (Saceed and Tariq, 2005).  
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3.9.4 Pembuatan Media  

Menimbang 2,1 Gram Muller Hinton Broth (MHB) kemudian 

ditambahkan 100 ml aquades kemudian dipanaskan, kemudian memasukkan 

media kedalam tabung reaksi masing-masing 5 ml, kemudian di masukkan 

kedalam autoklaf. 

 

3.9.5 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Biji Kakao 

Ekstrak polifenol biji kakao (serbuk) ditimbang sebanyak 4000 mg lalu 

ekstrak tersebut dimasukkan ke dalam vial I, ditambahkan dengan 4 ml aquades 

steril lalu divortex selama 60 detik sehingga ekstrak tersebut memiliki konsentrasi 

1000 mg/ml. Dari vial I diambil sebanyak 2 ml dimasukkan ke dalam vial II yang 

sudah  diisi dengan 2 ml aquades steril kemudian divortex selama 60 detik. Vial II 

dianggap memiliki konsentarasi 500 mg/ml, kemudian dengan metode yang sama 

dilakukan pengenceran bertingkat dengan kelipatan setengahnya dengan 

penambahan 2 ml aquades steril sampai didapatkan larutan konsentrasi 7,8 mg/ml  

dan divortex selama 60 detik terlebih dahulu. Memberi label pada tabung untuk 

setiap kali pengenceran sesuai dengan konsentrasinya (Suswati and Mufida, 

2009). 

 

3.9.6 Pembuatan Suspensi E. coli  

Bakteri E. coli yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. E. coli yang 

dipergunakan dibuat dengan mengambil satu ose kuman dari kultur, kemudian 

dimasukkan ke dalam media Nutrient Broth, selanjutnya diinkubasi 37
o
C selama 

24 jam. Setelah 24 jam suspensi kuman yang telah diinkubasi disesuaikan dengan 

standar larutan 0,5 Mc Farland (1x10
8
 CFU/ml) dengan menambah aquades steril 

(Suswati and Mufida, 2009).  
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3.9.7 Pembuatan Suspensi Ceftriaxone 

Kadar hambat minimal ceftriaxone untuk bakteri E. coli ialah 8µg 

(Ngawai et al., 2011). Bubuk ceftriaxone diambil dari sediaan vial 1g i.v/i.m dan 

dilakukan pengenceran bertingkat dengan aquades steril. Kemudian diambil 

sebanyak 100µl. 

 

3.9.8 Tahap Perlakuan 

Membuat seri pengenceran ekstrak etanol biji kakao, kemudian dari 

masing- masing pengenceran ekstrak diambil 1ml, kemudian dimasukkan dalam 

tabung dan kemudian ditambahkan dengan 10µl suspensi kuman (konsentrasi 

yang diberi kuman hanya konsentrasi 7,8 mg/ml, 15,6 mg/ml, 31,25 mg/ml, 

kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol negatif). Kemudian dieramkan 

selama 15-20 jam dalam suhu 35
0
C. Hasilnya disentrifuge kemudian bakteri 

dimasukkan ke dalam larutan fiksasi glutaraldehyde 2% selama 2-3 jam suhu 4
o
C 

(centrifuge dengan kecepatan rendah 15’) setelah itu di cuci dengan larutan buffer 

phosphate pH 7,4 selama 3x masing-masing selama 5 menit dalam suhu 4
o
C 

(centrifuge dengan kecepatan rendah 15’) kemudian post-fiksasi dengan dengan 

larutan osmic acid 1% selama1-2 jam suhu 4
O
C (centrifuge dengan kecepatan 

rendah 15’) kemudian dicuci dengan larutan buffer phosphate pH 7,4 selama 3x 

masing-masing selama 5 menit dalam suhu 4
o
C (centrifuge dengan kecepatan 

rendah 15’) kemudian dehidrasi dengan alkohol bertingkat : 30%, 50%, 70% 

masing-masing selama 15-20 menit suhu 4
o
C (centrifuge dengan kecepatan 

rendah 15’) dilanjutkan dehidrasi 80%, 90%, absolut 2x, masing-masing selama 

15-20 menit suhu ruangan (centrifuge dengan kecepatan rendah 15’) setelah itu 

diganti dengan amyl acetate absolut (sebagai pengawet sampai menunggu waktu 

pengeringan) kemudian bakteri yang akan dikeringkan di pipet dengan pipet 

pasteur dan diteteskan pada obyek glass dengan luas 16 mm
2
 yang sudah 

dibersihkan dengan alkohol kemudian pengeringan dengan alat Critical Point 

Dryng (CPD) setelah itu dilakukan penempelan pada stup (holder) dengan 

menggunakan lem khusus kemudian Pelapisan dengan alat vakum evaporator dan 
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bahan pelapisnya adalah emas murni atau carbon. Siap diamati dan difoto dengan 

SEM dengan perbesaran yang dipilih. 

 

3.10 Analisis Data 

Analisis data yang digunakan untuk mengetahui perubahan morfologi       

E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao dilakukan analisis secara 

diskriptif.  
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3.11 Alur Penelitian 

3.11.1 Pengenceran Ekstrak 

 

              Aquades steril   Aquades steril    Aquades steril         Aquades 

steril 

    2 ml   2ml      2ml         2 ml     2ml 

 

      2 ml     2 ml       2 ml                

 

 

1000 mg/ml      500 mg/ml            250 mg/ml     125 mg/ml         62,5 mg/ml 

 

 Aquades steril    Aquades steril     Aquades steril  

     2 ml  2 ml  2 ml 

       2 ml  2 ml   

 

 

 

31,25 mg/ml       15,62 mg/ml           7,8 mg/ml 

 

Gambar 3.5 Skema pengenceran ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  

4000  mg ektrak 

+ 4 ml aquades 

steril 
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Media broth yang sudah dicampur suspensi 

E. coli  

3.11.2 Alur Penelitian 

 

 

 

          K   31,25      15,6     15,62     K (+) 

         mg/ml  mg/ml   mg/ml  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.7 Skema alur penelitian 

 

Analisis data 

 

Pembuatan media beserta pengamatan dengan Scanning 

Mikroskop Elektron 

Inkubasi pada suhu 35
o 

C selama 15-20 jam 

 

    

Masing-masing dimasukkan 10 μl suspensi kuman 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil Penelitian 

4.1.1 Total Polifenol 

Total polifenol dihitung dari hasil absorbansi ekstrak polifenol kasar 

dibagi 50 ml pengenceran kemudian dibagi dengan 0,25 Gram bahan yang 

digunakan untuk analisa. Penentuan polifenol ini menggunakan standard  (+)-

katekin dengan konsentrasi 0-900 mg/L dan diukur menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 765 nm. Untuk mengukur total 

polifenol, sebelumnya dilakukan pengukuran berdasarkan standard yang dibuat 

terlebih dahulu berdasarkan pengukuran absorbans pada (+)-katekin yang 

direaksikan dengan Follin ciocalteau. 

 

Konsentrasi (mg/5 mL) Absorbansi 

0 0.0001 

100 0.0800 

200 0.1194 

400 0.2642 

600 0.3373 

800 0.4046 

1000 0.4365 

 

Nilai absorbansi tersebut kemudian dimasukkan ke dalam persamaan 

kurva katekin yaitu Y= 4,945335e-04*X. Kemudian diperoleh nilai x lalu dikali 

50 sebagai faktor pengenceran lalu dibagi 0,25 g yang merupakan berat ekstrak 

yang dianalisa dan dibagi 10.000 untuk dijadikan persentase. Perlakuan diulang 

sebanyak 2 kali dan kemudian diambil nilai rata-rata kadar katekin yaitu sebesar 

21,9 % (219 gr/kg) 
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4.1.2  Perubahan morfolgi E.coli akibat ekstrak etanol biji kakao pada Scanning 

Elektron Mikroskop 

Perubahan morfologi E.coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao pada 

media MHB dengan menggunakan SEM ditunjukan dengan adanya perubahan 

morfologi berupa elongasi. Perubahan yang terjadi dapat dihitung dengan 

menggunakan penggaris. Perhitungan dapat dilakukan dengan mengukur skala 

pada foto positif, foto negatif, dan juga menggunakan perbesaran yang digunakan 

saat melihat bakteri dengan SEM. Hasil Penelitian dengan menggunakan 

konsentrasi 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml, 7,8 mg/ml, kontrol positif (ceftriaxon), 

kontrol negatif (aquades), di dapatkan perubahan morfologi seperti yang 

tercantum dalam gambar dibawah ini 

 

 

 

 

 

 

                 

       

 

 

 

 

 

 

4.1 Gambar perubahan morfologi E. coli akibat paparan aquades (kontrol negatif)  pada  

perbesaran 3500 kali. 
 

 

 

 

 

1 

2,000 µm 
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4.2 Gambar perubahan morfologi E. coli akibat paparan ceftriaxon (kontrol positif)  pada 

perbesaran 3500 kali  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.3 Gambar perubahan morfologi E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao  

konsentrasi 7,8 mg/ml  pada perbesaran 3500 kali  

  

 

2 

3,142µm 

 

3 

4,286 µm 
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4.4 Gambar perubahan morfologi E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao 

konsentrasi 15,6 mg/ml pada perbesaran 3500 kali  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.5 Gambar perubahan morfologi E. coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao 
konsentrasi 31,25 mg/ml pada perbesaran 3500 kali 

 

4 

6,859 µm 

5 

6,286 µm 
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Berdasarkan gambar di atas, diketahui bahwa perubahan morfologi 

terbentuk pada konsentrasi 7,8 mg/ml hingga konsentrasi 31,25 mg/ml. Hal ini 

menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji kakao dapat merubah morfologi E. coli 

ditunjukan dengan adanya elongasi (penambahan panjang). Pada konsentrasi 

31,25 mg/ml terjadi elongasi namun pada konsentrasi ini bakteri nampak patah 

sehingga ukuran lebih pendek dari pada konsentrasi 15,6 mg/ml. Pada kelompok 

kontrol positif (ceftriaxone) menunjukkan hasil lebih kecil dari konsentrasi 7,8 

mg/ml, 15,6 mg/ml dan 31,25 mg/ml namun terdapat bentuk lain ada yang patah 

dan tetap ada yang utuh. Selain terjadi elongasi bakteri E. coli juga berubah 

menjadi lebih kurus dibandingkan dengan normal. Oleh karena itu, ekstrak 

polifenol biji kakao yang dapat menimbulkan perubahan morfologi E.coli adalah 

mulai dari konsentrasi 7,8 mg/ml. 

 

4.2 Analisis Data 

Tabel 4.1     Hasil pengukuran perubahan  morfologi  E. coli berbagai konsentrasi ekstrak 

polifenol biji kakao  

 

konsentrasi Perbesaran Foto positif 
(cm) 

Foto negatif 
(cm) 

Perubahan 
panjang (µm) 

k+ 3500 x 2,4 1,1 3,142 (patah) 

31,25 3500 x 4 2,2 6,286 (patah) 
15,6 3500 x 5,2 2,4 6,859 

7,8 3500 x 3,2 1,5 4,286 

k- 3500 x 1,5 0,7 2,000 
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Gambar 4.5 Grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak etanol biji kakao dengan 

perubahan morfologi E. coli 

 

 

Berdasarkan tabel dan grafik di atas, diketahui bahwa perubahan 

morfologi terbentuk pada konsentrasi 7,8 mg/ml hingga konsentrasi 31,25 mg/ml. 

Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji kakao dapat merubah morfologi E. 

coli ditunjukan dengan adanya elongasi. Perhitungan pertambahan panjang 

tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan rumus SEM yaitu dengan 

menggunakan membandingan antara foto positif dan foto negatif kemudian 

dikalikan dengan perbesaran yang digunakan (Lampiran B). Hasilnya semakin 

tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin bertambah panjang, oleh karena itu, 

ekstrak polifenol biji kakao yang dapat menimbulkan perubahan morfologi E.coli. 

 

4.3 Pembahasan 

Habitat alam tanaman kakao berada di hutan beriklim tropis. Tanaman 

kakao banyak tumbuh di perkebunan-perkebunan di Indonesia. Indonesia 

merupakan salah satu negara yang membudidayakan tanaman kakao paling luas di 
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dunia. Indonesia adalah produsen kakao terbesar ketiga setelah Pantai Gading dan 

Ghana dengan produksi tahunan mencapai 540 ribu ton.  

Pada penelitian ini, biji kakao diekstraksi secara maserasi. Berdasarkan 

literatur, metode ekstraksi secara maserasi ataupun perkolasi dapat digunakan 

untuk memperoleh ekstrak tanaman yang diduga mengandung bahan antimikroba 

dan akan diuji aktifitas antimikrobanya (Dey, 1991). Metode maserasi dilakukan 

dengan cara merendam biji kakao dalam cairan pelarut. Pelarut (cairan penyari) 

akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel, zat aktif yang 

terkandung dalam rongga sel akan larut dan karena adanya perbedaan konsentrasi 

antara larutan di dalam sel dengan di luar sel, maka larutan yang ada di dalam 

akan didesak keluar hingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar 

sel dengan di dalam sel. Keuntungan metode ini adalah cara pengerjaannya mudah 

dan peralatan yang digunakan sederhana, sedangkan kerugiaannya adalah waktu 

pengerjaannya lama (Ningsih et al., 2009).  

Proses ekstraksi ini menggunakan pelarut etanol. Etanol dipilih sebagai 

pelarut proses ekstraksi dalam penelitian ini karena hampir semua senyawa 

tanaman yang punya aktivitas antimikroba merupakan senyawa aromatik atau 

terlarut dalam senyawa organik yang dapat dilarutkan melalui ekstraksi awal 

menggunakan etanol. Berdasarkan beberapa hasil penelitian dilaporkan bahwa 

etanol merupakan pelarut semipolar yang sangat baik untuk menarik senyawa 

golongan polifenol, fenol, glikosida, dan flavonoid yang terdapat dalam biomassa 

tumbuhan (Virganita, 2009). Polifenol dari biji kakao bersifat polar dan relatif 

stabil pada kondisi larutan asam sehingga polifenol dalam biji kakao lebih mudah 

larut dalam pelarut polar seperti etanol. Etanol sebagai pelarut memiliki banyak 

kelebihan antara lain tidak beracun, netral, kuman sulit tumbuh dalam etanol 20 % 

ke atas, absorbsinya baik, dan tidak menyebabkan pembengkakan  membran sel. 

Pengujian perubahan E.coli akibat paparan ekstrak etanol biji kakao 

dilakukan dengan menggunakan SEM. Bakteri E.coli merupakan patogen utama 

pada manusia dan sering ditemukan sebagai flora normal pada saluran pencernaan 

dan saluran kemih. Hampir semua orang pernah mengalami infeksi E. coli selama 

hidupnya dengan derajat keparahan yang beragam.  Uji aktivitas antibakteri 
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dilakukan secara in vitro menggunakan menggunakan media MHB. Konsentrasi 

ekstrak etanol biji kakao yang digunakan adalah 31,25 mg/ml, 15,6 mg/ml, dan 

7,8 mg/ml. 

Pembuatan konsentrasi ekstrak polifenol biji kakao (T. cacao) dimulai 

dengan mencampur serbuk ekstrak biji kakao dengan aquades steril panas. 

Larutan aquades steril panas digunakan saat melakukan pengenceran bertingkat 

dan aquades steril sebagai kontrol negatif. Dalam polifenol biji kakao terdapat 

empat fraksi, yaitu katekin, prosianidin, antosianin, dan tanin yang bersifat polar 

dan mudah larut dalam air. Kontrol positif menggunakan serbuk ceftriaxone yang 

dicampur dengan aquades steril. Pemilihan obat ini didasarkan karena cara kerja 

ceftriaxone hampir sama dengan cara kerja dari ekstrak etanol biji kakao 

ceftriaxon merupakan golongan antibiotik sefalosporin generasi ketiga.  

Penelitian yang dilakukan Refdanita et al (2004), melaporkan tingkat 

sensitivitas bakteri E. coli terhadap antibiotik yaitu golongan sefalosporin 

(ceftriaxon: 100%), golongan aminoglikosida (amikasin: 92,6%), golongan 

penicillin (amoksisilin-asam klavulanat: 87,5%), golongan lain (fosfomisin: 

83,7%). Tingkat resistensi bakteri E. coli terhadap antibiotik yaitu golongan 

penicillin (ampisilin: 100%, penicillin G: 94,5%, amoksisilin: 86,2%), golongan 

sefalosporin (sefaleksin: 57%), golongan aminoglikosida (kanamisin: 62,5%). 

Secara in vitro, ceftriaxone merupakan obat generasi ketiga dari 

sefalosporin. Keuntungan utama obat generasi ketiga sefalosporin adalah 

peningkatan aktivitas terhadap batang Gram negatif. Ceftriaxone mempunyai 

mekanisme kerja menghambat sintesis mukopeptida di dinding sel bakteri. 

Dari Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa perubahan morfologi bakteri 

(elongasi) mulai terjadi pada konsentrasi 7,8 mg/ml dengan membandingkan hasil 

dari kontrol negatif.. Pada konsentrasi 31,25 mg/ml didapatkan hasil lebih pendek 

dibandingkan dengan konsentrasi 15,6 mg/ml namun pada konsentrasi ini bakteri 

mengalami patahan. Dari tabel dan gambar ini, disimpulkan bahwa ekstrak etanol 

biji kakao dapat menimbulkan perubahan morfologi dan dapat menyebabkan 

terjadinya penurunan jumlah bakteri E.coli. Terjadinya kesan jumlah bakteri yang 

menurun dapat dilihat dengan perbesaran 1500 kali. Selain itu, dapat disimpulkan 
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juga bahwa terdapat perbedaan kemampuan antibakteri berbagai serial konsentrasi 

ekstrak yang ditunjukkan dengan semakin bertambah panjang (elongasi) dan 

terjadinya patahan dari konsentrasi 7,8 mg/ml sampai dengan 31,25 mg/ml, 

namun pada penelitian ini tidak dilakukan replikasi. Semakin tinggi konsentrasi 

ekstrak etanol biji kakao maka perubahan lebih signifikan. Penurunan jumlah 

tanpa disertai lisis atau kerusakan sel bakteri kemungkinan disebabkan karena 

penghambatan pembelahan sel bakteri, sedangkan pertambahan panjang 

(elongasi) hal ini hampir sama dengan penelitian yang pada P. aeruginosa yang di 

kontakkan dengan sulbenisilin dan terjadi elongasi dan ketika dilihat dengan 

menggunakan TEM ternyata terjadi kerusakan peptidoglikan tanpa merusak 

lapisan membran luar,jadi kemungkinan pada E.coli ini juga terjadi hal yang sama 

karena kandungan zat-zat aktif yang terkandung di dalam biji kakao yaitu tanin, 

katekin dan flavonoid (Aonuma et al., 1987). Di dalam biji kakao terdapat katekin 

yang kerjanya 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, dengan adanya 

katekin pada tanaman kakao maka struktur protein pada E. coli akan rusak. Tanin 

juga berperan yaitu dengan merusak peptidoglikan, selain itu flavonoid juga 

berperan dengan merusak dari dari dinding sel bakteri. 

Ceftriaxon yang dijadikan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini. 

Perubahan morfologi yang terjadi pada kontrol positif menunjukkan hasil terjadi 

elongasi namun tidak lebih panjang dari pada perlakuan ekstrak, tetapi hasil 

menunjukkan terdapat banyak bentuk bakteri ada yang mengalami elongasi 

adapula yang patah serta ada yang berukuran tetap. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Terjadi perubahan morfologi E.coli akibat paparan ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma cacao) secara in vitro yang ditunjukkan dengan adanya 

pertambahan panjang (elongasi). 

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan uji lanjutan seperti uji secara in vivo, uji toksisitas, dan 

uji klinis agar biji kakao  dapat dimanfaatkan secara maksimal. 

2. Perlu dilakukan penelitian mengambil beberapa bahan yang 

terkandung dalam kakao seperti tanin atau katekin untuk diuji secara in 

vitro 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk membuktikan kebenaran 

kerusakan peptidoglikan dengan menggunakan TEM. 
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Lampiran A. Mengukur Skala Pada Foto SEM 

 

1. Kontrol positif 

Perbesaran pada mikroskop = 3500 x 

Foto positif   = 2,4 cm = 24 mm 

Foto negatif   = 1,1 cm 

Jadi perubahan perbesaran  =  2,4 : 1,1 = 2,1818 

Diketahui 10µ = 0,01 mm 

Jadi 3500 x 10µ = 3500µ = 35 mm 

Dengan demikian maka 10µ ≈ 35 mm 

Sehingga   35 x 2,1818 = 76,363 mm 

Jadi  10µ ≈ 76,3636 mm 

    1µ ≈ 7,6363 mm 

 24 mm ≈ 3,142 µm 

 

2. Kontrol Negatif 

Perbesaran pada mikroskop = 3500 x 

Foto positif   = 1,5 cm = 15 mm 

Foto negatif   = 0,7 cm 

Jadi perubahan perbesaran  =  1,5 : 0,7 = 2,142 

Diketahui 10µ = 0,01 mm 

Jadi 3500 x 10µ = 3500µ = 35 mm 

Dengan demikian maka 10µ ≈ 35 mm 

Sehingga   35 x 2,142 = 74,97 mm 

Jadi  10µ ≈ 74,97 mm 

    1µ ≈ 7,497 mm 

 15 mm ≈ 2,000µm 
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3. Konsentrasi 7,8 mg/ml 

Perbesaran pada mikroskop = 3500 x 

Foto positif   = 3,2 cm = 32 mm 

Foto negatif   = 1,5 cm 

Jadi perubahan perbesaran  =  3,2 : 1,5 = 2,133 

Diketahui 10µ = 0,01 mm 

Jadi 3500 x 10µ = 3500µ = 35 mm 

Dengan demikian maka 10µ ≈ 35 mm 

Sehingga   35 x 2,133 = 74,655 mm 

Jadi  10µ ≈ 74,655 mm 

    1µ ≈ 7,4655 mm 

 32 mm ≈ 4,286µm 

 

4. Konsentrasi  15,6 mg/ml 

Perbesaran pada mikroskop = 3500 x 

Foto positif   = 5,2 cm = 52 mm 

Foto negatif   = 2,4 cm 

Jadi perubahan perbesaran  =  5,2 : 2,4 = 2,166 

Diketahui 10µ = 0,01 mm 

Jadi 3500 x 10µ = 3500µ = 35 mm 

Dengan demikian maka 10µ ≈ 35 mm 

Sehingga   35 x 2,166 = 75,81 mm 

Jadi  10µ ≈ 75,81 mm 

    1µ ≈ 7,581 mm 

 52 mm ≈ 6,859µm 

 

5. Konsentrasi 31,25 mg/ml 

Perbesaran pada mikroskop = 3500 x 

Foto positif   = 4 cm = 40 mm 
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Foto negatif   = 2,2 cm 

Jadi perubahan perbesaran  =  4 : 2,2 = 1,818 

Diketahui 10µ = 0,01 mm 

Jadi 3500 x 10µ = 3500µ = 35 mm 

Dengan demikian maka 10µ ≈ 35 mm 

Sehingga   35 x 1,818 = 63,63 mm 

Jadi  10µ ≈ 63,63 mm 

    1µ ≈ 6,363 mm 

 40 mm ≈ 6,286µm 

 

Lampiran B. Gambar Preparat Bakteri Siap dilihat Pada Mikroskop 

Elektron 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar preparat bakteri yang siap dilihat di mikroskop elektro 
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Lampiran C. Gambar Scanning Elektron Mikroskop 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alat Scanning Elektron Mikroskop 
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Lampiran D. Calibration Curve 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Description : y = 4.945335e-04*x 
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Lampiran E. Consentration Results 

 

 

 

Wavelength 
Sample 

ID 
Ordinat Factor Concentration Pengenceran 

Berat 

Contoh 

% 

Polifenol 

765.0 Padat 1 0.5361 1 1084 50 0.25 21.68 

765.0 Padat 2 0.5469 1 1105.8 50 0.25 22.12 
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