
  

                                                                                                                                                                                             2349 

Journal of Pharmaceutical and Sciences 
Electronic ISSN: 2656-3088       DOI: https://doi.org/10.36490/journal-jps.com 

Homepage: https://journal-jps.com 

ORIGINAL ARTICLE                  JPS. 2026, 9(3), 2349-2361 
 
 
 

Determination of Catechin Content and Antioxidant Activity of Brewed and Ethanolic 

Extracts of Cacao Beans (Theobroma cacao L.) Using Uv-Vis Spectrophotometry 
 

Penetapan Kadar Katekin dan Uji Aktivitas Antioksidan Dari Seduhan dan Ekstrak 

Etanol Biji Kakao (Theobroma cacao L.) Secara Spektrofotometri Uv-Vis 
 

Dahnia Ayu Fitria a, Anny Sartika Daulay a, Ridwanto a, Haris Munandar Nasution a 
 

a Program Studi Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah, Medan, Sumatera Utara, Indonesia.  
 

*Corresponding Authors: annysartika@umnaw.ac.id 

 

 

Abstract 

Introduction: Cocoa beans (Theobroma cacao L.) are widely recognized as a rich source of bioactive polyphenolic 

compounds, particularly flavan-3-ols such as catechin and epicatechin, which exhibit potent antioxidant properties. These 

secondary metabolites play a critical role in neutralizing free radicals, thereby mitigating oxidative stress implicated in 

various degenerative diseases. Objective: This study aimed to compare catechin equivalent content and DPPH radical 

scavenging activity between ethanolic extract (maceration with 70% ethanol) and aqueous infusion (90°C, 15 min) of cocoa 

beans. Methods: Phytochemical screening was conducted qualitatively. Catechin equivalent content was determined 

using UV-Vis spectrophotometry at 280 nm, while antioxidant activity was evaluated using the DPPH method at 515 nm 

with vitamin C as positive control. Results: Both samples contained alkaloids, flavonoids, saponins, tannins, 

triterpenoids/steroids, polyphenols, and glycosides. The ethanolic extract exhibited higher catechin equivalent content 

(37.15 ± 0.07 µg/mL) compared to the infusion (19.83 ± 0.10 µg/mL), corresponding to 12.53 ± 0.72 mg/g and 11.18 ± 1.72 

mg/g, respectively. The DPPH assay revealed superior antioxidant activity for the ethanolic extract (IC₅₀ = 83.29 µg/mL; 

strong category) compared to the infusion (IC₅₀ = 192.65 µg/mL; weak category), with vitamin C showing IC₅₀ = 2.95 µg/mL 

(very strong). Conclusion: Ethanolic maceration is more effective than aqueous infusion for extracting catechin 

equivalents and achieving higher antioxidant activity from cocoa beans. Further confirmation using HPLC-DAD or LC-

MS is recommended to validate specific catechin concentrations. 
 

Keywords: Cocoa beans, Catechin, Antioxidant, DPPH, UV-Vis Spectrophotometry. 

 

 

 

Abstrak 

Pendahuluan: Biji kakao (Theobroma cacao L.) dikenal sebagai sumber senyawa bioaktif polifenol yang kaya, khususnya 

flavan-3-ol seperti katekin dan epikatekin, yang memiliki aktivitas antioksidan potensial. Metabolit sekunder ini berperan 

penting dalam menetralkan radikal bebas, sehingga mengurangi stres oksidatif yang terkait dengan berbagai penyakit 

degeneratif.. Tujuan: Penelitian ini bertujuan membandingkan kadar setara katekin dan aktivitas peredaman radikal 

DPPH antara ekstrak etanol (maserasi dengan etanol 70%) dan infusa akuades (90°C, 15 menit) biji kakao. Metode: 

Skrining fitokimia dilakukan secara kualitatif. Kadar setara katekin ditentukan menggunakan spektrofotometri UV-Vis 

pada 280 nm, sedangkan aktivitas antioksidan diuji dengan metode DPPH pada 515 nm menggunakan vitamin C sebagai 

kontrol positif. Hasil: Kedua sampel mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid/steroid, polifenol, dan 

glikosida. Ekstrak etanol menunjukkan kadar setara katekin lebih tinggi (37,15 ± 0,07 µg/mL) dibandingkan infusa (19,83 

± 0,10 µg/mL), setara dengan 12,53 ± 0,72 mg/g dan 11,18 ± 1,72 mg/g. Uji DPPH menunjukkan aktivitas antioksidan ekstrak 

etanol (IC₅₀ = 83,29 µg/mL; kategori kuat) superior dibandingkan infusa (IC₅₀ = 192,65 µg/mL; kategori lemah), dengan 

vitamin C menunjukkan IC₅₀ = 2,95 µg/mL (sangat kuat). Kesimpulan: Maserasi etanol lebih efektif daripada infusa 

akuades untuk mengekstraksi setara katekin dan menghasilkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dari biji kakao. 

Konfirmasi lebih lanjut menggunakan HPLC-DAD atau LC-MS direkomendasikan untuk memvalidasi konsentrasi 

katekin spesifik. 
 

Kata Kunci: Biji kakao, Katekin, Antioksidan, DPPH, Spektrofotometri UV-Vis. 
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Pendahuluan  

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan komoditas perkebunan tropis bernilai ekonomi tinggi yang 

dimanfaatkan secara luas dalam industri pangan dan minuman. Selain menjadi bahan baku utama produk 

cokelat, biji kakao merupakan sumber senyawa bioaktif, terutama polifenol. Fraksi polifenol biji kakao 

didominasi oleh flavan-3-ol, seperti katekin dan epikatekin, serta procyanidin oligomerik yang berkontribusi 

terhadap aktivitas antioksidan. Kandungan senyawa tersebut tidak bersifat konstan karena dipengaruhi oleh 

genotipe, asal geografis, tingkat kematangan, fermentasi, pengeringan, dan kondisi pengolahan pascapanen 

[1,2]. 

Katekin merupakan senyawa flavan-3-ol yang memiliki beberapa gugus hidroksil fenolik dan mampu 

mendonorkan atom hidrogen atau elektron untuk menstabilkan spesies radikal. Meskipun demikian, katekin 

relatif rentan terhadap oksidasi, epimerisasi, dan degradasi akibat paparan oksigen, cahaya, perubahan pH, 

serta suhu tinggi. Karakteristik tersebut menyebabkan kadar katekin yang terukur dan kapasitas antioksidan 

biji kakao sangat bergantung pada kondisi bahan dan prosedur penyarian yang diterapkan [3–7]. 

Variabilitas flavanol biji kakao telah ditunjukkan dalam sejumlah penelitian. Othman et al. [8] 

melaporkan bahwa kadar epikatekin biji kakao mentah dari Malaysia, Ghana, Pantai Gading, dan Sulawesi 

berkisar antara 270–1.235 mg/100 g atau setara dengan 2,70–12,35 mg/g, dengan kadar tertinggi ditemukan 

pada sampel asal Sulawesi. Penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol menghasilkan 

kapasitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak air. Nilai Trolox-equivalent antioxidant capacity 

ekstrak etanol berada pada kisaran 34,98–43,96 µmol TE/100 g, sedangkan ekstrak air hanya mencapai 13,98–

21,85 µmol TE/100 g. Pola yang serupa diperoleh pada pengujian FRAP, yaitu 77,47–143,37 µmol Fe²⁺/100 g 

untuk ekstrak etanol dan 54,22–80,21 µmol Fe²⁺/100 g untuk ekstrak air. Selain itu, kandungan epikatekin 

menunjukkan korelasi positif yang kuat dengan kapasitas antioksidan, baik pada ekstrak etanol maupun 

ekstrak air.  

Perbedaan kandungan senyawa bioaktif dan aktivitas antioksidan juga dilaporkan pada biji kakao asal 

Indonesia. Ekstrak etanol 70% dari empat klon biji kakao tidak terfermentasi asal Sulawesi Selatan memiliki 

kandungan polifenol total sebesar 49,25–86,11 mg/g dan nilai IC₅₀ DPPH sebesar 6,40–10,23 µg/mL[9] . Pada 

biji kakao edel asal Jember, ekstrak etanol biji terfermentasi dan tidak terfermentasi masing-masing 

menghasilkan nilai IC₅₀ sebesar 33,97 dan 9,56 µg/mL [10]. Indiarto et al. [11] selanjutnya melaporkan bahwa 

aktivitas penangkapan radikal DPPH ekstrak dan fraksi biji kakao bervariasi dengan nilai IC₅₀ sebesar 7,74–

30,94 µg/mL, sedangkan fraksi air menunjukkan kandungan polifenol, flavonoid, dan aktivitas antioksidan 

yang lebih rendah dibandingkan fraksi dengan polaritas menengah [12]. Temuan tersebut memperlihatkan 

bahwa perbedaan bahan, tingkat fermentasi, pelarut, dan proses ekstraksi dapat menghasilkan variasi yang 

substansial pada parameter kimia dan aktivitas antioksidan biji kakao [13]. 

Maserasi menggunakan etanol 70% dan penyarian secara infusa memiliki mekanisme ekstraksi yang 

berbeda. Sistem etanol–air mampu memfasilitasi penetrasi pelarut ke dalam matriks sekaligus melarutkan 

senyawa fenolik dengan rentang polaritas yang relatif luas. Sebaliknya, infusa mengandalkan air dan suhu 

tinggi untuk mempercepat perpindahan massa senyawa yang bersifat hidrofilik. Pemanasan dapat 

meningkatkan pelepasan komponen terlarut dari jaringan [14], tetapi juga berpotensi mempercepat oksidasi, 

epimerisasi, atau degradasi flavanol yang sensitif terhadap panas. Oleh karena itu, perbedaan kadar katekin 

dan aktivitas antioksidan antara kedua metode tidak hanya ditentukan oleh polaritas pelarut, tetapi juga oleh 

suhu, waktu kontak, rasio bahan terhadap pelarut, dan stabilitas senyawa selama penyarian. 

Meskipun kandungan flavanol dan aktivitas antioksidan biji kakao telah banyak dilaporkan, sebagian 

besar penelitian menggunakan ekstraksi etanol, pelarut organik, atau teknik fraksinasi. Bukti komparatif 
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mengenai kadar katekin dan aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan infusa yang diperoleh dari bahan baku 

yang sama dan dievaluasi pada kondisi analisis yang setara masih terbatas. Perbandingan tersebut diperlukan 

untuk menentukan sejauh mana metode penyarian berkontribusi terhadap perolehan katekin dan 

kemampuan penangkapan radikal bebas biji kakao. Berdasarkan kesenjangan tersebut, penelitian ini 

bertujuan mengidentifikasi golongan metabolit sekunder dalam serbuk simplisia dan ekstrak etanol biji 

kakao, menentukan serta membandingkan kadar katekin pada ekstrak etanol dan infusa menggunakan 

spektrofotometri UV–Vis, dan mengevaluasi aktivitas antioksidan kedua hasil penyarian menggunakan 

metode DPPH. Penelitian ini diharapkan memberikan bukti eksperimental mengenai hubungan antara 

metode penyarian, kadar katekin terukur, dan aktivitas antioksidan biji kakao. 

 

Metode Penelitian  

Proses pengambilan dan pengolahan sampel adalah bagian dari jenis penelitian ini. setelah sampel 

dikeringkan menggunakan metode pengering, dilakukan uji karakterisasi simplisia, kemudian pembuatan 

ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.) memiliki tekstur semi-padat/pasta akibat tingginya kandungan 

lemak kakao (cocoa butter) serta potensi sisa pelarut/air yang belum teruapkan secara sempurna., dan skrining 

fitokimia untuk mengetahui senyawa kimia yang terkandung dalam biji kakao (Theobroma cacao L.). Setelah 

skrining fitokimia selesai, uji penetapan kadar katekin dan aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan infusa biji 

kakao (Theobroma cacao L.) dilakukan dengan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan 

spektrofotometri UV-Vis. 

 

Alat dan Bahan Penelitian  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik, sudip, lemari pengering, rotary 

evaporator, batang pengaduk, tabung reaksi, gelas ukur, erlenmeyer, beaker glass, rak tabung, pipet tetes, 

corong, panci infusa, penangas air, sendok tanduk, kertas saring, perkamen, hot plate, cawan porselin, 

blender, termometer, kertas saring bebas abu, desikator, tanur, krus tang, cawan krus, oven, parkamen, kertas  

saring, lampu bunsen, objeck glass, deck glass, kaca arloji, labu ukur, mat pipet, corong pisah, tissue lensa 

dan spektrofotometri UV-Vis. Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma  cacao L.), infusa aquadest biji kakao (Theobroma  cacao L.), katekin, DPPH (2,2 diphenyl- 1-

picrylhdydrazyl), metanol pa, FeCl3, asam klorida pekat, air suling, toluena, etanol 70% , etanol absolut, asam 

sulfat pekat, besi III (klorida), amonium hidroksida, asam asetat anhidrida, asam asetat pekat, asam nitrat 

pekat, α-naftol, kloralhidrat, eter, iodium, kalium iodida, kloroform, natrium hidroksida, natrium sulfat 

anhidrat, asam asetat glasial, raksa (III)  klorida, serbuk Mg, sodium hidrogen sulfat dan timbal asetat. 

 

Pengolahan Sampel 

Buah kakao dibelah dan bijinya dipisahkan dari bagian buah lainnya. Biji kakao dicuci menggunakan 

air mengalir untuk menghilangkan kotoran dan sisa pulp yang melekat, kemudian ditiriskan dan dikeringkan 

untuk mengurangi kadar air serta mencegah pertumbuhan mikroorganisme selama penyimpanan. Biji kakao 

yang telah kering selanjutnya dihaluskan menggunakan blender hingga diperoleh serbuk simplisia. Serbuk 

tersebut digunakan untuk pembuatan ekstrak etanol dan infusa, karakterisasi simplisia, skrining fitokimia, 

penetapan kadar katekin, serta pengujian aktivitas antioksidan [15,16]. 

 

Analisis Kuantitatif Katekin 

Larutan baku induk katekin 1.000 µg/mL dibuat dengan melarutkan 10 mg katekin dalam etanol 

absolut hingga 10 mL. Larutan tersebut diencerkan menjadi 20, 30, 40, 50, dan 60 µg/mL. Absorbansi diukur 

pada 280 nm menggunakan etanol absolut sebagai blanko, kemudian hubungan konsentrasi–absorbansi 

dianalisis dengan regresi linear [1,2]. 

Sebanyak 25 mg ekstrak etanol dilarutkan dalam etanol absolut hingga 25 mL, kemudian 1 mL larutan 

diencerkan hingga 10 mL. Infusa disaring dan diencerkan dengan etanol absolut hingga responsnya berada 

dalam rentang kurva kalibrasi. Setiap larutan sampel diukur enam kali pada kondisi yang sama. Konsentrasi 

dihitung menggunakan persamaan regresi dan dilaporkan sebagai katekin ekuivalen dalam larutan ukur 

(rerata ± SD), karena pengukuran langsung pada 280 nm dapat mencakup kontribusi senyawa fenolik lain. 
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Karakterisasi Simplisia  

Identifikasi simplisia dilakukan dengan memeriksa pemerian dan melakukan pengamatan simplisia 

baik secara makroskopik maupun secara mikroskopik penetapan kadar air, penetapan kadar sari larut dalam 

air, penetapan kadar sari larut dalam etanol, penetapan kadar abu, penetapan kadar abu tidak larut asam, 

selanjutnya dilakukan skrining fitokimia [17]. 

 

Karakterisasi Simplisia Biji Kakao 

Karakterisasi simplisia biji kakao meliputi pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis serta penetapan 

kadar air, kadar sari larut air, kadar sari larut etanol, kadar abu total, dan kadar abu tidak larut dalam asam. 

Pemeriksaan makroskopis dilakukan secara organoleptik dengan mengamati bau, bentuk, rasa, tekstur, 

ukuran, dan warna simplisia [18]. Pemeriksaan mikroskopis dilakukan terhadap serbuk simplisia biji kakao 

dengan meletakkan sejumlah serbuk di atas kaca objek dan menambahkan larutan kloral hidrat. Preparat 

dipanaskan secara hati-hati di atas nyala Bunsen selama beberapa menit, ditutup menggunakan kaca 

penutup, kemudian diamati di bawah mikroskop untuk mengidentifikasi fragmen diagnostik simplisia [19]. 

Penetapan kadar air dilakukan menggunakan metode destilasi azeotropi. Sebanyak 200 mL toluena dan 

2 mL air suling dimasukkan ke dalam labu destilasi, kemudian didestilasi selama 2 jam hingga seluruh air 

terdestilasi. Setelah proses destilasi dihentikan, perangkat dibiarkan mendingin selama 30 menit dan volume 

air pada tabung penerima dibaca dengan ketelitian 0,05 mL sebagai volume awal (V₁), sehingga diperoleh 

toluena jenuh air. Sebagian toluena digunakan untuk membilas bagian dalam perangkat destilasi. 

Selanjutnya, sebanyak 5 g serbuk simplisia dimasukkan ke dalam labu dan dipanaskan secara perlahan selama 

15 menit. Setelah toluena mulai mendidih, destilasi dilakukan dengan kecepatan sekitar dua tetes per detik 

hingga sebagian besar air terdestilasi, kemudian kecepatan ditingkatkan menjadi sekitar empat tetes per detik. 

Setelah seluruh air terdestilasi, bagian dalam tabung dibilas dengan toluena dan proses destilasi dilanjutkan 

selama 5 menit. Pemanasan dihentikan dan perangkat dibiarkan mencapai suhu kamar hingga lapisan air dan 

toluena terpisah secara sempurna. Volume akhir air dicatat sebagai V₂. Kandungan air dalam sampel 

ditentukan berdasarkan selisih antara V₂ dan V₁, sedangkan kadar air dihitung sebagai persentase terhadap 

bobot awal simplisia [19]. 

Penetapan kadar sari larut air dilakukan dengan memaserasi 5 g serbuk simplisia dalam 100 mL 

campuran air–kloroform yang dibuat dari 2,5 mL kloroform dan air suling hingga 100 mL. Maserasi dilakukan 

dalam labu Erlenmeyer tertutup selama 24 jam, dengan pengocokan selama 6 jam pertama dan didiamkan 

selama 18 jam berikutnya. Campuran kemudian disaring dan sebanyak 20 mL filtrat diuapkan hingga kering 

dalam cawan penguap yang telah dipanaskan dan ditara. Residu dikeringkan pada suhu 105 °C hingga 

mencapai bobot tetap. Kadar sari larut air dihitung sebagai persentase terhadap bobot bahan yang telah 

dikeringkan [19]. 

Penetapan kadar sari larut etanol dilakukan dengan memaserasi 5 g serbuk simplisia dalam 100 mL 

etanol 96% selama 24 jam dalam labu Erlenmeyer tertutup. Campuran dikocok selama 6 jam pertama dan 

didiamkan selama 18 jam berikutnya, kemudian disaring. Sebanyak 20 mL filtrat diuapkan hingga kering 

dalam cawan penguap yang telah dipanaskan dan ditara. Residu dikeringkan pada suhu 105 °C hingga 

mencapai bobot tetap. Kadar sari larut etanol dihitung sebagai persentase terhadap bobot bahan yang telah 

dikeringkan [19]. 

Penetapan kadar abu total dilakukan dengan menimbang sebanyak 2 g serbuk simplisia dan 

memasukkannya ke dalam krus porselen yang telah dipijarkan dan ditara. Sampel diratakan, kemudian 

dipijarkan secara bertahap pada suhu sekitar 600 °C hingga seluruh bahan organik terdestruksi dan diperoleh 

abu. Krus selanjutnya didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Proses pemijaran, pendinginan, dan 

penimbangan diulangi hingga diperoleh bobot tetap. Kadar abu total dihitung sebagai persentase terhadap 

bobot bahan yang telah dikeringkan di udara [19]. Penetapan kadar abu tidak larut dalam asam dilakukan 

menggunakan abu yang diperoleh dari penetapan kadar abu total. Abu dididihkan bersama 25 mL asam 

klorida 2 N selama 5 menit. Fraksi yang tidak larut dalam asam disaring menggunakan kertas saring bebas 

abu dan dicuci dengan air panas. Residu beserta kertas saring kemudian dipijarkan hingga mencapai bobot 

tetap, didinginkan dalam desikator, dan ditimbang. Kadar abu tidak larut dalam asam dihitung sebagai 

persentase terhadap bobot bahan yang telah dikeringkan di udara [19]. 

 

Pembuatan Ekstrak Etanol Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Proses pembuatan ekstrak etanol biji kakao dilakukan dengan secara maserasi, ditimbang 500 gram 

serbuk  simplisia biji  kakao dimasukkan ke dalam wadah tertutup, setelah itu dituangkan dengan 75 bagian 
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etanol 70% sebanyak  3750 mL sambil diaduk sesekali, ditutup dan dibiarkan 5 hari terlindung dari cahaya. 

Setelah 5 hari diserkai, diperas, dengan kain flanel sehingga dapat maserat 1. Kemudian dibilas ampas 

maserat 1 dengan etanol 70% sebanyak 1250 mL, digabungkan maserat 1 dan maserat 2 selama 2 hari. Diserkai 

kembali, dipekatkan dengan menggunakan alat rotary evaporator 50℃ hingga diperoleh ekstrak kental [20]. 

 

Pembuatan Infusa Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Sebanyak 10 gram simplisia biji kakao (Theobroma cacao L.) ditimbang dan ditambahkan aquadest 100 

mL. Simplisia direbus diatas panci infusa selama 15 menit dengan suhu 90°C sambil sesekali diaduk 

menggunakan batang pengaduk. Setelah dingin, larutan disaring menggunakan kain flanel, hasil larutan 

yang disaring dimasukkan ke dalam wadah yang tertutup rapat [21]. 

 

Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi secara kualitatif golongan metabolit sekunder 

yang terkandung dalam serbuk simplisia dan ekstrak biji kakao. Pemeriksaan mencakup identifikasi alkaloid, 

flavonoid, saponin, tanin, polifenol, triterpenoid/steroid, dan glikosida. 

Identifikasi polifenol dilakukan dengan menambahkan 1 mL larutan FeCl₃ 1% pada masing-masing 0,5 

g serbuk simplisia dan ekstrak. Terbentuknya warna hijau, merah, ungu, biru tua, biru kehitaman, atau hijau 

kehitaman menunjukkan adanya senyawa polifenol dalam sampel [22]. Identifikasi flavonoid dilakukan 

dengan menambahkan 100 mL air panas pada masing-masing 1 g serbuk simplisia dan ekstrak, kemudian 

campuran dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas. Sebanyak 5 mL filtrat ditambahkan 

serbuk magnesium, 1 mL HCl pekat, dan 2 mL amil alkohol. Campuran dikocok dan dibiarkan hingga 

terbentuk pemisahan lapisan. Terbentuknya warna merah atau jingga pada lapisan amil alkohol 

menunjukkan hasil positif terhadap flavonoid [23]. 

Identifikasi alkaloid dilakukan dengan menambahkan 1 mL HCl 2 N dan 9 mL air suling pada masing-

masing 0,5 g serbuk simplisia dan ekstrak. Campuran dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, 

kemudian didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk pengujian alkaloid 

menggunakan pereaksi spesifik. 

 

Hasil Dan Pembahasan  

Hasil Identifikasi Tumbuhan  

Hasil identifikasi tumbuhan yang dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Herbarium 

Medanense (MEDA), Universitas Sumatera Utara, berdasarkan Surat Hasil Identifikasi Nomor 

008/MEDA/2025 tanggal 9 Januari 2025, mengonfirmasi bahwa sampel penelitian merupakan Theobroma cacao 

L. (nama lokal: cokelat). Sampel tersebut diklasifikasikan ke dalam Kingdom Plantae, Divisi Spermatophyta, 

Kelas Dicotyledoneae, Ordo Malvales, Famili Malvaceae, dan Genus Theobroma. Konfirmasi identitas 

taksonomi ini menjamin autentisitas bahan tumbuhan yang digunakan serta meminimalkan potensi 

kesalahan identifikasi yang dapat memengaruhi validitas dan keterulangan hasil penelitian. 

 

Kurva Kalibrasi Katekin dan Persamaan Regresi 

Penetapan katekin ekuivalen dilakukan pada 280 nm menggunakan kurva kalibrasi standar katekin. 

Kurva menghasilkan persamaan y = 0,01148x − 0,0178 dengan R² = 0,9958. Konsentrasi pada larutan ukur 

dihitung dari persamaan tersebut dan disajikan sebagai rerata dari enam pengukuran. 

Tabel 1. Data kurva kalibrasi standar katekin pada 280 nm 

Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

20 0,225 

30 0,310 

40 0,443 

50 0,550 

60 0,679 
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Gambar 1. Kurva kalibrasi standar katekin pada 280 nm. 

 

Tabel 2. Konsentrasi katekin ekuivalen dalam larutan ukur 

Sampel n Katekin ekuivalen (µg/mL), rerata ± SD 

Ekstrak etanol 6 37,15 ± 0,07 

Infusa 6 19,83 ± 0,10 

 

 
Gambar 2. Konsentrasi katekin ekuivalen dalam larutan ukur  

 
Penetapan Katekin Ekuivalen 

Kurva kalibrasi menunjukkan hubungan linear yang kuat pada rentang 20–60 µg/mL (R² = 0,9958). 

Meskipun nilai tersebut mendukung penggunaan persamaan regresi untuk interpolasi, linearitas saja belum 

merupakan validasi metode yang lengkap. Akurasi, presisi antarhari, batas deteksi, batas kuantifikasi, 

selektivitas, dan perolehan kembali tetap diperlukan apabila metode akan digunakan sebagai prosedur 

kuantitatif tervalidasi. Pada penelitian ini, presisi pembacaan ditunjukkan oleh simpangan baku yang rendah: 

ekstrak etanol 37,15 ± 0,07 µg/mL dan infusa 19,83 ± 0,10 µg/mL pada larutan ukur, dengan koefisien variasi 

masing-masing sekitar 0,19% dan 0,51%. 
Respons katekin ekuivalen ekstrak etanol sekitar 1,87 kali lebih tinggi daripada infusa. Perbedaan 

numerik tersebut menunjukkan bahwa kondisi penyarian dengan etanol menghasilkan lebih banyak 

komponen yang memberikan serapan setara katekin pada 280 nm. Hal ini sejalan dengan laporan Othman et 

al., yang menunjukkan bahwa jenis pelarut memengaruhi kandungan fenolik dan kapasitas antioksidan 

ekstrak biji kakao; ekstrak etanol memberikan aktivitas penangkapan radikal dan daya reduksi lebih tinggi, 

sedangkan ekstrak air dapat menunjukkan respons berbeda bergantung pada prinsip pengujian [35]. Efisiensi 

penyarian dipengaruhi tidak hanya oleh polaritas pelarut, tetapi juga rasio bahan–pelarut, suhu, waktu 

kontak, ukuran partikel, dan kondisi matriks. Oleh karena itu, perbandingan pada penelitian ini berlaku 

untuk prosedur ekstraksi yang digunakan dan tidak dapat digeneralisasi sebagai keunggulan mutlak etanol 

pada seluruh kondisi. 
Penafsiran hasil pada 280 nm memerlukan kehati-hatian. Daerah tersebut merupakan pita serapan 

aromatik yang juga dapat memberikan respons terhadap epikatekin, procyanidin, flavonoid lain, asam 
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fenolat, dan sebagian komponen matriks kakao. Dengan demikian, nilai 37,15 dan 19,83 µg/mL lebih tepat 

dinyatakan sebagai konsentrasi katekin ekuivalen dalam larutan ukur, bukan kadar katekin individual dalam 

bahan. Gottumukkala et al. menggunakan HPLC fase terbalik dengan deteksi 280 nm untuk memisahkan 

katekin dan epikatekin sebelum kuantifikasi, yang menegaskan pentingnya tahap pemisahan kromatografi 

untuk memperoleh spesifisitas analitik [34]. Penggunaan HPLC-DAD atau LC–MS pada penelitian lanjutan 

diperlukan untuk mengonfirmasi identitas, menentukan kadar katekin dan epikatekin secara terpisah, serta 

mengevaluasi kemungkinan interferensi matriks. 
Variasi kadar flavan-3-ol pada kakao juga dipengaruhi riwayat pascapanen. Payne et al. menunjukkan 

bahwa fermentasi menurunkan katekin dan epikatekin secara substansial, sedangkan pemanasan dapat 

mengubah rasio epikatekin/katekin melalui degradasi dan epimerisasi [36]. Oleh sebab itu, nilai yang 

diperoleh pada penelitian ini tidak hanya mencerminkan pemilihan pelarut, tetapi juga dapat membawa 

pengaruh genotipe, kematangan, fermentasi, pengeringan, dan penyimpanan bahan. Informasi rinci 

mengenai faktor-faktor tersebut perlu dilaporkan pada penelitian lanjutan agar perbandingan antarpublikasi 

lebih bermakna. 

Tabel 3. Persentase inhibisi DPPH ekstrak etanol dan infusa (n = 6) 

Konsentrasi (µg/mL) Ekstrak etanol (%), rerata ± SD Infusa (%), rerata ± SD 
20 12,00 ± 0,21 6,18 ± 0,15 
40 24,00 ± 0,15 9,38 ± 0,15 
60 36,15 ± 0,22 13,65 ± 0,15 
80 47,98 ± 0,26 21,11 ± 0,15 

100 60,00 ± 0,38 26,44 ± 0,15 
 

 

 
Gambar 3. Kurva respons konsentrasi terhadap inhibisi DPPH (a) ekstrak etanol dan infusa; (b) vitamin C. 

 

Tabel 4. Nilai IC₅₀ ekstrak etanol, infusa, dan vitamin C berdasarkan regresi linear 

Sampel Persamaan regresi R² IC₅₀ (µg/mL) 
Vitamin C y = 10.3615x + 19.4688 0.9981 2.95 
Ekstrak etanol y = 0.5999x + 0.0325 1.0000 83.29 
Infusa y = 0.2612x -0.3198 0.9792 192.65 

 

Aktivitas Antioksidan Metode DPPH 

Ekstrak etanol dan infusa memperlihatkan peningkatan inhibisi DPPH seiring kenaikan konsentrasi. 

Pada ekstrak etanol, inhibisi meningkat dari 12,00 ± 0,21% pada 20 µg/mL menjadi 60,00 ± 0,38% pada 100 

µg/mL. Pada infusa, peningkatan terjadi dari 6,18 ± 0,15% menjadi 26,44 ± 0,15% pada rentang konsentrasi 

yang sama. Pola respons konsentrasi tersebut menunjukkan bahwa komponen terlarut pada kedua sediaan 
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mampu meredam radikal DPPH, tetapi kapasitas ekstrak etanol lebih tinggi pada setiap konsentrasi yang 

diuji. 
Nilai IC₅₀ ekstrak etanol sebesar 83,29 µg/mL lebih rendah daripada infusa sebesar 192,65 µg/mL, 

sedangkan vitamin C memberikan IC₅₀ 2,95 µg/mL. Berdasarkan klasifikasi yang digunakan dalam penelitian 

[24], ekstrak etanol termasuk kategori kuat, infusa termasuk kategori lemah, dan vitamin C termasuk kategori 

sangat kuat. Perbandingan dengan vitamin C perlu ditafsirkan secara proporsional karena vitamin C 

merupakan senyawa murni, sedangkan ekstrak dan infusa merupakan campuran kompleks yang 

mengandung senyawa aktif serta komponen nonaktif; dengan demikian, perbedaan IC₅₀ tidak secara 

langsung menggambarkan potensi per molekul. 
Aktivitas DPPH kakao tidak hanya ditentukan oleh katekin. Epikatekin, procyanidin dengan derajat 

polimerisasi berbeda, antosianin, asam fenolat, dan senyawa hasil pengolahan dapat berkontribusi melalui 

transfer atom hidrogen atau elektron. Fraksinasi procyanidin kakao yang dilakukan Toro-Uribe et al. 

menunjukkan bahwa aktivitas penangkapan radikal berbeda menurut komposisi dan ukuran oligomer [37]. 

Karena itu, konsentrasi katekin ekuivalen yang lebih tinggi pada ekstrak etanol dan IC₅₀ yang lebih rendah 

merupakan pola yang konsisten, tetapi belum membuktikan bahwa katekin merupakan satu-satunya 

penyebab aktivitas antioksidan. Pembuktian hubungan tersebut memerlukan analisis komposisi 

menggunakan kromatografi dan pengujian korelasi pada jumlah sampel atau fraksi yang memadai. 
Nilai IC₅₀ ekstrak etanol diperoleh melalui interpolasi karena respons 50% tercapai di antara konsentrasi 

80 dan 100 µg/mL. Sebaliknya, inhibisi tertinggi infusa pada 100 µg/mL baru mencapai 26,44%, sehingga IC₅₀ 

192,65 µg/mL merupakan hasil ekstrapolasi regresi di luar rentang konsentrasi yang diuji. Nilai tersebut harus 

dipandang sebagai estimasi dan memiliki ketidakpastian lebih tinggi. Untuk meningkatkan ketepatan, 

rentang konsentrasi infusa sebaiknya diperluas hingga mencakup titik-titik di bawah dan di atas inhibisi 50%, 

kemudian IC₅₀ dihitung menggunakan model respons konsentrasi yang sesuai. 
Metode DPPH bermanfaat untuk skrining karena sederhana dan menghasilkan respons yang mudah 

dibandingkan, tetapi merupakan uji kimia in vitro dalam sistem pelarut tertentu. Hasilnya dipengaruhi oleh 

waktu inkubasi, konsentrasi DPPH, polaritas pelarut, warna intrinsik sampel, dan kemungkinan tumpang 

tindih absorbansi. Oleh karena itu, kapasitas antioksidan yang diperoleh tidak dapat langsung diterjemahkan 

menjadi efektivitas biologis. Konfirmasi menggunakan metode dengan mekanisme berbeda, seperti ABTS, 

FRAP, atau ORAC, disertai blanko sampel dan evaluasi sitotoksisitas, akan memperkuat kesimpulan 

mengenai potensi antioksidan biji kakao. 
 

Hasil Pemeriksaan makroskopik  Serbuk Simplisia  

Pengamatan makroskopik dilakukan dengan cara mengamati secara langsung karakteristik fisik biji 

kakao (Theobroma cacao L.). Hasil dari pemeriksaan tersebut dapat dilihat pada tabel  

Tabel 5. Hasil pemeriksaan organoleptik simplisia biji kakao 

No Parameter Organoleptis Keterangan 

1. Warna Cokelat Tua, Hampir Hitam 
2. Bentuk Oval, Bulat Memanjang, dan Agak Lonjong 
3. Tekstur Keras, Kering, Rapuh 

4. Aroma Rasa Cokelat, Kacang 
5. Ukuran Panjang 3,5 cm, Lebar 3,4 cm 

 

Pemeriksaan makroskopis menunjukkan bahwa simplisia biji kakao berwarna cokelat tua hingga 

hampir hitam, berbentuk oval–lonjong, bertekstur keras, kering, dan rapuh, serta memiliki aroma khas kakao 

dan kacang. Ukuran biji yang diamati mencapai panjang sekitar 3,5 cm dan lebar 3,4 cm. Serbuk simplisia 

berwarna cokelat, sedangkan pemeriksaan mikroskopis memperlihatkan fragmen jaringan yang berasal dari 

bagian penyusun biji kakao. 

Warna cokelat tua hingga hampir hitam pada simplisia merupakan karakter yang dapat terbentuk 

selama penanganan pascapanen. Pengurangan air selama pengeringan meningkatkan konsentrasi relatif 

komponen padat dan memfasilitasi oksidasi enzimatis polifenol, degradasi antosianin, serta pembentukan 

pigmen cokelat. Oleh karena itu, intensitas warna tidak hanya mencerminkan identitas bahan, tetapi juga 

dipengaruhi oleh suhu, laju, dan lama pengeringan. Hii et al. menunjukkan bahwa kondisi pengeringan 

memengaruhi warna dan mutu produk kering kakao, sedangkan Żyżelewicz et al. menjelaskan keterkaitan 

perubahan warna dengan oksidasi polifenol dan pembentukan pigmen selama pengolahan [30,31]. Meskipun 
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demikian, warna yang sangat gelap tidak dapat digunakan sebagai satu-satunya indikator mutu karena dapat 

pula berkaitan dengan pengeringan atau pemanasan yang berlebihan; interpretasinya perlu dipadukan 

dengan kadar air, aroma, dan tidak adanya tanda pertumbuhan kapang. 
 

 
Gambar 4. Tahap pengolahan dan pemeriksaan mikroskopis simplisia biji kakao: (a) pengeringan biji, (b) serbuk simplisia, 

(c) fragmen mikroskopis I, dan (d) fragmen mikroskopis II. 
 

Tekstur keras, kering, dan rapuh sesuai dengan berkurangnya air bebas dan air terikat selama 

pengeringan. Penurunan kadar air melemahkan plastisitas jaringan, menyebabkan penyusutan sel, dan 

meningkatkan kerapuhan sehingga biji lebih mudah dihancurkan menjadi serbuk. Karakter ini konsisten 

dengan kadar air simplisia sebesar 6,00 ± 0,00%, yang berada pada kisaran kadar air rendah untuk 

penyimpanan bahan kering. Namun, tekstur rapuh tetap merupakan parameter organoleptik semikuantitatif; 

evaluasi kadar air diperlukan untuk memastikan bahwa kekeringan yang diamati bukan sekadar perubahan 

pada permukaan. Pengeringan yang terlalu cepat dapat menghasilkan gradien kelembapan antara 

permukaan dan bagian dalam biji, sedangkan pengeringan yang terlalu lambat meningkatkan risiko 

pertumbuhan kapang dan penurunan mutu [30]. 
Aroma kakao dan kacang yang teramati menunjukkan keberadaan komponen volatil dan prekursor 

cita rasa khas biji kakao. Akan tetapi, deskripsi aroma pada penelitian ini sebaiknya dipahami sebagai hasil 

pemeriksaan organoleptik awal dan bukan sebagai profil sensori terstandar. Fermentasi dan pengeringan 

mengubah kandungan asam volatil, gula pereduksi, asam amino, polifenol, dan prekursor aroma; perubahan 

tersebut secara bersama-sama menentukan karakter akhir biji. Warna cokelat dan aroma khas yang muncul 

karenanya merupakan hasil interaksi kompleks antara komposisi awal bahan dan kondisi pascapanen, bukan 

penanda tunggal keberadaan katekin atau kapasitas antioksidan [31]. 
Pada tingkat mikroskopis, fragmen yang diamati dapat dikaitkan dengan jaringan tegumen dan 

kotiledon sebagai komponen utama biji kakao. Studi anatomi menunjukkan bahwa mesofil kotiledon tersusun 

atas sel penyimpanan yang kaya globula lipid, sedangkan sel polifenolik bervakuola besar tersebar pada 

jaringan kotiledon dan berasosiasi dengan berkas vaskular. Martini et al. melaporkan adanya sel polifenolik 

yang tersebar di antara sel parenkim kotiledon pada berbagai spesies Theobroma, sementara Cerri et al. 

mengonfirmasi bahwa bagian tegumen, kotiledon, dan sumbu embrio memiliki pola penyimpanan metabolit 

yang berbeda [32,33]. Dengan demikian, fragmen pada Gambar 4 mendukung identitas anatomis simplisia 

biji kakao, tetapi penetapan fragmen diagnostik secara definitif tetap memerlukan pembesaran, pewarnaan, 

dan dokumentasi skala yang lebih terstandar. 
Secara keseluruhan, kesesuaian antara karakter makroskopis, kadar air, dan gambaran mikroskopis 

memperkuat autentikasi awal simplisia sebelum ekstraksi. Pemeriksaan tersebut penting karena variasi 

ukuran biji, intensitas warna, dan struktur jaringan dapat dipengaruhi oleh genotipe, kematangan, fermentasi, 

serta kondisi pengeringan. Oleh sebab itu, hasil morfologi pada penelitian ini paling tepat diposisikan sebagai 

data karakterisasi sampel spesifik yang melengkapi parameter mutu fisikokimia, bukan sebagai standar 

universal untuk seluruh biji Theobroma cacao L. [30,33]. 
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Hasil karakterisasi simplisia biji kakao  

Meliputi pengujian kadar air, kadar sari larut air, kadar sari larut etanol, kadar abu total, dan kadar 

abu tidak larut dalam asam. Pengujian ini bertujuan untuk menilai mutu awal simplisia sebagai bahan baku 

obat tradisional maupun produk berbasis bahan alam. 

Kadar air merupakan parameter penting untuk menilai stabilitas simplisia terhadap pertumbuhan 

mikroorganisme. Hasil pemeriksaan menunjukkan kadar air masih berada dalam batas yang diizinkan, 

menandakan bahwa simplisia memiliki tingkat kekeringan yang memadai untuk penyimpanan jangka 

menengah hingga panjang. Selanjutnya, pemeriksaan terhadap kadar sari larut air digunakan untuk 

mengukur sejauh mana komponen aktif dapat terekstraksi dalam pelarut air. Nilai yang diperoleh 

mencerminkan potensi simplisia untuk aplikasi dalam bentuk sediaan seperti rebusan. Sementara itu, kadar 

abu total menggambarkan jumlah total residu anorganik yang tertinggal setelah proses pembakaran, yang 

menjadi indikator kemurnian bahan.  

Kadar abu yang tinggi dapat mengindikasikan kontaminasi tanah atau material anorganik lainnya 

selama proses pengeringan atau penyimpanan. 

Kadar sari larut etanol yang dimana parameter yang menunjukkan persentase kandungan senyawa 

aktif dalam simplisia yang dapat larut dalam pelarut etanol. Etanol digunakan karena kemampuannya 

mengekstraksi senyawa-senyawa dengan tingkat kepolaran yang bervariasi, mulai dari polar, semi-polar, 

hingga sebagian senyawa non-polar. Oleh karena itu, kadar sari larut etanol mencerminkan jumLah total 

senyawa aktif dengan berbagai sifat kepolaran yang terkandung dalam bahan simplisia. 

Kadar abu total yaitu persentase massa residu yang tertinggal setelah seluruh komponen organik 

dalam suatu sampel dihilangkan melalui proses pembakaran pada suhu tinggi. Residu ini terdiri atas 

berbagai senyawa anorganik dan mineral yang secara alami terdapat dalam bahan tersebut. Penentuan kadar 

abu total termasuk dalam analisis proksimat, yang berfungsi untuk menilai kandungan gizi suatu produk 

pangan, khususnya dalam mengestimasi jumlah total mineral yang terkandung di dalamnya. Adapun kadar 

abu tidak larut dalam asam menunjukkan fraksi dari abu total yang tidak larut dalam larutan asam encer, 

yang mencerminkan adanya kontaminan seperti silika dari tanah atau pasir. Nilai ini penting untuk 

memastikan bahwa simplisia bebas dari pencemaran mineral anorganik yang bersifat inert. 

Secara umum, hasil uji karakterisasi simplisia biji kakao menunjukkan kualitas yang sesuai dengan 

parameter standar mutu simplisia. Data hasil pengujian disajikan dalam Tabel berikut: 

Tabel 6. Karakteristik simplisia biji kakao (rerata ± SD) 

Parameter Rerata ± SD (%) n Persyaratan MMI (%) Interpretasi 
Kadar air 6,00 ± 0,00 3 ≤10 Memenuhi 
Sari larut air 11,63 ± 3,67 3 ≥7 Memenuhi 
Sari larut etanol 9,77 ± 0,95 3 ≥3,5 Memenuhi 
Abu total 3,80 ± 0,25 3 ≤8 Memenuhi 
Abu tidak larut asam 0,73 ± 0,03 3 ≤1 Memenuhi 

 

Hasil pemeriksaan karakterisasi simplisia biji kakao menunjukkan bahwa bahan baku memenuhi 

seluruh persyaratan Materia Medika Indonesia (MMI), yang menjadi landasan penting bagi mutu dan efisiensi 

ekstraksi: Kadar Air (6,6%): Berada di bawah batas maksimum (10\%), menandakan stabilitas penyimpanan 

yang baik serta meminimalkan risiko degradasi enzimatis atau pertumbuhan mikroorganisme sebelum 

proses ekstraksi. Kadar Sari Larut Air (11,5): Nilai kadar sari larut air yang tergolong tinggi (11,5%, di atas 

standar MMI ge 7%) mengindikasikan tingginya potensi kandungan senyawa-senyawa hidrofilik atau polar 

di dalam jaringan biji kakao. Potensi ini kemudian terkonfirmasi melalui kemampuan bentuk sediaan infusa 

dalam menunjukkan aktivitas antioksidan melalui peredaman radikal bebas DPPH. Kadar Sari Larut Etanol 

(9,7%): Nilai ini jauh melampaui batas minimal MMI (ge 3,5%), menegaskan keberadaan konstituen aktif 

bersifar semi-polar hingga non-polar (seperti golongan flavonoid, katekin, dan alkaloid) yang melimpah dan 

siap terekstraksi oleh pelarut organik. 

Hasil pemeriksaan karakterisasi penetapan kadar sari larut dalam air pada simplisia biji kakao 

(Theobroma  cacao L.) diperoleh hasil 6% sehingga dikatakan memenuhi syarat dari persyaratan Materia 

Medika Indonesia (MMI)  yaitu lebih dari 3,5%. Tujuan yaitu untuk  mengetahui seberapa banyak senyawa 

atau zat aktif dari suatu simplisia (bahan alam seperti tanaman obat) yang dapat larut dalam air, yang 

merupakan pelarut polar [25]. Uji kualitatif yang dilakukan pada biji kakao yang bertujuan untuk  
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mengidentifikasi jenis zat atau komponen yang terkandung didalam sampel melalui skrining fitokimia. Hasil 

pemeriksaan dapat dilihat pada tabel dibawah ini: 

Tabel 7. Rendemen ekstrak etanol biji kakao 

Berat Ekstrak Berat simplisia % Randemen 
202,322 gram 500 gram 40,4644 % 

 

Uji skrining fenolik dengan FeCl₃ 1 % memberikan hasil positif (+), sesuai dengan standar metode 

fitokimia dalam studi tumbuhan [26]. 

 

Hasil Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan bertujuan untuk mengetahui metabolit sekunder yang terdapat dalam 

simplisia serbuk dan ekstrak dari biji kakao (Theobroma cacao L.). Terdiri dari polifenol, flavonoid, tanin, 

alkaloid, saponin, triterpenoid/steroid, dan glikosida. Hasil skrining fitokimia dapat dilihat pada tabel  

dibawah ini : 

Tabel 8. Hasil skrining fitokimia serbuk simplisia dan ekstrak etanol biji kakao 

No Pemeriksaan Hasil serbuk Simplisia Hasil Ekstrak 
1. Polifenol (+) (+) 
2. Flavonoid (+) (+) 

3. Alkaloid (+) (+) 
4. Tanin (+) (+) 
5. Saponin (+) (+) 

6. Triterpenoid/Steroid (+) (+) 
7. Glikosida (+) (+) 

 

Berdasarkan tabel diatas diketahui bahwa serbuk simplisia dan ekstrak  biji kakao (Theobroma cacao L.) 

menunjukkan hasil positif  terhadap kandungan metabolit sekunder yaitu polifenol, flavonoid, alkaloid, 

tanin, saponin, triterpenoid/steroid, dan glikosida. Dalam pengujian serbuk dan ekstrak bahwa sampel biji 

kakao hasil positif mengandung senyawa polifenol pada serbuk yaitu berwarna hijau kehitaman sedangkan 

ekstrak menunjukkan hasil positif biru kehitaman. Dapat dilihat dari perubahan warna yang terjadi pada saat 

penambahan larutan FeCl₃ 1% larutan ini bereaksi dengan salah satu gugus hidroksil yang ada pada senyawa 

fenol. Pereaksi FeCl₃ digunakan secara luas untuk mengidentifikasi senyawa fenol [27] 

 

Hasil Pengukuran Absorbansi Antioksidan Ekstrak Etanol, Infusa Biji Kakao (Theobroma cacao L.) dan 

Vitamin C Terhadap Radikal Bebas DPPH 

Aktivitas antioksidan meningkat seiring kenaikan konsentrasi. Pada 100 µg/mL, ekstrak etanol 

menghasilkan inhibisi 60,00 ± 0,38%, sedangkan infusa 26,44 ± 0,15%. Berdasarkan regresi linear, IC₅₀ ekstrak 

etanol dan infusa berturut-turut adalah 83.29 dan 192.65 µg/mL; vitamin C memberikan IC₅₀ 2.95 µg/mL. 

Perbedaan tersebut menunjukkan respons antioksidan ekstrak etanol yang lebih tinggi pada kondisi 

pengujian, tanpa menegaskan hubungan kausal dengan satu senyawa tertentu. 

Meskipun hasil kualitatif menunjukkan bahwa kedua metode dapat mengekstraksi seluruh golongan 

metabolit sekunder, etanol 70% terbukti sebagai pelarut yang lebih superior dibanding air panas. 

Kemampuan etanol 70% dalam mengekstraksi senyawa fenolik dan katekin dalam jumlah (kadar) yang lebih 

tinggi secara langsung berkorelasi dengan efektivitas donor elektron yang lebih kuat dalam menetralkan 

radikal bebas DPPH. Hasil pengujian menunjukkan bahwa baik ekstrak etanol maupun infusa biji kakao 

menyebabkan penurunan nilai absorbansi larutan DPPH, yang mencerminkan aktivitas peredaman radikal 

bebas. Penurunan absorbansi meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi sampel, menunjukkan 

adanya hubungan positif antara konsentrasi dan aktivitas antioksidan. Setiap sampel menghasilkan nilai 

inhibisi yang berbeda, mencerminkan variasi efektivitas dalam menangkap radikal bebas [28] 

Fenomena penurunan absorbansi ini terjadi karena adanya kemampuan senyawa aktif, seperti katekin 

dalam ekstrak etanol biji kakao, untuk mendonorkan elektron dan menstabilkan radikal DPPH yang bersifat 

tidak stabil. Proses ini menghasilkan perubahan warna larutan dari ungu menjadi kuning pucat, yang sejalan 

dengan berkurangnya nilai absorbansi. Semakin tinggi konsentrasi senyawa antioksidan, semakin efektif 

pula penangkapan radikal bebas yang terjadi selama reaksi [29]. 



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2026; 9(3), (e1763)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v9i3.1763 

 2360 

Kesimpulan  

Ekstrak etanol biji kakao mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, polifenol, 

triterpenoid/steroid, dan glikosida. Pada kondisi pengujian, konsentrasi katekin ekuivalen dalam larutan 

ukur ekstrak etanol (37,15 ± 0,07 µg/mL) lebih tinggi daripada infusa (19,83 ± 0,10 µg/mL). Ekstrak etanol juga 

menunjukkan aktivitas antioksidan DPPH lebih kuat dengan IC₅₀ 83,29 µg/mL, sedangkan IC₅₀ infusa sebesar 

192,65 µg/mL merupakan estimasi hasil ekstrapolasi; vitamin C memiliki IC₅₀ 2,95 µg/mL. Karena 

pengukuran UV–Vis langsung pada 280 nm tidak memisahkan katekin dari senyawa penyerap UV lainnya, 

hasil dinyatakan sebagai katekin ekuivalen dan memerlukan konfirmasi menggunakan HPLC-DAD atau LC–

MS. Secara keseluruhan, pendekatan penyarian berpengaruh terhadap respons katekin ekuivalen dan 

kapasitas antioksidan, dengan ekstrak etanol memberikan hasil lebih tinggi daripada infusa pada kondisi 

penelitian ini. 
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