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ABSTRACT 

Pityriasis versicolor is a disease caused by Malassezia furfur. One of the plants that can potentially act as antifungal is cacao 
leaves (Theobroma cacao L.), which contain several secondary metabolite compounds, including alkaloids, flavonoids, tannins, 
quinones, terpenoids, and saponins. This study aims to determine the phytochemical analysis and the Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of cacao leaves ethanolic extract against M. furfur. 
Extracts were obtained by maceration using 70% ethanol and phytochemicals analysis using Herborne’s method. Furthermore, 
the extracts were made into concentrations’ variations of 3.125%; 6.25%; 12.5%; 25%; 50%; and 100% for testing antifungal 
activity, with 10% DMSO as negative control and 2% Ketoconazole and Itraconazole as positive controls. MIC was performed 
with liquid macrodilution method, and MFC was performed with spread method. The results of phytochemical analysis showed 
that the extract contained alkaloids, flavonoids, phenols, tannins, quinones, terpenoids and saponins. MIC value was obtained 
at concentration of 50% and MFC value was obtained at 100%. Cacao leaves ethanolic extract with concentration of 50% can 
inhibit M. furfur’s growth and with 100% can eliminate M. furfur. 
Keywords: Ethanolic extract of cacao leaves, Malassezia furfur, minimum fungicidal concentration (MFC), minimum inhibitory 
concentration (MIC), pityriasis versicolor. 

ABSTRAK 
Panu adalah penyakit yang disebabkan oleh jamur Malassezia furfur. Salah satu tanaman yang dapat berpotensi sebagai 
antijamur adalah Daun Cokelat (Theobroma cacao L.) yang diketahui mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder, 
seperti alkaloid, flavonoid, tanin, kuinon, terpenoid, dan saponin. Penelitian ini bertujuan untuk menguji analisis fitokimia 
dan menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol daun cokelat 
terhadap M. furfur. Ekstrak diperoleh dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 70% dan diuji fitokimianya 
menggunakan metode Harborne. Selanjutnya ekstrak dibuat variasi konsentrasi 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; 50%; dan 100% 
untuk pengujian aktivitas antijamur, dengan pelarut DMSO 10% sebagai kontrol negatif, serta Ketokonazol dan Itrakonazol 
2% sebagai kontrol positif. Uji KHM dilakukan dengan metode makrodilusi cair, dan uji KBM dilakukan dengan metode sebar 
(spread). Hasil analisis fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak mengandung alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, kuinon, terpenoid 
dan saponin. Nilai KHM didapatkan pada konsentrasi 50% dan nilai KBM didapatkan pada konsentrasi 100%. Ekstrak etanol 
daun cokleat dengan konsentrasi 50% mampu menghambat pertumbuhan M. furfur dan dengan konsentrasi 100% mampu 
membunuh M. furfur. 
Kata Kunci: Ekstrak etanol daun cokelat, Malassezia furfur, konsentrasi bunuh minimum (KBM), konsentrasi hambat minimum 
(KHM), panu. 
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PENDAHULUAN 

Malassezia furfur merupakan salah satu jamur 
yang menyerang kulit manusia dan dapat 
menyebakan infeksi dermatofitosis seperti ketombe, 
panu, dermatitis seboroik, dan dermatitis atopic 
(Saunte et al., 2020). Prevalensi penyebaran penyakit 
kulit ini bervariasi sesuai dengan perbedaan 
geografis dan sosio-ekonomi, di mana kondisi tempat 
tinggal yang ramai, dekat dengan hewan, sanitasi 
dan higienitas yang rendah, serta iklim yang hangat 
dan lembab di daerah tropis seperti Indonesia 
meningkatkan potensi penyebaran M. furfur (Urban 
et al., 2021).  

Terdapat tiga golongan antijamur, yaitu 
golongan azol, ekinokadin, dan polien, di mana 
diketahui golongan azol seperti ketokonazol dan 
itrakonazol memberikan efek aktivitas fungistatik 
yang lebih tinggi dibanding golongan lain terhadap 
M. furfur (Park et al., 2020), tetapi penyakit kulit 
yang disebabkan M. furfur memiliki tingkat 
kekambuhan yang tinggi dan pemakaian antijamur 
berulang dan dalam jangka panjang berpotensi 
menimbulkan resistensi (Dyląg et al., 2020). Oleh 
karena itu, alternatif pengobatan untuk infeksi kulit 
dicari dan diteliti, salah satunya adalah cokelat 
(Theobroma cacao L.) yang merupakan tanaman yang 
terdistribusi luas di negara-negara tropis seperti 
Indonesia (Febrianto et al., 2022a).  

Bersumber pada penelitian-penelitian yang 
pernah dilakukan, tanaman cokelat memiliki 
aktivitas sebagai antijamur. Beberapa di antaranya 
meliputi penelitian yang menggunakan ekstrak kulit 
biji cokelat terhadap jamur Trichophyton rubrum 
(Hutasoit et al., 2020), ekstrak kulit buah cokelat 
terhadap jamur Fusarium oxysporum (Rachmawaty et 
al., 2018), dan ekstrak daun cokelat terhadap jamur 
Candida albicans (Permataningrum et al., 2019), di 
mana ketiga penelitian ini membuktikan bahwa 
bagian tanaman Theobroma cacao yang dibuat 
sebagai ekstrak memiliki potensi sebagai antijamur. 
Candida albicans dan Trichophyton rubrum merupakan 
jamur Gram-positif (Prastiyanto et al., 2021)sama 
halnya dengan M. furfur. 

Daun cokelat dapat digunakan sebagai antijamur 
karena mengandung beberapa senyawa metabolit 
sekunder, seperti alkaloid yang dapat menghambat 
sintesis dinding sel jamur (Permataningrum et al., 
2019), flavonoid yang dapat merusak pembentukan 
dinding sel jamur (Aboody & Mickymaray, 2020), 
dan terpenoid yang dapat menghambat pertumbuhan  
 

jamur (Bawa dan Perbhawa, 2020). Berdasarkan 
berbagai hal yang telah dipaparkan di atas, meliputi 
dampak yang ditimbulkan infeksi jamur, efek 
penggunaan jangka panjang obat sintetik, banyaknya 
populasi pohon cokelat di Indonesia, serta potensi 
kemampuan daun cokelat sebagai antijamur menjadi 
alasan perlu dilakukannya pengujian untuk 
mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder 
serta nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dan 
konsentrasi bunuh minimum (KBM) dari ekstrak 
daun cokelat sebagai antijamur, terutama terhadap 
jamur M. furfur.  

METODE 

1. Alat dan Bahan 

Daun Cokelat diperoleh dari kebun yang terletak 
di Kecamatan Kota Baru, Kota Jambi, Indonesia dan 
dideterminasi di Herbarium Jatinangor, 
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Jurusan 
Biologi FMIPA Universitas Padjajaran (UNPAD). 
Alat-alat yang digunakan meliputi blender (Miyako), 
ayakan 60 mesh, autoklaf (GEA), hotplate (MS-H280-
Pro), inkubator (Memmert IN55), kapas bulat steril 
(Medisoft), kasa steril (Hexa Husada), kertas cakram 
(Macherey-Nagel), labu ukur (Pyrex), laminar air flow 
(LAF), mikroskop binokuler (XSZ 107BN), pipet 
mikro (Topette Pipettor), rotary vacuum evaporator 
(Biobase), spektrofotometer UV-Vis (BEL photonics), 
waterbath, dan alat-alat gelas.  

Bahan yang digunakan meliputi daun cokelat, 
air suling (Merck), amil alkohol (Merck), asam asetat 
anhidrat (Merck), asam klorida (Merck), asam sulfat 
pekat (Merck), barium klorida 1% (Arrow Fine 
Chemicals), daun cokelat segar, dimetil sulfoksida 
(Merck), etanol 70% (PT Indo Classica), gelatin 
(Eurotade World Commerce), jamur Malassezia furfur 
ATCC 14521 (ThermoScientific), kloroform, 
lactophenol cotton blue (LPCE) (HiMedia), media uji 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (HiMedia), media uji 
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (HiMedia), minyak 
zaitun (olive oil) (Textron), natrium hidroksida 
(Merck), natrium klorida (Merck), kloroform 
(Merck), larutan besi klorida (FeCl3) 1% (Devam 
ChemTech), larutan NaCl 0,9% (PHARMCO), 
pereaksi Bouchardat (Merck), pereaksi Mayer 
(Merck), pereaksi Wagner (Merck), serbuk 
Magnesium (Merck), tablet Itrakonazol (Bernofarm), 
dan tablet Ketokonazol (HexPharm Jaya). 
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2. Pembuatan Simplisia 

Daun cokelat segar dikumpulkan sebanyak 2000 
g, kemudian disortasi basah, dicuci, kemudian 
dijemur selama 24-48 jam yang ditutupi dengan kain 
hitam. Daun cokelat yang telah kering kemudian 
disortasi kering sebelum dihaluskan menjadi serbuk 
simplisia daun cokelat menggunakan blender, yang 
diayak menggunakan ayakan Mesh 60 (Mandhaki et 
al., 2021; Sartika, 2022). 

3. Ekstraksi Daun Cokelat (Theobroma cacao L.) 

Ekstraksi daun cokelat menggunakan metode 
maserasi. Sebanyak 500 g serbuk kering simplisia 
daun cokelat dimasukkan ke dalam maserator, 
kemudian ditambahkan 2.500 mL pelarut etanol 70% 
dan direndam sambil sesekali diaduk selama 6 jam 
pertama, lalu diamkan selama 18 jam. Maserat 
dipisahkan dengan cara filtrasi, kemudian diulangi 
proses penyarian dengan jenis pelarut yang sama dan 
jumlah volume pelarut sebanyak setengah kali 
jumlah volume pelarut pada penyarian pertama 
hingga diperoleh maserat yang agak jernih. Setelah 
itu, semua maserat dikumpulkan dan diuapkan 
dengan rotary vacuum evaporator pada suhu 40oC-
60oC hingga diperoleh ekstrak kental (Kementerian 
Kesehatan RI, 2017). 

4. Skrining Fitokimia 

Larutan uji fitokimia dibuat dengan cara 
melarutkan 200 mg sampel dengan 25 mL etanol 
70%, kemudian tiap pengujian direplikasi sebanyak 
3 kali (Isnaini et al., 2021; Putra et al., 2018). 

5. Identifikasi Alkaloid 

Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan, kemudian 
residu dilarutkan dalam 4 mL HCl 2N, lalu larutan 
dibagi ke dalam 4 tabung reaksi yang diberi label A, 
B, C, dan D. Tabung A sebagai blanko, tabung B 
ditambahkan pereaksi Mayer sebanyak 3 tetes, 
tabung C ditambahkan pereaksi Wagner sebanyak 3 
tetes, dan tabung D ditambahkan pereaksi 
Bouchardat sebanyak 3 tetes. Terbentuknya endapan 
putih pada tabung B, endapan cokelat muda hingga 
kuning pada tabung C, dan endapan cokelat 
kehitaman pada tabung D menandakan adanya 
alkaloid. 

6. Identifikasi Flavonoid 

Sebanyak 2 mL larutan uji diuapkan hingga 
diperoleh filtrat yang kemudian ditambahkan 0.1 g 

serbuk Magnesium, 5 mL HCl, dan 4 mL amil alkohol. 
Campuran dikocok dan dibiarkan memisah. 
Terbentuknya warna kuning hingga merah 
menandakan adanya flavonoid yang dapat ditarik 
dengan amil alkohol.  

7. Identifikasi Polifenol dan Tanin 

Sebanyak 3 mL larutan uji dibagi ke dalam 3 
bagian yaitu tabung A, B, dan C. tabung A digunakan 
sebagai blanko, tabung B ditambahkan larutan NaCl-
gelatin (larutan gelatin 1% dalam larutan NaCl 10%), 
dan tabung C direaksikan dengan larutan besi (III) 
klorida 1%. Hasil positif polifenol golongan tanin 
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan putih 
yang terbentuk pada tabung B, dan warna biru tua 
yang menunjukkan adanya tanin terhidrolisis atau 
warna hitam kehijauan yang menunjukkan adanya 
tanin terkondensasi pada tabung C. 

8. Identifikasi Kuinon 

Sebanyak 3 mL larutan uji dimasukkan ke dalam 
10 mL air panas, kemudian dipanaskan sampai 
mendidih selama 5 menit, kemudian ditambahkan 3 
tetes NaOH. Terbentuknya endapan berwarna merah 
menunjukkan adanya senyawa kuinon. 

9. Identifikasi Steroid dan Terpenoid 

Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan, residu 
dilarutkan dengan 0.5 mL kloroform, ditambahkan 
0.5 mL asam asetat anhidrat. Ditambahkan 2 mL 
asam sulfat P melalui dinding tabung. Terbentuknya 
cincin biru kehijauan menandakan adanya steroid 
dan cincin kecokelatan atau violet menandakan 
adanya terpenoid. 

10. Identifikasi Saponin 

Larutan uji sebanyak 10 mL dikocok vertikal 
dalam tabung reaksi selama 10 detik kemudian 
dibiarkan selama 10 detik. Pembentukan busa 
setinggi 1-10 cm yang stabil akan terbentuk selama 
tidak kurang dari 10 menit. Setelah itu ditambahkan 
1 tetes HCl 2N, jika busa tersebut tidak hilang 
menunjukkan adanya saponin. 

11. Identifikasi Jamur Malassezia furfur 

Morfologi jamur M. furfur diidentifikasi secara 
makroskopis dengan mengamati warna, bentuk, dan 
tekstur jamur, dan secara mikroskopis dengan 
mengamati struktur pembentuk jamur yang 
diletakkan di atas kaca objek yang telah diberi 
pewarna lactophenol cotton blue (LPCE) dan 
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diencerkan dengan satu tetes etanol 70%. Kaca 
preparat kemudian diletakkan di atas gelas objek, 
kemudian diamati menggunakan mikroskop dengan 
pembesaran 100x (Alsohaili & Bani-Hasan, 2018). 

12. Uji Pendahuluan Aktivitas Antijamur M. 
furfur 

Larutan uji ekstrak daun cokelat dibuat dengan 
konsentrasi 100%, 80%, 60%, 40%, dan 20% yang 
dibuat masing-masing sebanyak 5 mL. Dilakukan uji 
pendahuluan untuk menentukan konsentrasi larutan 
uji. Inokulum M. furfur diusap menggunakan cotton 
swab pada cawan petri yang berisi media SDA dan 
minyak zaitun. Kertas cakram dengan ukuran 
diameter 6 mm direndam dalam larutan uji selama 
15 menit, kemudian diletakkan di atas media uji. 
Cakram Ketokonazol dan Itrakonazol dengan 
konsentrasi 2% berperan sebagai kontrol positif, 
sementara kontrol negatif dalam pengujian ini adalah 
larutan DMSO 10%. Cawan petri kemudian 
diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 37oC, lalu 
diameter zona hambat yang muncul di sekeliling 
kertas cakram diukur dan dievaluasi sebagai aktivitas 
antijamur (Intan et al., 2021; Permataningrum et al., 
2019). 

13. Penetapan Konsentrasi Hambat Minimum 
(KHM) 

Uji aktivitas antijamur menggunakan metode 
makrodilusi cair. Disiapkan sebanyak 6 tabung reaksi 
yang setiap tabung berisi 0.5 mL larutan uji dengan 
konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, dan 
3.125%, kemudian ditambahkan 4 mL media 
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) yang sebelumnya 
telah ditambahkan minyak zaitun. Kemudian 
sebanyak 0.5 mL suspensi M. furfur dimasukkan ke 
dalam setiap tabung dan diinkubasi selama 48 jam 
dengan suhu 37oC. Percobaan ini direplikasi 
sebanyak 3 kali (Fitriana et al., 2019; Yanthi et al., 
2022). Larutan diukur nilai absorbansinya 
menggunakan spektrofotometer sebelum dan 
sesudah inkubasi dengan panjang gelombang 600 
nm, untuk menghitung nilai optical density (OD) 
dengan rumus: 
𝑁𝑖𝑙𝑎𝑖 𝑂𝐷 = 𝐴 𝑠𝑒𝑠𝑢𝑑𝑎ℎ 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖 − 𝐴 𝑠𝑒𝑏𝑒𝑙𝑢𝑚 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖 

di mana A merupakan nilai aborbansi dan nilai 
KHM dapat ditentukan dari nilai OD yang mendekati 
nol (Agustina et al., 2021; Angiolella et al., 2018). 

14. Penetapan Konsentrasi Bunuh Minimum 
(KBM) 

Media yang digunakan dalam pengujian adalah 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) yang mengandung 
minyak zaitun. Pada media dituang larutan hasil uji 
KHM sebanyak 100 µL yang diratakan menggunakan 
spreader. KBM dinilai dari konsentrasi larutan uji 
yang tidak memperlihatkan pertumbuhan koloni 
pada media padat (Albab et al., 2020; Singh Parihar 
et al., 2019). 

15. Analisis Data 

Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali kemudian 
dihitung nilai rata-rata dan standar deviasinya. 
Analisis data berupa nilai optical density (OD) yang 
menunjukkan nilai KHM pada penelitian ini 
dilakukan secara analitik komparatif numerik lebih 
dari dua kelompok tidak berpasangan, yang 
dianalisis menggunakan Uji Shapiro-Wilk 
menggunakan aplikasi JAMOVI versi 2.4.8 untuk 
melihat data terdistribusi normal atau tidak. Jika 
terdapat data yang berdistribusi tidak normal, maka 
dilakukan uji non-parametrik Kruskal-Wallis yang 
kemudian dilanjutkan dengan uji Post-Hoc Dunn, dan 
jika data berdistribusi normal, maka dilakukan uji 
parametrik One-Way ANOVA dengan signifikansi p 
< 0.05 yang kemudian dilanjutkan dengan uji Post-
Hoc Tukey. 

HASIL & PEMBAHASAN 

1. Rendemen Ekstrak Etanol Daun Cokelat 
(Theobroma cacao L.) 

Rendemen adalah perbandingan ekstrak yang 
dihasilkan dengan berat serbuk simplisia. Nilai 
rendemen yang tinggi menunjukkan banyaknya 
komponen bioaktif yang terkandung di dalamnya. 
Semakin tinggi rendemen ekstrak, maka semakin 
tinggi kandungan zat yang tertarik (Senduk et al., 
2020). Nilai rendemen pada penelitian ini adalah 
43.038% (b/b). Pada penelitian lain yang 
menggunakan ekstrak etanol daun cokelat 
(Theobroma cacao L.), hasil rendemen yang 
didapatkan cukup bervariasi, yaitu 6.8% setelah 
dimaserasi selama lima hari dalam pelarut 96% 
(Mandhaki et al., 2021), dan 10.74% setelah 
dimaserasi selama lima hari dalam pelarut etanol 
70% (Hasanah, 2016). Meski kedua penelitian 
melakukan maserasi dengan jumlah hari yang sama, 
hasil rendemen yang didapatkan berbeda. Hal ini 
dikarenakan perbedaan konsentrasi pelarut yang 
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digunakan akan memengaruhi tingkat kepolarannya, 
di mana semakin banyak air yang terkandung di 
dalam pelarut etanol, kepolaran pelarut akan 
semakin tinggi. Pelarut dengan kepolaran tinggi 
memiliki kemampuan mengekstraksi jenis senyawa 
yang lebih banyak, karena sebagian besar senyawa 
metabolit sekunder larut dalam air, sehingga etanol 
70% yang lebih polar dibandingkan etanol 96% akan 
lebih banyak menyari senyawa yang terkandung 
dalam suatu simplisia, dan persentase rendemen 
yang dihasilkan akan lebih besar (Fauziyah et al., 
2022; Hikmawanti et al., 2021; Riwanti et al., 2020).  

Banyak faktor yang memengaruhi nilai 
persentase rendemen, dimulai dari faktor pola 
tanam, faktor manusia sebagai pelaku, dan faktor 
metode ekstraksi yang diterapkan. Faktor pola tanam 
dapat meliputi luas lahan, iklim dan cuaca, 
penggunaan pupuk dan pestisida, dan varietas yang 
digunakan. Faktor manusia meliputi waktu 
pemetikan daun dan cara pengolahan simplisia dan 
pembuatan ekstrak. Adapun faktor metode yang 
dimaksud adalah metode ekstraksi yang dipilih, serta 
lama waktu metode ekstraksi tersebut, di mana 
semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan, maka 
rendemen yang dihasilkan semakin tinggi (Ananta et 
al., 2021; Tranggono et al., 2023). 

2. Skrining Fitokimia 

Penambahan HCl pada sampel dalam skrining 
alkaloid bertujuan untuk mengekstraksi senyawa 
alkaloid yang bersifat basa, sehingga dengan adanya 
penambahan asam akan memicu pembentukan 
garam alkaloid. Ketika garam alkaloid direaksikan 
dengan reagen tertentu seperti Mayer, Wagner, dan 
Bouchardat, endapan akan terbentuk. Alasan 
digunakannya tiga pereaksi dalam pengujian 
dikarenakan ketiga pereaksi mengandung ion logam 
yang tidak sama, yang dapat membentuk endapan 
ketika bereaksi dengan garam-garam alkaloid. Hasil 
positif alkaloid dengan pereaksi Mayer ditandai 
dengan pembentukan endapan kompleks kalium-
alkaloid berwarna putih. Komposisi Pereaksi Mayer 
terdiri dari merkuri klorida (HgCl2) dan kalium 
iodida (KI) yang dapat bereaksi membentuk endapan 
merah merkuri iodida (HgI2). Penambahan kalium 
iodida yang berlebih akan membentuk kalium 
tetraiodomerkurat(II). Sementara itu, alkaloid 
mengandung atom-atom nitrogen yang memiliki 
pasangan elektron bebas, yang dapat membentuk 
ikatan kovalen koordinasi dengan ion logam. Ketika 
direaksikan dengan pereaksi Mayer, atom nitrogen 

yang dimiliki alkaloid bereaksi dengan ion logam 
kalium (K+) dalam kalium tetraiodomerkurat(II) 
membentuk kompleks kalium-alkaloid (Fatmawati et 
al., 2022; Hanifa et al., 2021; Sabdoningrum et al., 
2021).  

Hasil positif alkaloid dengan pereaksi Wagner 
dan Bouchardat ditandai dengan pembentukan 
endapan kalium-alkaloid berwarna cokelat muda 
hingga kuning. Pereaksi Wagner dibuat dari 
mereaksikan iodin (I2) dengan ion I- dalam kalium 
iodida (KI) sehingga terbentuk ion I3- yang berwarna 
cokelat. Dalam pengujian, ion logam K+ akan 
membentuk ikatan kovalen koordinasi dengan 
nitrogen dalam alkaloid, yang menyebabkan 
pembentukan endapan berwarna kuning dengan 
pereaksi Wagner atau cokelat dengan pereaksi 
Bouchardat. Meski pereaksi Wagner dan pereaksi 
Bouchardat memiliki komposisi yang sama, secara 
kuantitas pereaksi Bouchardat mengandung lebih 
banyak kalium iodida dibandingkan pereaksi 
Wagner, sehingga warna endapan yang dihasilkan 
lebih gelap dan pekat (Hanifa et al., 2021; 
Sabdoningrum et al., 2021; Sadik & Zulfian Disi, 
2023; Viogenta et al., 2023). 

Hasil positif flavonoid dengan uji Shinoda 
ditandai dengan terbentuknya larutan berwarna 
merah. Serbuk magnesium (Mg) mereduksi inti 
benzopiron pada flavonoid dan membentuk garam 
flavilium. Sementara itu, penambahan asam klorida 
(HCl) menyebabkan terhidrolisisnya senyawa 
flavonoid menjadi aglikon O-glikosil, dan suasana 
asam yang terbentuk setelahnya dapat memicu 
tereduksinya garam flavinium sehingga 
menyebabkan perubahan warna larutan menjadi 
merah (Marwati et al., 2020; Parbuntari et al., 2018; 
Ramayani et al., 2020; Supriadin et al., 2021). 

Hasil positif tanin dengan penambahan gelatin 
ditandai dengan terbentuknya endapan putih. 
Gelatin dan tanin dapat membentuk ikatan 
kopolimer stabil yang tidak larut dalam air, sehingga 
protein yang tidak larut akan mengkristal dan 
membentuk endapan putih. Penambahan larutan 
NaCl dapat meningkatkan kadar garam dalam 
larutan tanin-gelatin, sehingga uji ini akan menjadi 
lebih sensitif dan endapan putih protein akan lebih 
banyak terbentuk (Sabdoningrum et al., 2021). 

Hasil positif polifenol dengan penambahan FeCl3 
ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi 
gelap, yang disebabkan akibat terjadinya reduksi ion 
Fe3+ menjadi Fe2+ ketika polifenol direaksikan 
dengan FeCl3. Warna biru tua menandakan larutan 
memiliki senyawa metabolit tanin terhidrolisis, 
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sedangkan warna hijau kehitaman menandakan 
larutan memiliki senyawa metabolit tanin 
terkondensasi (Fatmawati et al., 2022). Setelah 
direaksikan, larutan uji memiliki warna hijau 
kehitaman, menandakan ekstrak etanol daun cokelat 
positif mengandung tanin terkondensasi. 

Hasil positif kuinon dengan penambahan 
aquadest panas dan NaOH ditandai dengan 
perubahan warna larutan menjadi kuning hingga 
merah. Penambahan NaOH 1N dapat 
mendeprotonasi gugus fenol yang dimiliki kuinon, 
sehingga ion enolat akan terbentuk. Ion enolat 
mampu menyerap cahaya dan memberi warna 
kuning atau merah pada larutan uji (Kusumo et al., 
2022). Pada pengujian, larutan ekstrak etanol daun 
cokelat memberikan warna merah yang menandakan 
positif mengandung kuinon.  

Hasil positif steroid dengan pereaksi Lieberman-
Buchard (asam asetat anhidrat ((CH3CO)2O) dan 
asam sulfat (H2SO4) ditandai dengan terbentuknya 
cincin biru kehijauan, dan hasil positif terpenoid 
ditandai dengan terbentuknya cincin kecokelatan 
atau violet. Pada pengujian, larutan ekstrak etanol 
daun cokelat memperlihatkan hasil berupa 
terbentuknya cincin kecokelatan, yang menandakan 
positif mengandung terpenoid. Residu larutan uji 
dilarutkan dalam kloroform terlebih dahulu untuk 
melarutkan senyawa non-polar seperti 
steroid/terpenoid, yang akan mengalami asetilasi 
gugus hidroksil ketika ditambahkan asam asetat 

anhidrat. Penambahan asam sulfat menyebabkan 
terjadinya eliminasi gugus asetil dan hidrogen, 
sehingga terbentuk ikatan rangkap terkonjugasi. 
Munculnya warna cincin tertentu pada larutan uji 
disebabkan karena senyawa metabolit 
steroid/terpenoid mengalami reaksi oksidasi yang 
menghasilkan gugus kromofor (karbon tak jenuh 
terkonjugasi) (Asmara, 2017; Rustiani et al., 2021).  

Hasil positif saponin ditandai dengan busa yang 
terbentuk dengan kisaran tinggi 1-10 cm yang tidak 
hilang selama sepuluh menit, dan busa tidak 
menghilang setelah diberikan asam klorida (HCl). 
Saponin adalah senyawa yang memiliki gugus 
hidrofilik yang berikatan dengan air, dan gugus 
hidrofobik yang berikatan dengan udara sehingga 
busa terbentuk ketika dikocok. Busa yang terbentuk 
menandakan adanya glikosida yang terhidrolisis 
menjadi glukosa dan aglikon-aglikonnya. 
Terbentuknya busa disebabkan saponin yang 
mengandung senyawa polar dan non-polar yang 
membentuk misel, di mana misel-misel tersebut 
menyebabkan senyawa polar muncul di permukaan, 
sedangkan senyawa non-polar menghadap ke dalam. 
Penambahan HCl 2N dimaksudkan untuk 
meningkatkan kepolaran, sehingga gugus hidrofilik 
memiliki ikatan yang lebih kuat dan busa yang 
terbentuk menjadi lebih stabil (Dewi et al., 2019; 
Fatmawati et al., 2022; Sabdoningrum et al., 2021). 
Hasil skrining fitokimia pada penelitian ini dapat 
dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Cokelat (Theobroma cacao L.) 
Skrining Pereaksi Hasil 

Alkaloid 
HCl 2N + Mayer + (Endapan putih) 
HCl 2N + Wagner + (Endapan kuning) 
HCl 2N + Bouchardat + (Endapan cokelat) 

Flavonoid Serbuk Mg + HCl + amil alkohol + (Warna dan terbentuk cincin merah) 

Polifenol dan Tanin 
Larutan gelatin 10% 

+ (Endapan putih) 
Larutan gelatin 1% dalam NaCl 10% 
FeCl3 1% + (Larutan hitam kehijauan, tanin terkondesasi) 

Kuinon Aquadest panas + NaOH + (Endapan merah) 
Steroid/ 
Terpenoid CHCl3 + (CH3CO)2O + H2SO4 pekat + terpenoid (Cincin kecokelatan) 

Saponin HCl 2N + (Tinggi busa ± 1.2 cm) 
Keterangan: (+) mengandung senyawa yang diuji dan (-) senyawa yang diuji tidak terdeteksi 

3. Identifikasi Jamur M. furfur 

Jamur M. furfur diidentifikasi secara 
makroskopik dan mikroskopik setelah 
diinokulasikan. Secara makroskopik, M. furfur 

berbentuk bulat cembung dan berwarna putih 
kekuningan. Ketika diamati secara mikroskopik, 
morfologi sel jamur M. furfur berbentuk lonjong, 
memanjang, dan bertunas pendek (Gambar 1).  
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Gambar 1. Morfologi Jamur M. furfur 

Keterangan: Jamur M. furfur secara Makroskopik (a); Jamur M. furfur secara Mikroskopik menggunakan 
Pewarna Lactophenol Cotton Blue (LPCE) dengan Perbesaran 100x (b) 

4. Uji Pendahuluan Aktivitas Antijamur M. furfur 

Uji pendahuluan aktivitas antijamur ditujukan 
untuk menentukan konsentrasi larutan uji yang akan 
digunakan dalam pengujian KHM. Uji yang 
digunakan adalah metode difusi cakram. Hasil uji 
aktivitas antijamur ekstrak daun cokelat (Theobroma 
cacao L.) dengan variasi konsentrasi 100%, 80%, 
60%, 40%, dan kontrol positif ketokonazol dan 
itrakonazol membentuk zona hambat di sekitar 
kertas cakram setelah diinkubasi. Alasan 
digunakannya dua kontrol positif adalah karena telah 
banyak ditemukan kasus resistensi ketokonazol 
terhadap varian M. furfur, karena ketokonazol 
merupakan antijamur yang paling umum digunakan 
untuk mengatasi panu (pityriasis versicolor). Maka 
dari itu, digunakan kontrol positif kedua yaitu 
itrakonazol untuk melihat apakah M. furfur yang 
diujikan dalam penelitian ini telah resisten terhadap 
ketokonazol dan/atau golongan azol lainnya 
(Muslimin et al., 2018). 

Terbentuknya zona hambat menunjukkan 
adanya hambatan pertumbuhan jamur, yang hasilnya 
dapat dilihat pada Tabel 2. Berdasarkan data pada 
Tabel 2, kontrol negatif tidak memberikan aktivitas 
antijamur, ditandai dengan tidak terbentuknya zona 
bening. Kontrol negatif yang digunakan dalam 
penelitian ini ditujukan untuk membuktikan bahwa 
zona hambat yang terbentuk pada kontrol positif 
ataupun konsentrasi uji tidak dipengaruhi oleh 
pelarut yang digunakan untuk melarutkan sampel, 
tetapi berasal dari senyawa aktif yang terkandung di 
dalam ekstrak daun cokelat (Septiani et al., 2021). 
Dalam penelitian ini, kontrol negatif yang digunakan 

adalah DMSO 10% dan kontrol positif yang 
digunakan adalah Ketokonazol 2% dan Itrakonazol 
2%. Alasan dipilihnya DMSO 10% sebagai pelarut 
adalah karena DMSO merupakan pelarut yang 
mampu melarutkan senyawa yang bersifat non polar 
seperti ketokonazol dan itrakonazol, maupun 
senyawa yang bersifat polar seperti ekstrak etanol 
daun cokelat (Theobroma cacao L.) (Febrianto et al., 
2022b). Ketokonazol dan itrakonazol adalah obat 
antijamur golongan azol yang efektif terhadap ragi 
dan dermatofit(Santoso et al., 2020). Berdasarkan 
hasil pengukuran, zona hambat itrakonazol lebih 
besar dibandingkan dengan zona hambat 
ketokonazol dengan konsentrasi dan pelarut yang 
sama, sesuai dengan sebuah penelitian yang 
menyatakan bahwa itrakonazol lebih efektif 
dibandingkan dengan ketokonazol dalam 
menghambat pertumbuhan M. furfur (Wang et al., 
2020). 

Pada uji antijamur, konsentrasi ekstrak 100% 
memiliki diameter zona hambat terbesar, sedangkan 
konsentrasi ekstrak 20% tidak menunjukkan adanya 
zona hambat, sesuai dengan pernyataan bahwa 
semakin tinggi konsentrasi yang digunakan, maka 
daya hambat yang terjadi semakin besar (Maulana et 
al., 2022). Hal ini dipengaruhi oleh keberadaan 
metabolit sekunder yang memberikan pengaruh 
terhadap pertumbuhan jamur dalam pengujian. 
Selain senyawa aktif, difusi dalam media juga 
dipengaruhi oleh jumlah jamur yang diujikan, 
kecepatan tumbuh jamur, dan tingkat sensitivitas 
jamur terhadap aktivitas senyawa aktif antijamur 
yang dimiliki ekstrak (Santoso et al., 2020; Septiani 
et al., 2021).

a b 
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Tabel 2. Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Ekstrak Etanol Daun Cokelat (Theobroma cacao L.) 
terhadap Jamur M. furfur 

Sampel Rata-rata Diameter Zona Hambat (mm) ± SD Keterangan 

Kontrol negatif (-) 0 ± 0 Tidak menghambat 
Kontrol + (Ketokonazol) 21.73 ± 1.09 Sangat kuat 
Kontrol + (Itrakonazol) 31.31 ± 1.04 Sangat kuat 
Ekstrak 20% 0 ± 0 Tidak menghambat 
Ekstrak 40% 4.38 ± 0.36 Lemah 
Ekstrak 60% 7.57 ± 0.95 Lemah 
Ekstrak 80% 7.78 ± 0.72 Lemah 
Ekstrak 100% 10.96 ± 0.34 Sedang 

Selain senyawa aktif, difusi dalam media juga 
dipengaruhi oleh jumlah jamur yang diujikan, 
kecepatan tumbuh jamur, dan tingkat sensitivitas 
jamur terhadap aktivitas senyawa aktif antijamur 
yang dimiliki ekstrak (Santoso et al., 2020; Septiani 
et al., 2021). Menurut hasil skrining fitokimia 
sebelumnya, ekstrak daun cokelat mengandung 
senyawa metabolit alkaloid, flavonoid, tanin, kuinon, 
terpenoid, dan saponin. Mekanisme kerja alkaloid 
sebagai antijamur adalah mengganggu komponen 
penyusun peptidoglikan pada sel, sehingga 
menyebabkan lapisan dinding sel jamur tidak 
terbentuk secara utuh dan mengakibatkan kematian 
sel. Mekanisme kerja flavonoid sebagai antijamur 
adalah mendenaturasi protein dengan mengganggu 
lapisan lipid dan mengakibatkan kerusakan dinding 
sel, mengganggu permeabilitas membran sel, 
merusak struktur protein yang mengakibatkan sel 
jamur menjadi lisis. Mekanisme kerja tanin sebagai 
antijamur adalah mampu memperkecil dinding sel 
jamur dengan menghambat proses sintesis kitin, 
sehingga pertumbuhan jamur menjadi terhambat. 
Mekanisme kerja kuinon sebagai antijamur adalah 
menghasilkan radikal bebas yang stabil dan 
membentuk kompleks ireversibel dengan asam 
amino nukleofilik pada protein, sehingga protein 
kehilangan fungsinya. Mekanisme kerja terpenoid 
sebagai antijamur adalah berikatan dengan molekul 
protein dan lipid yang dapat menurunkan 
permeabilitas membran sel jamur. Mekanisme kerja 
saponin sebagai antijamur adalah melisis sel jamur 
dengan gugus monosakarida yang dapat 
mengganggu stabilitas membran sel jamur (Hersila et 
al., 2023; Komala et al., 2019; Permataningrum et al., 
2019). 

Berdasarkan uji statistik, nilai signifikansi pada 
uji parametrik One-Way ANOVA adalah <0.001 (p 
< 0.05), sehingga dinyatakan hasil pengujian 

bersifat signifikan. Uji parametrik ini dilanjutkan 
dengan uji Post-Hoc Tukey untuk melihat signifikansi 
antar kelompok uji. Uji Post-Hoc Tukey menyatakan 
antar seluruh kelompok uji selain kelompok uji 
konsentrasi ekstrak 60% dan 80% bersifat signifikan. 
Akan tetapi, respons hambatan pertumbuhan jamur 
diklasifikasikan berdasarkan diameter zona hambat 
menjadi empat kategori, yaitu < 10 mm (lemah), 10-
15 mm (sedang); 16-20 mm (kuat); dan > 20 mm 
(sangat kuat), dan hasil pengujian ekstrak tiap 
konsentrasi tidak terlalu berbeda secara signifikan 
karena kelompok ekstrak daun cokelat (Theobroma 
cacao L.) dengan konsentrasi 40%, 60%, dan 80% 
masih dalam kategori lemah, dan konsentrasi 100% 
masuk ke dalam kategori sedang (Alioes et al., 2018; 
Santoso et al., 2020). 

5. Penetapan Konsentrasi Hambat Minimum 
(KHM) 

Setelah uji pendahuluan dilakukan 
menggunakan metode difusi cakram, uji KHM 
ekstrak etanol daun cokelat (Theobroma cacao L.) 
terhadap M. furfur dilakukan dengan menggunakan 
pengenceran bertingkat dengan perbandingan 1:2 
bobot/volume (w/v) yaitu 100%; 50%; 25%; 12.5%; 
6.25%; dan 3.125%. Pada penelitian ini, hasil 
diamati secara kualitatif dengan melihat kekeruhan 
secara visual (turbidimetri) sesudah inkubasi, dan 
secara kuantitatif dengan mengukur nilai absorbansi 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis sebelum dan 
sesudah inkubasi (Tabel 3, Gambar 2). Setelah 
diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 37oC, 
dilakukan uji turbidimetri terlebih dahulu terhadap 
sampel. Secara visual, baik larutan uji maupun 
larutan kontrol positif terlihat keruh. Hal ini 
disebabkan oleh salah satu kelemahan dari metode 
turbidimetri, yaitu mata manusia saat melakukan 
pengamatan kekeruhan tidak bisa membedakan 
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antara sel jamur hidup dengan sel jamur mati, serta 
larutan bisa saja mencapai warna yang pekat. 
Larutan kontrol positif dan larutan uji memiliki 
warna yang keruh saat dilarutkan dalam DMSO 10%, 
sehingga tidak dapat diketahui dengan pasti 
penyebab kekeruhan larutan. Oleh sebab itu, 
diperlukan pengamatan secara kuantitatif dengan 
mengukur nilai absorbansi menggunakan alat 
spektrofotometer (Ramschie et al., 2017; Rori et al., 
2018). 

Berdasarkan Tabel 3 dan Gambar 2, pada 
pengujian menggunakan metode spektrofotometer, 
terjadi kenaikan nilai rata-rata absorbansi pada 
konsentrasi 25%; 12.5%; 6.25%, dan 3.125%. Hal ini 
menandakan bahwa suspensi jamur yang diujikan 
pada konsentrasi tersebut masih mengalami 
pertumbuhan dan konsentrasi ekstrak tidak mampu 
menghambat pertumbuhan tersebut. Sementara itu, 
rata-rata absorbansi pada konsentrasi 50% dan 100% 
mengalami penurunan yang menandakan bahwa 

kedua konsentrasi ini dapat menghambat 
pertumbuhan jamur (Assauqi et al., 2023; Mere et al., 
2021). Setelah dilakukan pengukuran absorbansi dan 
perhitungan nilai optical density (OD), data nilai OD 
dianalisis secara statistika menggunakan uji 
parametrik One-Way ANOVA dan Post-Hoc Tukey. 
Hasil uji statistika menunjukkan aktivitas 
penghambatan jamur ekstrak daun cokelat 
(Theobroma cacao L.) terhadap M. furfur antar kontrol 
berbeda secara nyata, karena nilai signifikansi 
<0.001 (p < 0.05). 

Berdasarkan hasil analisis pengamatan dan 
perbandingan nilai absorbansi, ekstrak daun cokelat 
(Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 50% 
ditetapkan sebagai nilai KHM, karena konsentrasi 
tersebut merupakan konsentrasi terendah di mana 
terjadi penurunan nilai absorbansi sesudah 
dilakukannya inkubasi, yang menunjukkan 
penghambatan pertumbuhan jamur telah terjadi. 

Tabel 3. Hasil Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Ekstrak Etanol Daun Cokelat (Theobroma 
cacao L.) terhadap M. furfur Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

Sampel 
Rata-rata Hasil Absorbansi ± SD 

Optical Density (OD) 
Sebelum Sesudah 

Kontrol - 0.15 ± 0.00038 1.27 ± 0.00209 1.12 
Kontrol + (Ketokonazol) 1.01 ± 0.00076 0.89 ± 0.00096 -0.12 
Kontrol + (Itrakonazol) 1.24 ± 0.0008 0.78 ± 0.00076 -0.46 
Ekstrak 100% 1.29 ± 0.00074 0.99 ± 0.00228 -0.39 
Ekstrak 50% (KHM) 0.94 ± 0.00082 0.88 ± 0.0015 -0.06 
Ekstrak 25% 0.57 ± 0.00216 0.69 ± 0.0106 0.12 
Ekstrak 12.5% 0.52 ± 0.00254 0.61 ± 0.00107 0.09 
Ekstrak 6.25% 0.50 ± 0.00156 0.84 ± 0.00029 0.34 
Ekstrak 3.125% 0.48 ± 0.00035 0.79 ± 0.00137 0.31 

6. Penetapan Nilai Konsentrasi Bunuh Minimum 
(KBM) 

Nilai KBM ditentukan dengan membuat variasi 
konsentrasi sampel 25%, 50%, dan 100% ke dalam 
media Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Metode yang 
digunakan adalah spread plate, yaitu mengambil 
sampel yang sudah dilakukan uji KHM sebanyak 100 
µL lalu dituangkan ke dalam media dan diratakan 
menggunakan spreader yang sudah disterilisasi. 
Alasan pemilihan konsentrasi 50% dan 100% adalah 
karena kedua konsentrasi tersebut menunjukkan 
penghambatan pertumbuhan jamur pada uji KHM, 
sementara konsentrasi 25% juga diujikan sebagai 
kontrol negatif (Br. Tarigan et al., 2021). Setelah 
diamati sesudah diinkubasi dalam waktu 48 jam 

pada suhu 37oC secara visual, uji KBM menghasilkan 
data yaitu pada media yang berisi larutan hasil uji 
KHM konsentrasi ekstrak 25% sebagai kontrol negatif 
menunjukkan pertumbuhan jamur. Pada konsentrasi 
ekstrak 50% memperlihatkan adanya pertumbuhan 
jamur, tetapi secara visual, koloni yang terbentuk 
lebih sedikit bila dibandingkan dengan koloni yang 
tumbuh pada media dengan konsentrasi ekstrak 25%. 
Hal ini sejalan dengan suatu pernyataan bahwa 
semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka koloni yang 
tumbuh semakin sedikit (Muchtaromah et al., 2020). 
Pada media yang mengandung larutan hasil uji 
konsentrasi 100%, pada salah satu replikasi 
memperlihatkan pertumbuhan jamur. Hal ini 
kemungkinan disebabkan karena terjadinya 
kontaminasi eksternal dari lingkungan pada saat 
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pengujian, yang dapat muncul 2-3 hari setelah 
penanaman. Sumber kontaminasi eksternal berasal 
dari alat dan bahan yang tidak steril, 
mikroorganisme lain yang masuk ke dalam suspensi 
jamur uji, dan dari udara (Andriani & Heriansyah, 
2021). Berdasarkan hasil tersebut, disimpulkan 
bahwa konsentrasi ekstrak daun cokelat 100% 
merupakan nilai KBM terhadap M. furfur. 

KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, 
dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun 
cokelat (Theobroma cacao L.) mengandung senyawa 
alkaloid, flavonoid, tanin, kuinon, terpenoid, dan 
saponin. Selain itu, konsentrasi ekstrak etanol daun 
cokelat terendah yang memperlihatkan efek 
fungistatik (menghambat pertumbuhan jamur) 
dalam uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 
adalah konsentrasi 50%, dan konsentrasi ekstrak 
terendah yang memperlihatkan efek fungisidal 
(membunuh jamur) dalam uji Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM) adalah konsentrasi 100%. 
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