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 The purpose of this study is to determine the antioxidant activity based on the effect of 

fermentation variation time of cocoa pulp kombucha drink (Theobroma cacao L.). The 

sample used in this study is cocoa pulp obtained from yellow cocoa pods the plantation in 

Sibualong Village, Balaesang District, Donggala Regency. DPPH method is used to see the 

reduction of free radical occurs caused by antioxidant compounds in fermented cocoa pulp 

kombucha drink. Antioxidant activity absorbances measured by UV/Vis will be calculated 

by regretion equation. The value obtained from the regretion equation shows the IC50 value, 

if the IC50 value is below 50 ppm it indicates a very strong antioxidant activity and if the 

IC50 value is above 200 ppm it indicates a very weak antioxidant activity. The study show, 

there to effect of fermentation variation time of the antioxidant activity which is identified 

by the increasing of IC50. The study shows, there to effect of fermentation variation time of 

the antioxidant activity which is identified by the increasing of IC50, with IC50 values 3rd, 

10th and 14th days respectively are 29,387 ppm, 322,404 ppm, and 215,298 ppm. So the 

best fermentation time is 3 days which shows the IC50 value less than 50 ppm so that the 

antioxidant activity is included in the very good category.  
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PENDAHULUAN 

Kakao (Theobroma cacao L) atau biasa disebut juga buah 

coklat dikalangan masyarakat merupakan tanaman yang 

berasal dari hutan tropis Amerika Selatan dan Amerika Utara 

yang kini telah tumbuh subur di Indonesia dan telah menjadi 

salah satu sumber pertumbuhan ekonomi masyarakat. 

Pengolahan kakao menghasilkan cairan yang disebut dengan 

pulpa yang merupakan bahan yang dipisahkan dari biji 

kakao. Pulpa kakao merupakan limbah pasca panen kakao, 

beberapa pandangan masyarakat menganggap bahwa pulpa 

ini beracun. Beberapa literatur menyatakan bahwa pulpa 

sebagain besar terdiri dari air dan sebagian kecil berupa 

senyawa nutrisi yang terlarut diantaranya gula dengan 

kandungan yang cukup tinggi, asam-asam karboksilat, 

protein, vitamin, dan mineral [1] - [3]. 

Pulpa kakao juga mengandung alkohol, asam malat, asam 

sitrat, asam asetat dan polifenol [4]. Polifenol sendiri 

merupakan bahan antioksidan alami yang memiliki manfaat 

bagi kesehatan manusia [5]. 

 Pulpa kakao dapat dimanfaatkan dan diolah menjadi 

suatu produk kesehatan karena mengandung senyawa 

polifenol yang merupakan senyawa antioksidan alami. 

Kandungan polifenol dalam pulpa ini tentunya dapat 

memberikan manfaat bagi kesehatan tubuh. Selain gula, 

protein, vitamin dan  mineral, kandungan polifenol dalam 

pulpa kakao menjadi target penelitian ini dengan 
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memanfaatkannya menjadi minuman tradisonal yang dikenal 

sebagai kombucha melalui proses fermentasi.  

Beberapa manfaat minuman kombucha ini adalah 

diantaranya dapat mengobati pembengkakan dubur, rematik 

dan encok pada persendian, memperbaiki fungsi hati, 

menyembuhkan kanker, mengobati sembelit, menurunkan 

tekanan darah, dan pusing kepala [6], [7]. Selain itu minuman 

kombucha juga berkhasiat sebagai antibiotik, melancarkan 

pencernaan, antioksidan, dan anti bakteri [8], [9], [10]. 

Salah satu manfaat yang diteliti dalam penelitian ini 

adalah antioksidan yang diukur melalui aktivitasnya 

dihubungkan dengan variasi waktu fermentasi. Sehingga 

tujuan penelitian ini adalah menentukan pengaruh variasi 

waktu fermentasi terhadap aktivitas antioksidan minuman 

tradisional kombucha pulpa kakao dengan cara mengukur 

nilai IC50 melalui metode DPPH. 

METODE 

Tempat dan Waktu  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia 

Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan dan Laboratorium 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Tadulako Palu Sulawesi Tengah pada bulan 

Februari - Mei 2022. 

Alat dan Bahan 

Peralatan yang digunakan selama penelitian adalah 

wadah, kain, toples kaca, aluminium foil, saringan, gelas 

kimia, tabung reaksi, pipet tetes, rak tabung reaksi, 

timbangan digital, timbangan analitik, spatula, shaker, labu 

ukur, batang pengaduk, penangas listrik, corong kaca, kaca 

arloji dan spektrofotometer UV-Vis.  

Bahan-bahan yang digunakan selama penelitian adalah 

pulpa kakao, starter SCOBY, gula granulasi, air mineral, 

larutan HCl pekat, larutan etanol absolut, logam Mg, larutan 

FeCl3 1%, kuersetin, dan 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil 

(DPPH). 

Prosedur Kerja 

Preparasi Sampel. Buah kakao yang berwarna kuning 

(yang telah matang) dibelah menggunakan pisau kemudian 

biji kakao dipisahkan dari kulitnya lalu disimpan diwadah 

yang telah disterilisasi dengan alkohol. Kemudian biji kakao 

yang telah dipisahkan, ditimbang selanjutnya diberi air 

hangar lalu diaduk kemudian disaring menggunakan 

saringan, pulpa hasil penyaringan kemudian ditampung. 

Ekstraksi Sampel. Ditimbang sebanyak 5 gram pulpa 

kakao yang telah diblender lalu dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer dan ditambahkan pelarut etanol sebanyak 50 mL. 

Lalu dishaker dan dimaserasi selama +2 jam. Campuran 

kemudian didekantasi dan disaring agar diperoleh hasil 

ekstraksi yang siap digunakan [11]. 

Uji Kualitatif Ekstrak Pulpa Kakao 

1. Uji Flavonoid 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak dilarutkan dalam 1 mL etanol 

absolut. Kemudian ditambahkan 0,1 gram logam Mg dan 10 

tetes HCl pekat, apabila terbentuk warna merah ungu 

menunjukkan falvonoid atau kuning jingga menunjukkan 

adanya flavon, kalkon, dan auron [12]. 

2. Uji Tanin 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak dilarutkan dalam 1 mL etanol 

absolut kemudian ditambahkan 3 tetes FeCl3 1%. Jika 

terbentuk warna hitam kebiruan atau hijau maka sampel 

tersebut positif mengandung tannin [13]. 

Pembuatan Kombucha Pulpa Kakao. Proses 

pembuatan minuman kombucha pulpa kakao terdiri dari 

tahapan penyiapan pulpa kakao yaitu cairan pulpa kakao 

sebanyak 150 mL dan gula granulsi sebanyak 150 gram 

dilarutkan dalam 675 mL air mineral yang selanjutnya 

dipanaskan. Setelah pemanasan, larutan gula dan pulpa 

kakao dimasukkan ke dalam toples kaca yang telah 

disterilisasi, kemudian proses pendinginan pada suhu ruang, 

setelah proses pendinginan selanjutnya penambahan starter 

SCOBY, lalu toples kaca ditutup dengan kain, setelah itu 

dilakukan proses fermentasi pada suhu ruang dengan variasi 

waktu fermentasi yaitu 3 hari, 10 hari dan 14 hari [14]. 

Pembuatan Larutan Uji dan Pengukuran 

1. Larutan DPPH 100 ppm 

Kristal DPPH ditimbang sebanyak 0,001 gram lalu 

dimasukan ke dalam  labu ukur 10 mL kemudian dilarutkan 

dalam etanol absolut hingga tanda batas lalu dihomogenkan 

[15]. 

2. Larutan Blanko 7 ppm 
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Sebanyak 0,7 mL larutan DPPH 100 ppm dimasukan ke 

dalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambahkan etanol 

absolut hingga tanda batas lalu dihomogenkan dan diinkubasi 

selama 25 menit pada suhu ruang [15]. 

3. Larutan Induk 500 ppm 

Sampel minuman kombucha pulpa kakao 0,025 gram 

dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL kemudian dilarutkan 

dalam etanol absolut hingga tanda batas, sehingga diperoleh 

larutan induk 500 ppm [16]. 

4. Larutan Pembanding (Kuarsetin) 500 ppm 

Kuersetin diambil sebanyak 5 mg dan dimasukan ke dalam 

labu ukur 10 mL dan dilarutkan dengan etanol sampai tanda 

batas [17]. 

5. Larutan Pembanding Seri Konsentrasi 10, 20, 40, 

dan 80 ppm 

Larutan kuersetin 500 ppm diambil sebanyak 0,2 mL, 0,4 

mL, 0,8 mL dan 1,6 mL masing-masing dimasukan ke dalam 

labu ukur 10 mL dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH 100 

ppm lalu ditambahkan etanol absolut sampai tanda batas 

sehingga diperoleh larutan pembanding kuarsetin dengan 

konsentrasi 10, 20, 40, dan 80 ppm [16]. 

6. Larutan Uji Seri Konsentrasi 10, 20, 40, dan 80 

ppm 

Larutan induk 500 ppm dipipet masing-masing sebanyak 

0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL, dan 1,6 mL ke dalam labu ukur 10 

mL berbeda untuk variasi konsentrasi berturut-turut 10, 20, 

40, dan 80 ppm kemudian ditambahkan 1 mL larutan DPPH, 

kemudian dicukupkan volume larutan dengan etanol absolut 

hinga tanda batas, lalu dihomogenkan dan didiamkan pada 

tempat gelap selama 30 menit [16]. 

7. Pengukuran Serapan Blanko 

Larutan DPPH yang telah dibuat kemudian larutan 

tersebut dibaca absorbansinya pada saat OT (Operating 

Time) dan panjang gelombang maksimum. Larutan ini 

digunakan sebagai kontrol untuk menguji larutan 

pembanding dan larutan uji [17]. 

8. Pengukuran Daya Aktivitas Antioksidan 

Masing-masing larutan pembanding dan larutan uji yang 

telah dibuat seri konsentrasi kemudian divortex selama 30 

detik dan didiamkan selama OT (Operating Time). Larutan 

pembanding dan larutan uji dibaca absorbansinya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum yaitu 517 nm [17]. Nilai absorbansi yang 

diperoleh digunakan untuk menentukan % inhibisi 

menggunakan persamaan: 

% Inhibisi= {
𝐴𝑏𝑠.  𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜−𝐴𝑏𝑠.𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 

𝐴𝑏𝑠.𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
} × 100% 

Keterangan: 

Abs. Blanko = Absorbansi DPPH  

Abs. Sampel = Absorbansi Sampel Uji  

Lalu dibuat kurva % inhibisi dan ditentukan IC50 

berdasarkan persamaan regresi yang diperoleh [18]. Hasil 

perhitungan dimasukan ke dalam persamaan regresi linear. 

Y = 𝑎𝑋 + b 

Keterangan : 

Y = % inhibisi 

X = nilai IC50 

𝑎 = intercept (perpotongan garis dari sumbu Y) 

b = slope (kemiringan) [19].  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ekstraksi Pulpa Kakao 

Ekstraksi pulpa kakao yang digunakan untuk uji kualitatif 

dilakukan dengan metode maserasi dengan perbandingan 

cairan pulpa dengan pelarut etanol yaitu 5 : 50, sehingga 

diperoleh ekstrak pulpa kakao sebanyak 50 mL. Metode 

ektstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode 

maserasi dengan pengadukan/pengocokan. Metode maserasi 

merupakan salah satu metode ekstraksi yang paling 

sederhana. Prosedurnya dilakukan dengan merendam sampel 

dengan pelarut yang sesuai dalam wadah tertutup pada suhu 

ruang. Metode pemisahan dengan ekstraksi bekerja 

berdasarkan prinsip kelarutan like dissolve like, yaitu pelarut 

polar akan melarutkan zat polar, dan sebaliknya [20]. 

Hasil Uji Kualitatif Ekstrak Pulpa Kakao 

Hasil uji kualitatif ekstrak pulpa kakao untuk senyawa 

flavonoid dan tanin disajikan dalam Tabel 1 berikut. 

Tabel 1. Hasil uji kualitatif ekstrak pulpa kakao 

 

Uji Kualitatif Pereaksi Hasil 

Flavonoid 
Logam Mg dan HCl 

pekat 

Jingga 

(+) Positif 

Tanin Larutan FeCl3 1% 
Hijau Kehitaman 

(+) Positif 
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Hasil yang diperoleh pada uji kualitatif senyawa 

flavonoid membentuk warna jingga yang menunjukkan 

bahwa pulpa kakao positif mengandung senyawa flavonoid 

yaitu flavon, kalkon dan auron. Sedangkan hasil uji kualitatif 

senyawa tanin membentuk warna hijau kehitaman yang 

menunjukkan adanya senyawa tanin dalam pulpa kakao. 

Hasil Pengukuran Absorbansi 

Hasil penukuran absorbansi sampel minuman kombucha 

hari ke-3, hari ke-10, hari ke-14 dan larutan kuarsetin sebagai 

pembanding yang telah diukur menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis disajikan dalam Tabel 2.  

Tabel 2. Hasil absorbansi larutan sampel dan larutan pembanding 

 

Seri 

Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi Sampel dan Pembanding 

Hari 

ke-3 

Hari 

ke-10 

Hari 

ke-14 
Kuarsetin 

10 1,310 1,370 1,472 1,084 

20 1,138 1,354 1,451 1,063 

40 0,780 1,336 1,412 0,547 

80 0,562 1,292 1,321 0,224 

Blanko  2,065 

 

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan 

Uji aktivitas antioksidan pada minuman kombucha pulpa 

kakao menggunakan DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) 

DPPH digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan 

melalui kemampuannya dalam menangkap radikal bebas. Uji 

aktivitas antioksidan dengan DPPH dipilih karena 

merupakan metode uji yang sederhana, mudah, cepat, 

sensitif, serta hanya memerlukan sedikit sampel untuk 

pengujian aktivitas antioksidan dari senyawa bahan alam 

[21]. 

Uji aktivitas antioksidan dengan pereaksi DPPH diawali 

dengan pembuatan larutan uji fermentasi minuman 

kombucha dari hari ke-3, hari ke-10, dan hari ke-14 serta 

larutan kuarsetin sebagai larutan pembanding atau sebagai 

antioksidan alami dengan masing-masing variasi konsentrasi 

yaitu 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, dan 80 ppm yang direaksikan 

dengan DPPH. konsentrasi larutan uji divariasikan, untuk 

mengetahui tingkat peredaman radikal bebas dengan 

perubahan warna yang ungu menjadi kuning sebagai akibat 

adanya senyawa antioksidan yang mampu mengurangi 

intensitas warna ungu dari DPPH [22]. 

Reaksi yang terjadi antara senyawa antioksidan dan 

DPPH dapat dilihat pada Gambar 1. 

N

*N

NO2

NO2

O2N

+ RH

N

HN

NO2

NO2

O2N

+ R*

Diphenyl picrylhidrazile

(Berwarna ungu)

Senyawa

Antioksidan

Diphenyl picrylhidrazine

(Berwarna kuning)  

Gambar 1. Reaksi antara DPPH dengan senyawa antioksidan 

Prinsip pengukuran aktivitas antoksidan secara kuantitaif 

menggunakan metode DPPH adalah adanya perubahan 

intensitas waran ungu DPPH yang sebanding dengan 

konsentrasi larutan DPPH tersebut. Radikal bebas DPPH 

yang memiliki elektron yang tidak berpasangan akan 

memberikan warna ungu, warna akan berubah menjadi 

kuning saat elektronnya berpasangan. Pemeriksaan aktivitas 

antaradikal bebas DPPH secara spektrofotometri dilakukan 

dengan mereaksikan sampel dengan larutan DPPH dan 

kemudian diperiksa pada panjang gelombang 517 nm [21]. 

Hasil pengukuran absorbansi sampel minuman 

fermentasi kombucha hari ke-3, hari ke-10, hari ke-14 dan 

larutan kuarsetin (larutan pembanding) dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 

Gambar 2. Grafik hubungan nilai absorbansi dengan konsentrasi 

sampel hari ke-3, hari ke-10, hari ke-14 dan kuarsetin  

Dapat dilihat pada Gambar 2 data tersebut menunjukkan 

adanya penurunan nilai absorbansi pada kuarsetin dan 

fermentasi minuman kombucha hari ke-3, dan penurunan 

yang kurang signifikan pada fermentasi minuman kombucha 

hari ke-10 dan hari ke-14 seiring bertambahnya konsentrasi 

larutan. Hal tersebut dapat terjadi karena terjadinya reduksi 

radikal bebas DPPH oleh antioksidan, dimana semakin tinggi 

konsentrasi sampel yang mengandung senyawa antioksidan 

maka partikel-partikel senyawa antioksidan yang terkandung 
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akan semakin banyak sehingga semakin besar pula aktivitas 

antioksidannya dan menyebabkan absorbansi DPPH semakin 

berkurang [22].  

Hasil pengukuran nilai absorbansi digunakan untuk 

menghitung nilai persen penghambat atau persen inhibisi dari 

kuarsetin, fermentasi minuman kombucha hari ke-3, hari ke-

10, dan hari ke-14. Sehingga diperoleh nilai persen 

inhibisinya seperti yang disajikan pada Gambar 3. 

 

Gambar 3. Grafik hubungan nilai %inhibisi sampel hari ke-3, hari 

ke-10, hari ke-14 dan larutan pembanding dengan konsentrasi 

Berdasarkan Gambar 3 dapat dilihat bahwa semakin 

tinggi konsentrasi kuarsetin dan sampel fermentasi minuman 

kombucha hari ke-3 semakin tinggi pula persen inhibisinya, 

berbeda dengan persen inhibisi pada sampel fermentasi 

minuman kombucha hari ke-10 dan hari ke-14 dimana persen 

inhibisi yang diperoleh tidak terjadi peningkatan yang cukup 

tinggi seperti pada kuarsetin dan fermentasi hari ke-3. 

Peningkatan aktivitas antioksidan pada teh kombucha 

diakibatkan oleh hasil metabolisme mikroorganisme pada 

kombucha selama proses fermentasi. Setelah fermentasi 

hingga 14 hari maka aktivitas antioksidannya cenderung 

mengalami penurunan. Suasana asam menyebabkan senyawa 

fenolik menjadi semakin stabil dan sulit melepaskan proton 

yang berkaitan dengan DPPH sehingga aktivitas 

antioksidannya menurun yang ditandai dengan menurunnya 

persen inhibisi [17]. 

Hasil penelitian ini dapat membandingkan aktivitas 

antioksidan kuarsetin sebagai kontrol positif, sampel 

fermentasi minuman kombucha hari ke-3, hari ke-10, dan 

hari ke-14 yang dapat dilihat dari presentase inhibisi atau 

daya penghambat radikal bebas keempat sampel tersebut. 

Data hasil penelitian menunjukkan persen inhibisi kuarsetin 

lebih besar dibandingkan dengan persen inhibisi sampel 

fermentasi minuman kombucha hari ke-3, hari ke-10, dan 

hari ke-14. 

Hal ini karena kuarsetin merupakan senyawa flavonoid 

yang merupakan senyawa fenolik alam yang memiliki 

potensi sebagai antioksidan. Senyawa flavonoid merupakan 

senyawa golongan polifenol yang memiliki banyak gugus 

hidroksil (OH). Atom hidrogen dari gugus hidroksil tersebut 

dapat didonorkan pada senyawa radikal sehingga senyawa 

tersebut dapat terstabilkan [23]. 

Perhitungan Nilai IC50 

Parameter untuk menginterpretasikan hasil pengujian 

dengan menggunakan DPPH dan menggunakan parameter 

IC50 (Inhibition Concentration). IC50 merupakan konsentrasi 

substrat atau sampel yang akan menyebabkan reduksi 

terhadap aktivitas DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) sebesar 

50%. Semakin kecil nilai IC50 berarti semakin tinggi aktivitas 

antioksidannya [24]. Nilai IC50 diperoleh dengan beberapa 

tahapan yaitu diawali dengan membuat grafik hubungan 

antara nilai konsentrasi dan nilai persen inhibisi dari masing-

masing larutan uji dan larutan pembanding yaitu fermentasi 

minuman kombucha hari ke-3, hari ke-10, hari ke-14 dan 

kuarsetin. Kemudian nilai IC50 larutan uji dan larutan 

pembanding dapat dihitung nilai x yang diperoleh dari 

persamaan regresi linear dari suatu grafik. 

Jika nilai IC50 berada di bawah 50 ppm aktivitas 

antioksidannya sangat kuat, jika nilai IC50 berada di antara 

50-100 ppm aktivitas antioksidannya kuat, nilai IC50 berada 

di antara 100-150 ppm aktivitas antioksidannya sedang, nilai 

IC50 berada di antara 150-200 ppm aktivitas antioksidannya 

lemah, dan jika nilai IC50 di atas 200 ppm menandakan 

aktivitas antioksidannya sangat lemah [21].  

Grafik hubungan antara konsentrasi dan aktivitas 

antioksidan sampel fermentasi minuman kombucha hari ke-

3, hari ke-10, hari ke-14, dan kuarsetin (larutan pembanding) 

dapat dilihat pada Gambar 4, 5, 6, dan Gambar 7. 

 

Gambar 4. Grafik hubungan aktivitas antioksidan dan konsentrasi 

sampel hari ke-3 
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Gambar 4 memperlihatkan hubungan antara aktivitas 

antioksidan dan konsentrasi yang memberikan nilai 

persamaan regresi linear yaitu y = 0,5071x + 35,101 dengan 

nilai R2 = 0,9154 sehingga diperoleh nilai IC50 sebesar 29,387 

ppm sehingga membuatnya masuk ke dalam kategori yang 

memiliki nilai aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Hal ini 

terjadi karena pada fermentasi hari ke-3 aktivitas 

mikroorganisme di dalam minuman kombucha pulpa kakao 

membentuk senyawa fenolik yang paling banyak, dimana 

senyawa fenolik yang terbentuk ini dimungkinkan dapat 

menghambat radikal bebas DPPH [25]. 

 

Gambar 5. Grafik hubungan aktivitas antioksidan dan 

konsentrasi sampel hari ke-10 

Gambar 5 memperlihatkan hubungan antara aktivitas 

antioksidan dan konsentrasi yang memberikan nilai 

persamaan regresi linear yaitu y = 0,0526x + 33,235 dengan 

nilai R2 = 0,9958 sehingga diperoleh nilai IC50 sebesar 322,40 

ppm sehingga membuatnya masuk ke dalam kategori yang 

memiliki nilai aktivitas antioksidan yang sangat lemah. 

Peningkatan nilai IC50 atau aktivitas antioksidan pada 

fermentasi hari ke-10 disebabkan karena lama waktu 

fermentasi yang dilakukan dan kandungan asam-asam 

organik yang terkandung dalam pulpa kakao [26].  

 

Gambar 6. Grafik hubungan aktivitas antioksidan dan konsentrasi 

sampel hari ke-14 

Selama proses fermentasi, khamir dan bakteri 

melakukan metabolisme sukrosa, menghasilkan asam-asam 

organic seperti asam asetat dan asam glukonat, sehingga 

konsentrasi asam asetat kombucha akan semakin meningkat 

jika waktu fermentasi semakin meningkat [26].   

Gambar 6 memperlihatkan hubungan antara 

aktivitas antioksidan dan konsentrasi yang memberikan nilai 

persamaan regresi linear yaitu y = 0,1044x + 27,609 dengan 

nilai R2 = 0,9988 sehingga diperoleh nilai IC50 sebesar 

215,298 ppm sehingga membuatnya masuk ke dalam 

kategori yang memiliki nilai aktivitas antioksidan yang 

sangat lemah. Sampel fermentasi hari ke-14 juga mengalami 

kenaikan nilai IC50 yang dapat disebabkan kandungan dari 

pulpa kakao itu sendiri dan lamanya waktu fermentasi 

sehingga menyebabkan terjadinya peningkatan nilai IC50 

seperi yang terjadi pada sampel fermentasi hari ke-10.  

 

Gambar 7. Grafik hubungan aktivitas antioksidan kuarsetin 

(larutan pembanding) 

Gambar 7 memperlihatkan hubungan antara 

aktivitas antioksidan dan konsentrasi yang memberikan nilai 

persamaan regresi linear yaitu y = 0,6321x + 40,971 dengan 

nilai R2 = 0,9316 sehingga diperoleh nilai IC50 sebesar 14,28 

ppm sehingga membuatnya masuk ke dalam kategori yang 

memiliki nilai aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Hal in 

karena kuarsetin merupakan senyawa flavonoid yang 

merupakan senyawa fenolik alam yang memiliki potensi 

sebagai antioksidan. Senyawa flavonoid merupakan senyawa 

golongan polifenol yang memiliki banyak gugus hidroksil 

(OH). Atom hydrogen dari gugus hidroksil tersebut dapat 

didonorkan pada senyawa radikal sehingga senyawa tersebut 

dapat terstabilkan [23]. 

Berdasarkan gambar di atas, selain persamaan regresi 

linear diperoleh juga nilai R2 yang merupakan koefisien 

korelasi yaitu hubungan linearitas antara aktivitas 

antioksidan dan konsentrasi. Nilai R2 yang mendekati 1 

menandakan data yang diperoleh sangat baik. Nilai R2 yang 

diperoleh sampel fermentasi minuman hari ke-3, hari ke-10, 

y = 0,0526x + 33,235
R² = 0,9958
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hari ke-14 dan kuarsetin sebagai kontrol positif menunjukkan 

nilai R2 yang hampir mendekati 1, maka dari itu dapat 

dikatakan bahwa hasil yang diperoleh cukup baik [24]. 

Berdasarkan data nilai IC50 yang diperoleh dapat dilihat 

bahwa fermentasi hari ke-3 memiliki nilai aktivitas 

antioksidan yang paling baik dibandingkan dengan 

fermentasi hari ke-10 dan hari ke-14. Hal ini karena nilai IC50 

yang kurang dari 50 ppm dikategorikan sebagai antioksidan 

yang sangat kuat, dan nilai IC50 lebih dari 200 ppm 

dikategorikan sebagai antioksidan yang sangat lemah. 

Adanya perbedaan aktivitas antioksidan pada fermentasi hari 

ke-3, hari ke-10, dan hari ke-14 karena selama fermentasi, 

khamir dan bakteri melakukan metabolisme sukrosa 

menghasilkan asam-asam organik seperti asam asetat dan 

asam glukonat, sehingga konsentrasi asam asetat kombucha 

akan semakin meningkat jika waktu fermentasi semakin lama 

[26]. Sedangkan kuarsetin sebagai pembanding merupakan 

antioksidan alami yang lebih kuat aktivitas antioksidannya 

bila dibandingkan dengan fermentasi hari ke-3, karena 

kuarsetin merupakan senyawa flavonoid yang merupakan 

senyawa fenolik alam yang memiliki potensi sebagai 

antioksidan [23]. 

KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat 

diambil simpulan bahwa variasi waktu fermentasi dapat 

mempengaruhi daya antioksidan minuman kombucha pulpa 

kakao yang dapat dilihat dari peningkatan nilai IC50 seiring 

bertambahnya waktu fermentasi dengan nilai IC50 hari ke 3, 

hari ke 10 dan hari ke 14 berturut-turut adalah 29,387 ppm, 

322,404 ppm, dan 215, 298 ppm. Sehingga waktu fermentasi 

terbaik adalah 3 hari yang menunjukkan nilai IC50 lebih kecil 

dari 50 ppm sehingga aktivitas antioksidannya termasuk 

dalam kategori yang sangat baik. 
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