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ABSTRACT

COMPARISON OF THE CHARACTERISTICS, ANTIOXIDANT
ACTIVITY, and ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF COCOA POD HUSK
(Theobroma cacao L.) EXTRACT Against Klebsiella pneumoniae USING
MACERATION and ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION
METHODS.

By
Anugrah Fasha

Background Indonesia, as one of the major cocoa producers, generates approximately
+75% cocoa pod husk waste, which may cause environmental problems. Cocoa pod husk
(Theobroma cacao L.) is rich in phytochemicals with potential antioxidant and
antibacterial activities against Klebsiella pneumoniae, a Gram-negative ESBL-producing
bacterium resistant to antibiotics. Differences in extraction methods may affect the
chemical composition and biological activities of these compounds.

Methods: Cocoa pod husk from Adiluwih District, Pringsewu Regency, was extracted
using 96% ethanol by maceration (1:10 for 24 h) and Ultrasound-Assisted Extraction
(1:10 at 50 °C for 30 min), each performed in triplicate. The extracts were characterized
by GC-MS. Total phenolic and flavonoid contents were determined using the Folin-
Ciocalteu and AICl; methods, respectively. Antioxidant activity was evaluated using the
DPPH assay (ICso), while antibacterial activity was assessed by the well diffusion method
against Klebsiella pneumoniae.

Results: Maceration produced 58 compounds, more than Ultrasound-Assisted Extraction
with 26 compounds. The total phenolic and flavonoid contents of maceration extracts
were 13,20 mg GAE/g and 70,855 mg QE/g, higher than those of Ultrasound-Assisted
Extraction (5,60 mg GAE/g and 54,116 mg QE/g). The ICs value of maceration was
476,681 pg/mL, lower than that of Ultrasound-Assisted Extraction at 665,133 pg/mL.
The maximum inhibition zone of Ultrasound-Assisted Extraction was 1,55 = 0,15 mm at
30% concentration, while maceration showed 0,75 + 0,327 mm at 100%.

Conclusion: Extraction methods influenced compound profiles and phenolic and
flavonoid contents but did not show significant differences in antioxidant and
antibacterial activities.

Keywords: Antibacterial; antioxidant; cocoa pod husk; extraction methods; Klebsiella

pneumoniae.



ABSTRAK

PERBANDINGAN KARAKTERISTIK, AKTIVITAS ANTIOKSIDAN,
ANTIBAKTERI EKSTRAK KULIT KAKAO (Theobroma cacao L.)
TERHADAP Klebsiella pneumoniae dengan MASERASI dan
ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION

Oleh
Anugrah Fasha

Latar Belakang Indonesia sebagai salah satu produsen kakao utama di dunia
menghasilkan limbah kulit kakao sekitar +75% dari total buah yang berpotensi
menimbulkan masalah lingkungan. Kulit kakao (Theobroma cacao L.) diketahui kaya
senyawa fitokimia yang berpotensi sebagai antioksidan dan antibakteri terhadap
Klebsiella pneumoniae, bakteri Gram negatif penghasil ESBL (Extended-Spectrum Beta-
Lactamase) yang resisten terhadap antibiotik. Perbedaan metode ekstraksi dapat
memengaruhi kandungan dan aktivitas biologis senyawa tersebut.

Metode: Kulit kakao dari Kecamatan Adiluwih, Kabupaten Pringsewu diekstraksi
menggunakan etanol 96% melalui metode maserasi (perbandingan 1:10 selama 24 jam)
dan Ultrasound-Assisted Extraction (perbandingan 1:10 pada suhu 50 °C selama 30
menit). Ekstrak dikarakterisasi menggunakan GC-MS. Total fenolik dan flavonoid
ditetapkan masing-masing dengan metode Folin—Ciocalteu dan AICls. Aktivitas
antioksidan diuji menggunakan metode DPPH (ICso) dan aktivitas antibakteri diuji
dengan metode difusi sumuran terhadap Klebsiella pneumoniae.

Hasil: Maserasi menghasilkan 58 senyawa, lebih banyak dibandingkan Ultrasound-
Assisted Extraction sebanyak 26 senyawa. Total fenolik dan flavonoid maserasi masing-
masing sebesar 13,20 mg GAE/g dan 70,855 mg QE/g, lebih tinggi dibandingkan
Ultrasound-Assisted Extraction (5,60 mg GAE/g dan 54,116 mg QE/g). Nilai ICso
maserasi sebesar 476,681 pg/mL lebih rendah daripada Ultrasound-Assisted Extraction
665,133 pg/mL. Diameter zona hambat maksimum Ultrasound-Assisted Extraction
sebesar 1,55 + 0,15 mm pada konsentrasi 30% dan maserasi 0,75 = 0,327 mm pada
konsentrasi 100%.

Simpulan: Metode ekstraksi memengaruhi profil senyawa serta kadar fenolik dan
flavonoid, tetapi tidak menunjukkan perbedaan signifikan terhadap aktivitas antioksidan
dan antibakteri.

Kata Kunci: Antibakteri; antioksidan; Klebsiella pneumoniae; kulit kakao; metode

ekstraksi
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara produsen biji kakao urutan ke-empat terbesar
di dunia menurut International Cocoa Organization (ICCQO) pada tahun
2023. Selain itu, Indonesia menjadi negara produsen kakao terbesar di Asia
dengan total produksi biji kakao pada tahun 2023 mencapai 632,12 ribu ton.
Provinsi Lampung menjadi salah satu penyumbang produksi buah kakao
Indonesia, dimana sebanyak 7,22% total buah kakao Indonesia berasal dari
Lampung (Solimah et al., 2024). Laporan tahunan Badan Pusat Statistik
(BPS) Provinsi Lampung (2022) menunjukan bahwa produksi kakao

mencapai 53,991 ton.

Kulit kakao menempati 75% dari total buah kakao yang menyebabkan
banyak limbah terbuang dan berpotensi dapat mencemari lingkungan di
sekitar (Kamelia dan Fathurohman, 2017; Oktoba et al., 2023). Pencemaran
lingkungan secara terus-menerus memicu paparan radikal bebas dan stress
oksidatif yang dapat menurunkan sistem imun tubuh, sehingga membuat
tubuh lebih rentan terhadap penyakit seperti inflamasi dan infeksi paru-paru
(Durrani et al., 2012; Fakriah. et al., 2019; Intan Fadila et al., 2024; Pham-
Huy et al., 2020).

Salah satu bakteri yang menginfeksi paru-paru dan menyebabkan ISPA
adalah Klebsiella pneumoniae (Liu et al., 2020). Klebsiella pneumoniae

yang menyerang jaringan paru-paru dan menyebabkan pembengkakan di



lobus kanan dan kiri paru-paru (Tarina and Kusuma, 2023). Klebsiella
pneumoniae merupakan bakteri gram negatif dan salah satu bakteri yang
mengalami mutasi yang disebut Extended Spectrum Beta Lactamases
(ESBL), bakteri ESBL diketahui mampu menghidrolisis antibiotik beta
laktam yang menghasilkan resistensi antibiotik (Raja Merlinda Veronica et
al., 2025). Untuk membantu mengatasi efek samping penggunaan obat
antibiotik sintetik yang dapat berefek pada resistensi bakteri dan gangguan
pencernaan akibat pemakaian dalam jangka waktu lama (Tadic et al., 2025).
Oleh karena itu, pengembangan obat antibiotik dari bahan alam menjadi
solusi untuk pengembangan obat dan mengurangi efek samping (Vinca et
al., 2023).

Menariknya selain memliki sisi negatif kulit kakao memiliki kandungan
senyawa fitokimia seperti alkaloid, saponin, terpenoid dan steroid yang turut
mengambil peran dalam aktivitas antioksidan dan antibakteri (Yahya et al.,
2021). Hasil penelitian Ahyani et al. tahun (2025) dan Ananta et al. tahun
(2021), mengemukakan kandungan total fenolik ekstrak etanol kulit buah
coklat sebesar 130,94+0,84 mg GAEAC/g (Galate Acid Equivalent
Antioxidant Capacity) serta kadar flavonoid yang tinggi sebesar 147,115 mg
QE/g (miligram Quercetin Equivalent per gram). Selain itu, hasil
penelitian Lestari dan Asri tahun (2021), melaporkan ekstrak maserasi kulit
kakao konsentrasi 100%  dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus epidermidis rata-rata zona hambat maksimal sebesar 3,13 +
0,43 sejalan dengan itu, penelitian Purwanti et al. tahun (2023) melaporkan
ekstrak kakao metode Ultrasound-Assisted Extraction dengan konsentrasi
60% dapat membunuh bakteri Streptococcus mutans dengan zona hambat
8,44 £ 1,53 mm dan pada bakteri Propionibacterium acnes dalam penelitian
Adha and Ibrahim pada tahun (2021) menggunakan metode maserasi

dengan konsentrasi 100% memberikan daya hambat sebesar 3,25 + 0,33 cm.

Perbedaan suhu dan metode terbukti secara nyata berpengaruh pada

senyawa yang dihasilkan, dalam penelitian yang dilakukan oleh Ghanimi et



1.2

al. pada tahun (2022) menggunakan perbedaan suhu, dan metode
ekstraksi secara rata-rata lebih tinggi didapatkan oleh metode yang
menggunakan suhu, hasil uji total fenolik 82,44+2,67 mg GAE/g, total
flavonoid 206,3+4,65 mg QE/g, dan aktivitas antioksidan dengan metode
DPPH sebesar 0,73+£0,014 mg/mL.

Berdasarkan uraian di atas ada beberapa faktor yang mempengaruhi hasil
aktivitas senyawa ekstrak etanol kulit kakao. Oleh karena itu peneliti
tertarik untuk mengenai perbandingan meetode ekstraksi kulit kakao
(Theobroma cacao L.) maserasi dan Ultrasonic-Assisted Extraction
terhadap Kkarakteristik fitokimia, aktivitas antioksidan, dan aktivitas

antibakteri.

Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah perbandingan Kkarakteristik fitokimia dari metode
ekstraksi maserasi dan Ultrasound-Assisted Extraction ?

2. Bagaimanakah aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-
Assisted Extraction ?

3. Bagaimanakah aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit kakao
(Theobroma cacao L.) metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-
Assisted Extraction pada bakteri Klebsiella pneumoniae?

4. Bagaimanakah profil kandungan senyawa fenolik dan flavonoid ekstrak
etanol kulit kakao (Theobroma cacao L.) metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted Extraction ?

5. Apakah terdapat perbedaan signifikan antara metode ekstraksi maserasi

dan Ultrasound-Assisted Extraction ?



1.3 Tujuan

1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui kadar total flavonoid, total fenolik, aktivitas
antioksidan dan antibakteri Klebsiella pneumoniae ekstrak etanol kulit
buah kakao (Theobroma cacao L.)

1.3.2 Tujuan Khusus

1

Mengetahui perbandingan karakteristik fitokimia dari metode ekstraksi
maserasi dan Ultrasound-Assisted Extraction

Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-
Assisted Extractio.

Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit kakao (Theobroma
cacao  L.) metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-Assisted
Extraction pada bakteri Klebsiella pneumoniae

Mengetahui profil kandungan senyawa fenolik dan flavonoid ekstrak
etanol kulit kakao (Theobroma cacao L.) metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted Extraction.

Mengetahui perbedaan antara metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted Extraction.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Hasil penelitian akan memberikan peneliti pengetahuan ilmiah,
membentuk suatu disiplin ilmu berdasarkan pengetahuan yang dipelajari di
dalam penelitian yang telah dilakukan.
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Bagi Institusi

Hasil penelitian yang telah dilakukan diharapkan menambah referensi
penelitian dan dapat meningkatkan penelitian di bidang kesehatan
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Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan menjadi sumber informasi mengenai
potensi aktivitas antioksidan dan antibakteri ekstrak etanol 96% kulit buah
kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode maserasi

dan Ultrasonic Assisted Extraction.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan Kakao

2.1.1 Definisi dan Morfologi Kakao

Kakao adalah tumbuhan yang awal mulanya berasal dari Amerika Selatan
dan sekarang banyak tumbuh di berbagai wilayah tropis. Tumbuhan ini
memiliki nama ilmiah Theobroma cacao L. yang memiliki nilai jual
tinggi pada bijinya yang menjadi bahan baku pembuatan bubuk coklat.
(Farhanandi and Indah, 2022).

Gambar 2. 1 Pohon Kalg (Dokumentasi Pribadi. 2025).
Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Malvales
Famili : Stercul iaceae
Genus : Theobroma
Spesies : Theobroma cacao L

(Minifie, 1999).
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Tanaman kakao tersebar di berbagai wilayah Indonesia dengan
karakteristik yang bisa dibilang tidak jauh berbeda satu dengan yang
lainnya, contohnya di Pulau Bangka dimana terdapat beberapa jenis warna
buah seperti hijau kemerahan, merah kekuningan, merah-oranye, hijau
muda-hijau kekuningan dengan tebal rata-rata buah mencapai lebih dari 1
cm dengan maksimal tebal kulit buah 1,5 cm (Zasari and Sitorus, 2022).
Penelitian di tempat lain juga mendapatkan hal yang kurang lebih sama
dimana ketebalan buah paling kecil ada pada 0,6 cm dan paling tebal pada
1,4 cm, selain itu diketahui bahwa perbedaan ketinggian tempat
berpengaruh pada morfologi tumbuhan kakao (Farhanandi and Indah,
2022).

Manfaat Kakao

Bagian yang paling sering dimanfaatkan dari tumbuhan kakao adalah
bagian biji nya yang menjadi bahan pokok bubuk coklat dan cocoa butter.
Hasil olahan biji coklat sendiri merupakan bahan utama dari bermacam-
macam produk, dalam segmen makanan menjadi bahan baku dodol, kue ,
permen, susu dan di dalam segmen kecantikan menjadi bahan baku lulur
coklat dan sabun coklat. Selain kedua segmen itu manfaat biji coklat
ternyata juga dapat mempengaruhi kesehatan, kandungan serat dan protein
yang sangat dibutuhkan oleh tubuh menjadi nilai tambah dari biji kakao
(Inanda Khoidir, 2023).

Biji kakao yang dimanfaatkan meninggalkan limbah kulit yang tidak
sedikit, beberapa penelitian menunjukan aktivitas farmakologi yang
dihasilkan oleh kulit kakao. Kulit kakao bisa menghasilkan aktivitas
antioksidan (Ananta et al., 2021; Huda et al., 2022; Rachmawati et al.,
2023), tidak sampai disitu bahkan terdapat upaya pemanfaatan lebih lanjut
seperti dengan membuat suplemen antioksidan yang telah dilakukan di
provinsi Lampung tepatnya di kecamatan Cukuh Balak dimana pembuatan
suplemen herbal tersebut dibuat dengan cara menghaluskan kulit kakao
yang telah kering menjadi serbuk dan dibuat menjadi sediaan kapsul
(Oktoba et al., 2023).



Aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh kulit kakao juga telah terbukti
pada beberapa bakteri contohnya Staphylococcus epidermidis (Lestari and
Asri, 2021), Proponibacterium acnes (Adha and Ibrahim, 2021), dan
Streptococcus mutans (Purwanti et al., 2023). Hal tersebut makin
menaikan nilai kulit kakao yang tadinya hanya sebagai limbah sekarang
mulai diperhitungkan dengan aktivitas farmakologi yang dimilikinya.

Selain aktivitas farmakologinya kulit kakao juga bermanfaat untuk
menjadi alternatif pakan bagi hewan ternak masyarakat (Kamelia and
Fathurohman, 2017), juga menjadi pupuk untuk tanaman di kebun-kebun

yang dimiliki warga (Laude et al., 2020).

2.2 Bakteri Klebsiella pneumoniae

2.2.1 Definisi dan Morfologi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae termasuk ke dalam bakteri gram negatif (-) yang
berbentuk batang pendek dan memiliki ukuran yang kecil yaitu sekitar 0,5-
1,2 mikro. Bakteri ini tidak memiliki spora namun memiliki kapsul yang
melindungi seluruh bagian tubuhnya, ia juga tidak memiliki flagel sebagai
alat untuk bergerak tetapi dapat memfermentasikan karbohidrat menjadi

gas dan asam (Tarina and Kusuma, 2023).

Gambar 2. 2 Klebsiella pneumoniae
(Umarudin et al., 2023)



2.2.2

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : I'proteobacteria

Order : Enterobacterales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Klebsiella

Species : Klebsiella pneumoniae

(Dong et al., 2022).

Bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang tidak bergerak dan
spora pada bakteri ini tidak terbentuk, memiliki lebar antara 0,3-2,0 um
dan panjang 0,6-6,0 um, serta bakteri ini memberikan tampilan mukoid
yang khas di cawan agar. Bakteri ini memiliki kapsul yang pada
lapisannya terdiri dari polisakarida ekstrakseluler yang menonjol yang
membungkus struktur sel dan memiliki fungsi sebagai perisai terhadap

imunitas bawaan inang (Abbas et al., 2024).

Patologi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneuomniae termasuk ke dalam famili Enterobactericeae yang
termasuk ke dalam bakteri gram negatif, basil yang anaerobik non-motil
dan fakultatif. Bakteri ini sering dijumpai di alam seperti di tanaman, air
dan tanah, bahkan mereka menjadi bagian mikrobiota normal dalam
nasofaring dan saluran pencernaan manusia. Infeksi nosokomial akibat
bakteri ini seringkali terjadi pada individu dengan sistem imun lemah
selain infeksi nosokomial bakteri ini juga menjadi penyebab penyakit
infeksi usus akut, infeksi urogenital, dan meningitis (Umarudin et al.,
2023).

Infeksi nosokomial yang disebabkan oleh Klebsiella pneumoniae
cenderung bersifat kronis karena dua faktor utama. Pertama, bakteri ini
mampu membentuk biofilm di dalam tubuh yang dapat melindungi diri
dari sistem kekebalan inang. Kedua, Klebsiella pneumoniae menghasilkan

enzim-enzim yang dapat menonaktifkan antibiotik tertentu, seperti
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extended-spectrum p-laktamases (ESBL) dan karbapenemase, yang
membuat bakteri ini menjadi resisten terhadap pengobatan antibiotik.
Produksi enzim resistensi ini sangat menyulitkan upaya klinis dalam
menemukan antibiotik yang efektif untuk mengatasi infeksi yang
ditimbulkan (Abbas et al., 2024).

Simplisia

Simplisia merupakan bahan alamiah yang akan digunakan sebgai obat yang
belum sama sekali diolah kecuali dikeringkan, simplisia sendiri terbagi
menjadi dua yaitu nabati, hewani dan mineral. Simplisia nabati merupakan
bagian tumbuhan, eksudat atau tumbuhan utuh yang sudah dicuci dan
dikeringkan. Eksudat tumbuhan merupakan senyawa nabati atau isi sel yang

keluar dari tumbuhan yang belum berupa senyawa kimia murni

(Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2000).

Cara pembuatan simplisia dimulai dari sortasi basah yaitu memilih bagian
tumbuhan yang akan digunakan, lalu dilanjutkan dengan pencucian dengan
air mengalir untuk menghilangkan kotoran yang menempel pada bagian
tumbuhan yang akan digunakan, selanjutnya bagian tumbuhan yang telah
selesai dicuci dilakukan perajangan dan pengeringan untuk mengurangi
kandungan airnya, yang terakhir dilakukan sortasi kering untuk memisahkan
bagian tumbuhan yang masih layak untuk digunakan (Stephanie Rumaseuw
et al., 2023).

Ekstraksi

Proses ekstraksi merupakan proses yang sangat penting untuk mendapatkan
senyawa bioaktif dari tanaman. Terdapat beberapa cara dalam
mengekstraksi diantaranya dekoksi, maserasi, infusi, Ultrasound-Assisted
Extraction , destilasi, dan sokhlet untuk memastikan kualitas ekstrak
(Nugroho, 2017).
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2.4.1 Maserasi

Metode ekstraksi maserasi digunakan untuk mengekstraksi senyawa
metabolit sekunder dari bahan alam, metode ini tergolong metode yang
sederhana dan mudah untuk dilakukan. Proses dalam metode ekstraksi ini
tanpa melibatkan panas sehingga sering digunakan untuk mengekstraksi
senyawa metabolit sekunder yang tidak tahan terhadap panas (termolabile)
(Nugroho, 2017). Prinsip dari metode ekstraksi dengan maserasi adalah
dengan merendam bahan baku dalam suatu bejana yang ditempatkan pada
suhu ruang dengan dilakukan pengadukan secara kontinyu atau berkala
yang dapat mempercepat proses ekstraksi. Proses ekstraksi dengan metode
ini dapat diulang dua atau tiga kali untuk meningkatkan hasil rendemen
karena masih terdapat sisa senyawa metabolit sekunder yang tertinggal
pada serbuk simplisia dan memiliki peluang untuk diambil kembali
(Nugroho, 2017).

Dalam pengerjaanya ada beberapa hal yang harus diperhatikan seperti
perbandingan bahan baku dengan pelarut yang digunakan, suhu, kecepatan
pengadukan, derajat kehalusan simplisia, dan waktu maserasi. Serta
pelarut yang digunakan harus disesuaikan dengan kebutuhan pada
senyawa aktif yang menjadi tujuan proses ekstraksi (BPOM RI, 2023).

Metode ekstraksi dengan maserasi mempunyai beberapa keuntungan
seperti alat yang digunakan sederhana, tahapan pengerjaan yang tidak
sulit, biaya yang murah, dan bisa digunakan untuk mengekstraksi senyawa
metabolit sekunder yang tidak tahan terhadap proses pemanasan. Metode
ekstraksi ini juga mempunyai beberapa kekurangan seperti dalam proses
pengerjaannya membutuhkan waktu yang lama untuk mendapatkan hasil
ekstrak, membutuhkan banyak pelarut, dan kurang efektif untuk
mengekstraksi beberapa senyawa pada suhu kamar (Noviyanto et al.,
2024)
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2.4.2 Ultrasound Assisted Extraction

Ultrasound Assisted Extraction merupakan salah satu metode ekstraksi
modern yang pada prosesnya melibatkan penggunaan getaran dengan
frekuensi antara 20 kHz hingga 2000 kHz yang akan meningkatkan
permeabilitas dinding sel dan menghasilkan adanya kavitasi. Pada proses
pengerjaannya terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan seperti
frekuensi osilasi dan waktu yang akan menentukan tingkat efektivitas
ekstraksi (BPOM RI, 2023).

Ultrasonic wave

Ultrasonic wave

) ®) ©
Gambar 2. 3 Prinsip Metode Ultrasound-Assisted Extraction (Shen et al., 2023)

Prinsip dari metode Ultrasound-Assisted Extraction adalah dengan
memanfaatkan gelombang ultrasound (sinyal dengan frekuensi tinggi)
dimana generator listrik ultrasonik akan mengubah sinyal listrik menjadi
gelombang ultrasonik yang memiliki efek sangat kuat dan disebut dengan
efek kavitasi yang akan menyebabkan pecahnya molekul-molekul larutan.
Sampel yang akan diekstraksi ditempatkan dalam wadah ultrasonik yang
kemudian dikenai dengan gelombang ultrasound, dengan tujuan untuk
membentuk rongga dalam sampel karena adanya tekanan mekanik pada
sel, sehingga akan terjadi kerusakan sel yang akan meningkatkan
kelarutan senyawa dan hasil ekstraksi (Azzahra, 2023; Triyanti et al.,
2025).

Metode ekstraksi dengan sonikasi memiliki beberapa keuntungan seperti
pada proses pengerjaan waktu yang dibutuhkan singkat, meningkatkan
kelarutan senyawa metabolit dalam pelarut, dan hasil ekstraksi menjadi
lebih efisien (Triyanti et al., 2025). Selain itu, keuntungan yang diberikan

dari metode ini adalah mempercepat penetrasi bahan aktif karena
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menghasilkan sampel yang memiliki luas permukaan yang (Azzahra,
2023). Selain itu, metode ini juga dapat mempengaruhi kestabilan senyawa
metabolit sekunder yang diekstraksi karena adanya kenaikan suhu (BPOM
RI, 2023).

Perkolasi

Perkolasi adalah ekstraksi dengan suhu ruang yang menggunakan pelarut
baru secara terus menerus sampai benar-benar habis (exhaustive
extraction). Proses perkolasi sendiri memiliki beberapa tahapan yaitu
tahapan pengembahan bahan, tahap maserasi antara, tahap perkolasi
sebenernya (penetesan/penampungan ekstrak), hal ini dilakukan secara
berkelanjutan sampai diperolen ekstrak (perkolat) yang jumlahnya
mencapai 1-5 kali bahan. (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
2000).

Metode ekstraksi ini menggunakan peralatan yang bernama “perkolator”
yaitu sebuah bejana sempit yang berbentuk kerucut dan terbuka di kedua
ujungnya). Sampel padat yang telah dibasahi dengan pelarut lalu
didiamkan selama kurang lebih 4 jam dan ditutup dengan baik, setelah itu
ditambahkan pelarut tambahan untuk membentuk lapisan di atas simplisia
lalu di maserasi lagi dalam waktu 24 jam dengan kondisi perkolator
tertutup dan ekstrak dibiarkan menetes perlahan. Pelarut ditambahkan
kembali sampai memenubhi tiga perempat dari volume yag dibutuhkan dan
ditekan cairan yang telah ada di dalam perkolat sembari di filtrasi diikuti
dengan dekantasi. (Willian and Pardi, 2022).
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Gambar 2. 4 Prinsip Perkolasi (Willian and Pardi, 2022)

2.4.4 Sokhlet

Sokhlet merupakan ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu diperbarui
setiap waktu, kebanyakan menggunakan alat khusus sehingga terjadi
ekstraksi secara berkelanjutan dengan jumlah pelarut yang tetap dan
konstan akibat adanya pendingin atau kondensor (Departemen Kesehatan
Republik Indonesia, 2000).

Prinsip dari metode sokletasi adalah melakukan penyaringan secara
berulang-ulang agar hasil ekstraksi menjadi lebih sempurna dengan
penggunaan pelarut yang sedikit. Pelarut yang dipilih sebaiknya mudah
menguap dan mampu melarutkan zat yang diinginkan tanpa ikut
melarutkan zat padat yang tidak diperlukan. Pelarut ini seringkali
digunakan karena efektivitasnya dalam ekstraksi, meskipun memiliki
beberapa keterbatasan terkait kestabilan hasil ekstrak dalam jangka waktu
lama. Pelarut yang dapat digunakan bervariasi namun contoh-contoh
pelarut yang sering digunakan adalah akuades, etanol dan methanol
(Riniati et al., 2019).
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Gambar 2. 5 Alat Sokhletasi (Irvan et al., 2015)

2.5 Pelarut

Pemilihan pelarut sangat penting dalam melaksanakan ekstrak karena
perbedaan sifat pelarut akan menentukan jenis senyawa yang dihasilkan,
karena pelarut sendiri termasuk ke dalam faktor yang mempengaruhi hasil
ekstraksi. Pelarut organik dibagi menjadi dua menurut konstanta

elektirknya, yaitu pelarut polar dan non polar (Willian and Pardi, 2022).

Pelarut etanol termasuk ke dalam jenis pelarut polar dimana memiliki
keuntungan dalam menarik senyawa-senyawa polar dari dalam tumbuhan.
Pelarut ini memiliki sifat sebagai pengawet dimana kelebihan ini tidak
dimiliki oleh pelarut ait, etanol relatif tidak beracun dan memiliki resiko
yang kecil untuk merusak senyawa dimana hal ini tidak dimiliki oleh pelarut
metanol (BPOM RI, 2023).

Pemilihan pelarut etanol khususnya pada konsentrasi 96% digunakan untuk
memaksimalkan aktifitas senyawa ekstrak yang dihasilkan, pada penelitan
aktifitas antioksidan kulit biji kakao pelarut ini memiliki aktifitas yang
paling tinggi dibandingkan dengan pelarut aseton dan metanol (Widhiana
Putra et al., 2020). Aktifitas antibakteri menggunakan pelarut yang sama

namun dengan kulit kakao menunjukan hasil yang cukup memuaskan pada
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bakteri Proponibacterium acnes sebesar 3,25 + 0,33 cm pada konsentrasi
100% (Lestari and Asri, 2021). Untuk itu dipilih etanol 96% sebagai pelarut
pada penelitian ini.

2.6 Metabolit Sekunder

2.6.1 Definisi

Metabolisme sekunder adalah perubahan senyawa kimia yang terjadi
dalam jalur sel hidup yang didalamnya terdapat proses penguraian dan
pembentukan senyawa kimia yang dibutuhkan oleh tumbuhan namun tidak
dianggap sebagai kebutuhan utama. Metabolit sekunder memiliki berbagai
fungsi yaitu sebagai hormon, pengatur metabolisme dan pertumbuhan sel,
pertahanan tumbuhan, mengatur warna untuk menarik perhatian serangga.
(Julianto, 2019).

Istilah lain yang berhubungan dengan metabolit sekunder adalah fitokimia
(phytochemicals) bermakna bahan-bahan atau senyawa kimia yang
dihasilkan dari tumbuhan, berasal dari bahasa latin yaitu fito (phyto) yang
berarti tanaman, sedangkan chemicals berarti bahan-bahan kimia.
(Nugroho, 2017).

Photosynthesis

Lipids w» Proteins
£ e— PRIMARY M*ETABOLISM i
\HChlorophyll
Carbohydrates
SECONDARY METABOLISM

A/ N

Terpenoids

Alkaloids
Cyanogenic
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: | T [coumanms]
Chalcones
/ ¢

+ [ ANTHOCYANINS |
T

Flavanones
(red flower colours)
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Dihydrofiavonis
ISOFLAVONES
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¥ 4
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Inducible fungicides I CONDENSED TANNINS |

Gambar 2. 6 Metabolit Sekunder (Nugroho, 2017)
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2.6.2 Kilasifikasi

2.6.2.1

2.6.2.2

2.6.2.3

2.6.2.4

Metabolit sekunder terbagi menjadi beberapa kelompok besar berdasarkan

struktur senyawa kimianya, komposisi, jalur sintesisnya, kelarutannya.

Terpenoid

Terpenoid adalah senyawa yang memiliki spektrum paling luas
dibanding senyawa metabolit sekunder lainnya, yang memiliki struktur
berupa rantai lurus sampai membentuk polisiklik (struktur cincin).
Senyawa terpenoid berasal dari proses kondensasi isoprene yang
memiliki lima atom karbon (Cs) pada strukturnya (Nugroho, 2017).
Saponin

Saponin adalah senyawa yang banyak ditemukan dalam bentuk glikosida
sebagai amphipatic glycoside yaitu glikosida yang memiliki sifat
hidrofilik dan lipofilik. Saponin memiliki efek racun bagi hewan-hewan
berdarah dingin atau ikan. (Nugroho, 2017).

Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa yang memberikan rasa pahit pada suatu
bahan alam dan dikenal sebagai senyawa fitokimia yang memiliki efek
farmakologis yang beragam, senyawa alkaloid dikenali dengan adanya
atom nitrogen dalam struktur kimianya (Nugroho, 2017).

H H 0O
Wt
H R \OH

Gambar 2. 7 Struktur Senyawa Alkaloid (Saifudin, 2014)

Fenolik

Fenolik merupakan senyawa yang memiliki ciri-ciri setidaknya terdapat

struktur cincin aromatik diikuti oleh satu atau lebih gugus hidroksil yang
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saling terikat satu-sama lain. Terdapat lebih dari 8.000 jenis senyawa
fenolik yang sudah teridentifikasi dari berbagai jenis tumbuhan
(Nugroho, 2017).

OH

H,CO CHO

OH HO

Gambar 2. 8 Hidrokuinon dan Vanili (Julianto, 2019)

Gambar di atas adalah struktur senyawa fenol paling sederhana yang
dapat ditemukan di alam, senyawa fenol ditandai dengan adanya cincin
benzene yang memiliki salah satu atau dua cabang OH yang berikatan

langsung pada cincin benzene (Julianto, 2019).

2.6.2.5 Flavonoid

Flavonoid merupakan ikatan yang secara alami dapat ditemukan dan
bertanggung jawab pada berbagai proses biologis, senyawa flavonoid
memiliki banyak sub-sub kelas seperti flavon, flavanol, flavanolol,
flavanon, isoflavon dan antosianin bahkan masih banyak lainnya.
(Benitez-Correa et al., 2023).

orlo-dhhidroksi
B OH“\“\'

4
SO —=0H 0 T

3-0H

Gambar 2. 9 Struktur Senyawa Flavonoid (Anggraito et al., 2018)
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Flavonoid terdiri dari atom karbon Cg-C3-Cg, dua cincin aromatik yang
dihubungkan dengan tiga buah rantai karbon. Secara kimia struktur
senyawa flavonoid terdiri atas 15 rangka karbon yang terdiri dari dua
cincin benzene dan terhubung oleh satu cincin pirin berbentuk heterolik
(Anggraito et al., 2018).

2.6.2.6 Tanin

Tanin merupakan senyawa yang berfungsi sebagai pertahanan diri
tumbuhan berbagai jenis hewan dan hama, senyawa ini banyak
ditemukan dalam buah yang belum matang. Tanin memberikan rasa
sepat dan pahit bagi yang memakannya karena itu banyak hewan
menghindari tanaman yang masih muda atau mentah (Anggraito et al.,
2018; Julianto, 2019). Berikut ini contoh senyawa tanin :

0O.._-OH

HO OH
OH

Gambar 2. 10 Asam Galat (Julianto, 2019)
2.7 Antioksidan

2.7.1 Definisi Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang memiliki kemampuan untuk meredam
atau menangkal dampak negatif dari oksidan. Antioksidan diperlukan
tubuh untuk melindungi tubuh dari paparan radikal bebas baik dari dalam
eksogen atau luar tubuh, dengan cara menghambat atau memperlambat
kerusakan sel-sel tubuh akibat oksidasi (Kesuma, 2015). Senyawa
antioksidan secara garis besar terbagi menjadi dua yaitu eksogen dan

endogen, antioksidan endogen berasal dari produksi dalam tubuh
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contohnya enzim katalase dan non-enzim seperti glutathione. Senyawa
eksogen didapatkan dari luar tubuh seperti dalam suplemen, vitamin dan
mineral, salah satu senyawa fitokimia yang ada dalam tanaman memiliki
efek farmakologis sebagai antioksidan, senyawa tersebut adalah fenolik
yang memiliki beberapa mekanisme vyaitu mereduksi, meredam
terbentuknya singlet oksigen dan pendonor elektron. Turunan dari
senyawa fenolik yaitu flavonoid juga terbukti memiliki potensi dalam

aktivitas antioksidan (Kesuma, 2015; Korczowska-L.acka et al., 2023).

Metode Pengujian Antioksidan

Pengujian antioksidan ditunjukan untuk mengetahui seberapa kuat suatu
senyawa atau ekstrak dalam kemampuannya menjadi agen pereduksi.
Berikut ini adalah beberapa metode uji aktivitas antioksidan yang sering

digunakan.

2.7.2.1 Metode Uji DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Uji aktivitas antioksidan ini ditemukan oleh Blois (1995), dengan
menggunakan  senyawa DPPH  (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl;
C18H12N506, M= 394.33) yang merupakan radikal bebas berwarna ungu
karena adanya delokalisasi pada kemudian menjadi kuning hydrazine
setelah adanya proses reduksi setelah terjadinya donor hidrogen dari dari
senyawa atau ekstrak yang menyebabkan warna ungu pada DPPH
berkurang (Mu’nisa, 2023).

N, No,

Gambar 2. 11 Mekanisme Kerja DPPH
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DPPH hanya dapat larut dalam pelarut organik seperti methanol dan etil
asetat, lalu uji kuantatif aktivitas antioksidan menggunakan instrumen
spektrofotometer pada panjang gelombang 516 nm (Kesuma, 2015;
Rachmawati et al., 2023).

Besarnya daya antioksidan dihitung dengan rumus ICsy (Inhibition

Concentration) :

Abseorban blanko—absorban sampel
Absorban blanko

Semakin kecil nilai yang didapat makan semakin besar besar aktivitas

x 100%

Daya antioksidan =

antioksidan senyawa atau ekstrak tersebut (Kesuma, 2015).

Metode Uji FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

Metode FRAP diguunakan untuk mengukur kemampuan antioksidan
yang akan diuji dalam mereduksi Fe(l1l)-TPTZ yang merupakan radikal
bebas berwarna kuning menjadi Fe(ll)-TPTZ yang berwarna biru.
Instrumen yang digunakan adalah diode-array spektrofotometer pada
panjang gelombang 593 nm (Mu’nisa, 2023).

Keunggulan metode FRAP adalah termasuk ke dalam metode yang
cepat, cocok untuk sampel plasma dan mudah dalam mendapatkan
reagennya. FRAP menunjukan aktivitas antioksidan yang setara dengan
aktivitas antioksidan yang terjadi di dalam plasma tubuh (Soedarini and
Nugrahedi, 2019).

Metode Uji ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiaz oline-6-sulphonic
acid)

Metode ini menggunakan senyawa radikal ABTS yang merupakan kation
organik yang bereaksi pada ph yang sama dengan ph dalam tubuh
manusia Yyaitu 7,4 dimana aktivitas ABTS ditandai dengan perubahan
warna yang semula biru atau hijau menjadi tidak berwarna (Mu’nisa,
2023; Soedarini and Nugrahedi, 2019).
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Cara untuk mengukur aktivitas secara kuantitatif menggunakan

instrumen kalorimeter pada panjang gelombang 734 nm, dengan

menggunakan pembanding seperti alpha tocopherol atau uric acid.

Kelebihan dari metode ini yaitu dapat digunakan dengan baik dalam fasa

aqueous atau lipid, mudah dan cepat. (Mu’nisa, 2023).

2.8 Antibakteri

2.8.1 Definisi Antibakteri

Antibakteri adalah zat yang dapat menghambat atau membuhu bakteri

dengan pembagian pada mekanisme kerja nya yaitu, bakteriostatika yang

artinya menghambat pertumbuhan bakteri dan bakterisida yang artinya

membunuh bakteri. Berikut ini adalah target mekanisme antibakteri
menurut Rollando (2019).

1.

Perusakan Dinding Sel

Struktur sel dirusak dengan menghabat pembentukan atau setelah
proses pembentukan dinding sel. Antibiotik yang bekerja dengan
mekanisme ini adalah penisilin.

Pengubahan Permeabilitas Sel

Kerusakan membram sitoplasma yang berfungsi mempertahankan
bagian-bagian sel tertentu.

Penghambatan Kerja Enzim

Menghambat aktivitas selular bakteri seperti dalam mekanisme
kerja sulfonamid yang menghalangi sintesis asam folat yang
berfungsi untuk sintesis purin dan pirimidin.

Penghambatan Sintesis Asam Nukleat dan Protein

Penghambatan DNA dan RNA sebagai bahan baku utama
pembentukan sel bakteri.

Pengubahan Molekul Protein dan Asam Nukleat
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Antibakteri ini menyerang dengan mengubah keadaan protein dan

asam nukleat sehingga pertumbuhannya terganggu dan merusak sel

secara permanen.
Senyawa fitokimia memiliki beberapa mekanisme untuk menghambat
pertumbuhan bakteri. Senyawa flavonoid menghambat DNA dan RNA
bakteri dengan cara menumpuk basa asam nukleat dengan ikatan hidrogen
yang terdapat pada cincin A dan B pada senyawa flavonoid, senyawa
flavonoid menargetkan dinding polipeptida dengan cara mengendapkan
protein bakteri dan menghambat enzim-enzim penting dalam pertumbuhan
bakteri (Khairunnisa et al., 2025). Alkaloid menggangu susunan
peptidoglikan yang bertanggung jawab sebagai komponen dinding sel dan
menyebabkan kematian sel karena dinding sel tidak terbentuk secara
maksimal, terpenoid merusak membran sel bakteri dengan cara bereaksi
dengan sel aktif membran bakteri yang menghasilakan larutnya lipid dan
meningkatkan permeabilitas membran bakteri sehingga membran bakteri
lebih mudah ditembuh oleh senyawa-senyawa lainnya (Rahman et al.,
2017). Saponin mengganggu stabilitas membran sel bakteri dengan cara
difusi dari membran luar yang rentan dan mengikat sitoplasma yang
menyebabkan komponen-komponen bakteri keluar dari sel bakteri, tanin
bekerja dengan cara menginaktivasi materi genetik yang menyebabkan sel
bakteri gagal terbentuk secara sempurna (Pramita Yuli Pratiwi et al.,
2021).

2.8.2 Metode Pengujian Antibakteri

2.8.2.1 Metode Difusi

Metode uji difusi digunakan untuk menguji kemampuan antibakteri suatu
senyawa berdasarkan aktivitas difusi antimikroba pada media padat, hal
yang menjadi dasar penilaian adalah pengamatan pada daya hambat
pertumbuhan mikroba yang di ujikan. Metode uji antibakteri dibagi
menjadi sumuran, difusi dengan silinder/cakram dan metode dengan
parit. Metode difusi dengan piringan/cakram dilakukan dengan cara

merendam piringan/cakram pada cairan mengandung senyawa yang akan
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diujikan. Sumuran dilakukan degan melubangi media yang telah
dionukalasi dengan perforator lalu meletakan senyawa uji. Metode difusi
parit dilakukan dengan membuat parut sepanjang diameter media dan
senyawa uji diinokulasi dengan bakteri di kanan dan Kiri parit (Rollando,
2019).

Sumuran dilakukan dengan membuat lubang tipis atau pencadang pada
media padat yang telah ditambahkan suspensi bakteri dengan cara
disebarkan menggunakan kapas lidi steril. Setelah lubang terbentuk pada
media dimasukan ekstrak berbagai konsentrasi yang akan diujikan
dengan cara diteteskan langsung dalam lubang yang telah terbentuk,
pengamatan hasil uji bervariasi mulai dari 12, 24 sampai 48 jam dan daya
hambat diukur menggunakan jangka sorong (Misna and Diana, 2016).
Metode Dilusi

Metode dilusi digunakan untuk mengukur kadar hambat minimum dari
pertumbuhan mikroba yang diujikan. Metode dilusi terbagi menjadi dua
yaitu dilusi cair dan dilusi padat dimana perbedaan antara kedua metode
tersebut ada pada media yang digunakan dengan metode pengerjaan yang
sama dengan cara memberi seri pengenceran senyawa uji antimikroba
yang akan diujikan lalu ditanam/digoreskan ke media padat dan
diinkubasi selama 18-24 jam. Media yang tidak ditumbuhi ditetepkan

sebagai kadar hambat minimum (Zainab et al., 2022).

2.9 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk menghitung interasi antara sinar

ultraviolet atau sinar tampak dengan transisi elektronik yang terjadi.

Transisi elektronik adalah perpindahan elektron dari orbit yang dimilikinya

dari tingkat dasar ke tingkat tereksitasi. Sinar ultraviolet (UV) mempuyai

rentang 100-400 nm, sedangkan sinar tampak (Vis) 400-750 nm sinar yang

ditunjukan mulai dari tidak berwarna-ungu-merah (Tati, 2017).

Tipe spektrofotometer dibagi menjadi dua yaitu single-beam dan double-

beam. Instrumen single-beam mengukur absorbansi secara kuantitatif pada

panjang gelombang tunggal, sedangkan instrumen double-beam mengukur
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absorbansi dengan beberapa pancaran sinar gelombang yang semula satu
sinar dipecah menggunakan potongan cermin berbentuk V. Sinar pertama

menembus larutan blanko lalu sinar kedua melewati sampel. (Tati, 2017).
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Gambar 2. 12 Prinsip Spektrofotometer UV-Vis Single-Beam
(Tati, 2017)
Mmoo
|
'j_/ |
[ lamp | Tungsten lamp R"E]'-'—'_’*"'-‘*"
Mirmer ‘_] Fhedo diode
/ - [ala neadeut
3
1;-.—3 Filier = a
g
. 'i::wln@!lrnll
wl £ m Pl it
WILLY AN
4| lin.ﬁm 'J:U
Samgle

Meaochromator splitler

Gambar 2. 13 Prinsip Spektrofotometer UV-Vis Double-Beam
(Tati, 2017)

2.10 Karakterisasi Senyawa Menggunakan Instrumen GC-MS

Ekstraksi yang dilakukan pada tumbuhan bertujuan untuk mengeluarkan
senyawa metabolit sekunder dalam tumbuhan yang memiliki aktivitas
farmakologi yang bermacam-macam, salah satu instrumen yang digunakan
untuk menganalisis senyawa-senyawa yang terdapat didalamnya adalah
kromatografi gas. Kromatografi gas atau dalam bahasa inggris disebut Gas

Chromatography (GC) merupakan penemuan ahli botani Rusia-Italia yang
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bernamana Mikhail Semyonovich Tsvet, teknik pemisahan yang digunakan
dalam instrumen ini adalah dengan pemisahan campuran komponen kimia
yang mudah menguap dalam fase gas dan dianalisis ada tidaknya
komponen-komponen kimia dan menetukan kadar komponen-komponen
kimia yang terdeteksi (Willian and Pardi, 2022).

e .

Gambar 2. 14 Prinsip Kerja Gass Chromatography
(Willian and Pardi, 2022)
Pembacaan menggunakan mass spectrometry (MS) melalui beberapa

tahapan. Tahapan pertama adalah mengionisasi bahan yang akan dianalisis
dalam ruang ionisasi yang telah diisi dengan nebulator, tahap kedua yaitu
mass analyser yang bertugas untuk memisahkan ion-ion berdasarkan
muatannya lalu molekul ion dipecahkan berdasarkan kerangka karbon yang
diikat dan molekul yang ada dalam molekul. Tahap selanjutnya adalah
detektor ion yaitu ketika ion beruatan menyambar permukaan membran
detektor lalu dikonversi dalam sistem data dan dikombinasikan untuk
membaca berat molekul ion-ion yang telah diuji, namun ion-ion yang
berumur pendek tidak dapat terbaca dan hanya fragmentasinya yang

menunjukan puncak pada pembacaan (Kade et al., 2019; Tati, 2017).

vaporis
sarmple

Gambar 2. 15 Prinsip Kerja Mass Spectrometry
(Tati, 2017)
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Gambar 3. 1 Kerangka Teori Penelitian (Ghanimi et al., 2022; Lestari and Asri, 2021;

Purwanti et al., 2023)
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Gambar 3. 2 Kerangka Konsep
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3.2.2

BAB 111
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dalam skala laboratorium.
Penelitian ini dilakukan dengan mengekstraksi kulit kakao (Theobroma
cacao L.) menggunakan dua metode ekstraksi berbeda yaitu maserasi dan
Ultrasonic-Assisted Extraction yang keduanya dilakukan sebanyak tiga kali
pengulangan. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%. Ekstrak yang
didapatkan kemudian di uji aktivitas antioksidan menggunakan metode
DPPH, aktivitas antibakteri pada bakteri Klebsiella pneumonia dengn

metode sumuran, dan karakterisasi dengan instrumen GC-MS.

Tempat Dan Waktu Penelitian

Tempat Penelitian

Tempat dilakukan penelitian ini adalah :

1. Laboratorium Analisis Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas
Lampung

2. Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan
Alam, Universitas Lampung

3. Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi Lampung

4. Invilab Biosains Indonesia, Bogor

Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2025- Desember 2025
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Identitas Variabel

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah metode ekstraksi ekstrak
etanol kulit kakao (Theobroma cacao L.).
Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah karakterisasi senyawa, total
fenolik, total flavonoid, aktivitas antioksidan dan aktivitas antibakteri

ekstrak etanol kulit kakao (Theobroma cacao L.).

3.4 Alat Dan Bahan

34.1

34.2

Alat

Alat yang dilakukan dalam penelitian ini adalah labu erlenmeyer, batang
pengaduk, spatula besi, corong kaca (IWAKI®), alumunium foil, plastic
wrap, kertas perkamen, cawan porselen, penjepit kayu, pipet tetes, mikro
pipet (DLAB®), neraca analitik (BEL Engineering®), kertas saring, tabung
reaksi, labu ukur, beaker glass, gelas ukur, pipet volume, bulb filler,
waterbath (IKA®), ultrasonic bath (OVAN®), rotary evaporator
(Rotavapor R-100 BUCHI®), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu® UV-
1900i) , GC-MS (Perkin Elmer® Clarus 500-Clarus SQ 8S), dan Kuvet
(Shimadzu®).

Bahan

Etanol 96%, Simplisia kulit kakao (Theobroma cacao L.) , HCL 2 N
(SMART-LAB®), H,SO; p.a (Supelco®), reagen Dragendroff, Media
Kultur, Bakteri Klebsiella Pneumonia, Sebuk DPPH (sigma), Reagen
lodin, Reagen Mayer, FeCls 10%.

3.5 Prosedur Penelitian

351

Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tumbuhan kakao yang
didapatkan dari Kecamatan Adiluwih, Kabupaten Pringsewu. Bagian



3.5.2

3.5.3

354

3.55

31

tumbuhan yang diambil berupa kulit kakao yang masih utuh dan segar

berwarna hijau, kuning kecoklatan, hingga merah.

Uji Determinasi Tanaman

Uji determinasi kulit kakao bertujuan untuk memastikan secara ilmiah
bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah benar
tumbuhan kakao. Uji determinasi dilakukan di Laboratorium Botani
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Preparasi Simplisia

Pengumpulan kulit kakao yang telah diambil lalu dipisahkan dari bagian
tumbuhan yang tidak digunakan. Bagian yang digunakan adalah kulit
kakao yang masih segar dan tidak rusak. Setelah dipisahkan kulit yang
akan digunakan dicuci terlebih dahulu sampai bersih dengan air mengalir
untuk menghilangkan kotoran, debu, serangga, dan tanah. Kulit kakao
selanjutnya dikeringkan di tempat yang kering dan teduh sesudah
dikeringkan kulit coklat dihaluskan dengan blender sampai simplisia kulit
coklat berbentuk serbuk halus.

Ekstraksi Metode Maserasi

Proses ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol 96%
dengan rasio sampel pelarut sebesar 1:10 lalu dimasukan ke dalam labu
erlenmeyer dan diaduk tiap 6 jam agar proses ekstraksi berjalan maksimal.
Proses ekstraksi ini berlangsung selama 72 jam dilakukan pergantian
pelarut tiap 24 jam sekali. Ekstrak cair yang telah didapatkan kemudian
disaring menggunakan kertas saring lalu dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan suhu 50°C dengan tekanan 175 mbar dan kecepatan 80

rpm untuk mendapatkan ekstrak kental (Aprila Fajrin et al., 2024).

Ekstraksi Metode Ultasonic-Assisted Extraction

Proses ekstraksi dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction
dilakukan dengan memasukan sebanyak 25 gram serbuk simplisia ke labu

erlenmeyer lalu dimasukan pelarut etanol 96% dengan menggunakan rasio
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sampel pelarut sebesar 1:10. Ekstraksi berlangsung selama 30 menit
dengan suhu 55°C (Md Yusof et al., 2019). Setelah ekstraksi selesai
ekstrak disaring dengan kertas saring lalu dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan suhu 50°C dengan tekanan 175 mbar dan kecepatan 80
rpm untuk mendapatkan ekstrak kental. Ekstraksi dengan metode ini
dilakukan sebanyak 3 kali (Ofiate-Gutiérrez et al., 2023).

Penapisan Fitokimia Ekstrak Etanol Kulit Kakao

Uji Alkaloid

Uji Dragendroff untuk menguji adanya senyawa alkaloid pada ekstrak
dilakukan dengan cara mencampurkan 1-2 mL reagen Dragendorf pada
beberapa mL larutan ekstrak, hasil positif apabila terdapat endapan
merah kecoklatan (Harbone JB, 1998).

Uji Fenolik

Uji untuk menetukan adanya senyawa fenolik pada ekstrak adalah
dengan cara menambahkan beberapa tetes larutan iodine pada 1 mL
larutan ekstrak, hasil positif apabila terdapat perubahan warna menjadi
merah sementara (Harbone JB, 1998).

Uji Flavonoid

Uji Shinoda dilakukan untuk menguji adanya senyawa flavonoid pada
ekstrak, uji ini dilakukan dengan cara melarutkan ekstrak kental pada 5
mL etanol lalu ditambahkan serbuk pita magnesium 200 mg dan
diberikan beberapa tetes HCI pekat. Hasil positif apabila terdapat
perubahan warna menjadi berwarna kuning, merah dan jingga. Selain itu
bisa dengan cara menambahkan beberapa tetes H,SO, pekat ke dalam 0,1
gram ekstrak kental, hasil positif apabila terdapat perubahan warna
menjadi oranye (Harbone JB, 1998).

Uji Saponin

Uji saponin dlakukan dengan cara melarutkan ekstrak dalam 2 mL etanol
lalu ditambahkan aquades secukupnya setelah itu dikocok, hasil positif

apabila terdapat buih pada bagian atas larutan (Harbone JB, 1998).
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Uji Tanin

Uji Braymer dilakukan untuk menentukan kandungan tanin pada ekstrak
uji ini dilakukan dengan cara 1 mL larutan ekstrak ditambahkan 3 mL
aquadest lalu ditambahkan 3 tetes larutan FeCl; 10%. Hasil positif
apabila terdapat perubahan warna menjadi biru kehijauan (Harbone JB,
1998).

Uji Steroid dan Terpenoid

Uji Salkowski dilakukan dengan cara melarutkan ekstrak kental dalam 5
mL aquadest lalu ditambahakan 2 mL kloroform setelah itu ditambahkan
beberapa mL H,SO, pekat, hasil positif apabila terdapat larutan berwarna
merah muda atau merah pada bagian bawah (Harbone JB, 1998).

Karakterisasi Dengan Instrumen GC-MS

Instrumen  terlebih  dahulu  dikonfigurasi  menggunakan  Gas
Chromatography—Mass Spectrometry dengan Gas Chromatography
Perkin Elmer Clarus 500 yang terhubung dengan Mass Spectrometer
Perkin Elmer Clarus SQ 8S. Analisis dilakukan menggunakan kolom
kapiler Elite-5ms (30 m x 0,25 mm I.D. x 0,25 pum) dengan gas helium
sebagai gas pembawa. Proses ionisasi dilakukan dengan metode electron
ionization pada energi 70 eV dan pemindaian massa pada rentang 40-450
Da. Injeksi sampel dilakukan sebanyak 1 pL menggunakan mode split
10:1 dengan suhu injektor 250°C dan waktu solvent delay selama 2 menit.
Kondisi oven diatur dengan suhu awal 110°C yang ditahan selama 2
menit, kemudian dinaikkan dengan laju 10°C/menit hingga mencapai
200°C, dan selanjutnya dinaikkan kembali dengan laju 5°C/menit hingga
mencapai 280°C dengan waktu tahan selama 9 menit. Ekstrak kental
kemudian diinjeksi ke dalam instrumen dan senyawa diidentifikasi
berdasarkan perbandingan spektra massa. Selanjutnya, komposisi senyawa
dibaca melalui spektra massa dan data hasil analisis ditampilkan secara
deskriptif dalam bentuk tabel (Simanjuntak et al., 2021).
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3.5.8 Total Fenolik
3.5.8.1.1 Larutan Na,COs;

Sebanyak 7,5 gram Na,COgs dilarutan dalam 80 mL aquadest
kemudian didihkan sampai serbuk Na,COj larut sempurna, setelah
serbuk larut sempurna didiamkan selama 24 jam lalu disaring dan
diencerkan dengan agquadest dalam labu ukur 100 mL dan dicukupkan
sampali tanda batas. (Pramiastuti et al., 2018).

3.5.8.1.2 Larutan Induk Asam Galat

Sebanyak 10 mg asam galat dilarutkan dengan metanol p.a.dalam labu
ukur 100 mL dicukupkan sampai tanda batas dan diaduk sampai
homogen. Lalu dibuat larutan seri konsentrasi 5, 25, 15, 20, 25 ppm
dalam labu ukur 10 mL dengan metanol p.a sampai tanda batas
(Belew et al., 2025).

3.5.8.1.3 Larutan Uji

Sebanyak 10 mg ekstrak dilarutkan dalam 100 mL metanol p.a. dalam
labu ukur 100 mL dicukupkan sampai tanda batas lalu diaduk hingga
homogen. Setelah itu dibuat larutan seri konsentrasi 20, 25, 30, 35, 40
ppm dalam labu ukur 10 mL dengan metanol p.a. sampai tanda batas
(Pramiastuti et al., 2018).

3.5.8.2 Uji Total Fenolik

3.5.8.2.1 Pembuatan Kurva Baku Asam Galat

Pertama dibuat seri konsentrasi asam galat dipipet sebanyak 0,2 mL
dimasukan ke tabung reaksi , kemudian ditambahkan reagen Folin-
Ciocalteau sebanyak 0,2 mL dan digojog lalu diinkubasi selama 5
menit. Setelah itu tiap tabung reaksi diteteskan sebanyak 1 mL
Na,CO3; 7,5% lalu tabung reaksi diinkubasi 90 menit. Selanjutnya
diukur absorbansi tiap konsentrasi menggunakan instrumen
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 760 nm dan

replikasi sebanyak 3 kali (Belew et al., 2025).
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3.5.8.2.2 Penetapan Kadar Total Fenolik

Sebanyak 0,2 mL larutan ekstrak yang telah dibuat seri konsentrasi
dipipet ke dalam tabung reaksi lalu ditambahkan reagen Folin-
Cioceltau dan digojog setelah itu diinkubasi selama 5 menit.
Selanjutnya tabung reaksi ditambahkan 1 mL Na,CO3; 7,5 % dan
diinkubasi selama 90 menit. Setelah diinkubasi diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang
760 nm dan replikasi sebanyak 3 kali (Belew et al., 2025).

3.5.9 Total Flavonoid

3591

3.5.9.2

3.5.9.3

Larutan Standar

Larutan standar dibuat dengan melarutkan kuersetin 10 mg dalam labu
ukur 10 mL dengan metanol p.a. dicukupkan sampai tanda batas. Lalu
buat seri konsentrasi kuersetin 60, 70, 80, 90, 100 ppm (Elvansi and
Rissa Laila, 2022).

Larutan Uji

Larutan uji dibuat konsentrasi 1000 ppm dengan menimbang 100 mg
ekstrak kental lalu di labu ukur 100 mL dengan metanol p.a. dan
dicukupkan sampai tanda batas. Lalu dibuat seri konsentrasi 20, 25, 30,
35, 40 ppm (Hadi and Subekti, 2023).

Uji Total Flavonoid

Dipipet 0,5 mL larutan standar kuersetin lalu diikuti 0,5 mL larutan
AICl; 10% dan 4 mL asam asetat glasial 5% dalam tabung reaksi lalu
diinkubasi selama 60 menit setelah itu diukur serapannya dan dibuat
kurva baku dengan rumus berikutLakukan perlakuan yang sama terhadap
sampel lalu dihitung total flavonoidnya dengan rumus berikut.

CxVxFp

Kadar Fl id =
adar Flavonoi I
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Dimana C adalah konsentrasi kuersetin (mg/L), V adalah volume sampel
(liter), dan M adalah berat sampel (gram). Kandungan flavonoid total
dinyatakan dengan satuan (mg QE/g) (Elvansi and Rissa Laila, 2022;
Hadi and Subekti, 2023).

3.5.10 Uji Antioksidan
3.5.10.1 Pembuatan Larutan DPPH

Serbuk DPPH sebanyak 15,77 mg dilarutkan dengan metanol dalam labu
ukur 100 mL, lalu digojog hingga homogen dan diletakan di tempat yang
terlindung dari cahaya. (Konda et al., 2020).

3.5.10.2 Preparasi Sampel

Sebanyak 0.1 g ekstrak kental diencerkan dengan 100 mL metanol pro
analisis untuk membuat larutan baku ekstrak 1000 ppm lalu dibuat
larutan seri 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm. Diambil
larutan sampel pada setiap konsentrasi sebanyak 1 mL ditambahkan
metanol pro analisis 1 mL dan larutan DPPH sebanyak 2 mL dalam
tabung reaksi sehingga larutan menjadi 4 mL yang ditutup dengan
alumunium foil. Setelah diinkubasi selama 30 menit masing-masing diuji
pada panjang gelombang 517 nm lalu direplikasi sebanyak 3x (Konda et
al., 2020).
3.5.10.3 Preparasi Pembanding

Dibuat larutan stok asam askorbat 1000 ppm dengan menimbang 100 mg
asam askorbat dilarutkan dalam 100 mL methanol p.a sambil diaduk dan
dihomogenkan dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya dibuat variasi
konsentrasi 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, dan 300 ppm.
Diambil larutan pembanding pada setiap konsentrasi sebanyak 1 mL
ditambahkan metanol p.a. sebanyak 1 mL dan larutan DPPH sebanyak 2
mL dalam tabung reaksi sehingga larutan menjadi 4 mL yang ditutup
dengan alumunium foil. Setelah diinkubasi selama 30 menit masing-
masing diuji pada panjang gelombang 517 nm lalu direplikasi sebanyak
3x (Rachmawati et al., 2023).
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3.5.10.4 Analisis Data

Hasil absorbansi dihitung dengan metode ICsy, yaitu dengan menghitung

% inhibisi menggunakan persamaan berikut ini lalu dihitung regresi

linearnya. Dimana sumbu X sebagai konsentrasi larutan sampel uji

ekstrak etanol dan sumbu Y sebagai % inhibisi (Hadi and Subekti, 2023).
A blanko — A sampel

% inhibition = A hlanko x 100%

3.5.11 Uji Antibakteri
3.5.11.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam uji antibakteri disterilisasi dalam

autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 2 atm. Alat

logam disterilkan dengan cara dipanaskan diatas bunsen menyala.

Sterilisasi alat-alat dari gelas dengan menggunakan oven dengan suhu

175°C selama 1,5 jam (Rahmawati et al., 2025; Zainab et al., 2022).
3.5.11.2 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Sebanyak 3,8 gram Mueller Hinton Agar (MHA) ditambahkan aquadest
sebanyak 100 mL dilalutkan dalam erlenmeyer dipanaskan menggunakan
hotplate dan diaduk kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu
15°C selama 15 menit. (Rahmawati et al., 2025).

3.5.11.3 Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri klebsiella penumoniae dibuat suspensi dengan menambahkan
media Nutrient Broth (NB) ke dalam tabung reaksi dan distandarisasi
dengan standar McFarland 0,5. Bakteri diambil sebanyak 1 ose dari
media Nutrient Agar yang telah diinkubasi selama 24 jam (Rahmawati et
al., 2025; Wulandari and Asih, 2017).

3.5.11.4 Pembuatan Kontrol Positif dan Negatif

Kontrol positif dibuat dari sediaan tablet ciprofloxacin 500 mg.
Ditimbang 10 tablet dan dihitung berat per tablet lalu digerus dan

ditimbang setarakan dengan 50 mg. Kemudian serbuk ciprofloxacin
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dilarutkan dengan DMSO dalam labu ukur 50 mL. Kontrol negatif
digunakan DMSO yang diencerkan dengan aquades sampai konsentrasi
10% (Nurhamidin et al., 2021; Wulandari and Asih, 2017).

3.5.11.5 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Setiap plate terdiri dari empat buah sumuran yang diisi dengan kontrol
positif (ciprofloxacin 0,2%), kontrol negatif (DMSO 10%) dan ekstrak
kulit kakao konsentrasi 10%, 20%, 30% dan 100%. Selanjutnya, cawan
petri disimpan di dalam inkubator (37°C; 24 jam). Setelah 24 jam,
dihitung diameter daya hambat menggunakan jangka sorong (Kurama et
al., 2020).

3.6  Alur Penelitian

Penelitian dilakukan berdasarkan alur yang sudah tertata seperti dibawah
ini. Adanya kerangka penelitian di bawah membantu dan mengarahkan
peneliti untuk mengerjakan penelitian, dimulai dari proses pengambilan
sampel kulit kakao hingga pengujian aktivitas antioksidan, antibakteri, dan
karakteristik senyawa dengan GC-MS, terakhir dilakukan analisis data
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3.7 Pengolahan dan Analisis Data

Penelitian ini menggunakan beberapa uji statistik untuk menganalisis
perbandingan Kkarakteristik senyawa, kadar total fenolik, kadar total
flavonoid, aktivitas antioksidan, dan aktivitas antibakteri ekstrak kulit kakao
metode maserasi dan Ultrasonic-Assisted Extraction. Prosedur analisis
dimulai dengan uji normalitas data masing-masing variabel menggunakan
uji Shapiro-Wilk. Data yang berdistribusi normal (p-value> 0,05)
menandakan data mengikuti distribusi normal sehingga uji parametrik dapat
diterapkan.

Jika data berdistribusi normal (p-value> 0,05), perbandingan dua metode
ekstraksi dilakukan dengan uji Independent t-test untuk menguji perbedaan
rata-rata masing-masing variabel. Uji ini memiliki syarat p-value< 0,05
untuk menandakan perbedaan yang signifikan secara statistik antar dua
metode ekstraksi. Sebaliknya, apabila data tidak berdistribusi normal (p-
value< 0,05), maka uji non-parametrik Mann-Whitney U dipilih sebagai
alternatif. Uji ini tidak mensyaratkan normalitas dan hasil signifikan

ditandai dengan p-value< 0,05.



5.1

BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

1

. Karakterisasi senyawa (GC—MS)

Metode Ultrasound-Assisted Extraction menghasilkan 26 senyawa,
sedangkan metode maserasi menghasilkan 58 senyawa, menunjukkan

bahwa maserasi memberikan keragaman senyawa yang lebih tinggi.

. Uji aktivitas antioksidan

Ekstrak Ultrasound-Assisted Extraction memiliki nilai ICso 665,133
pg/mL (kategori sangat lemah), sedangkan maserasi 476,681 pg/mL
(kategori sangat lemabh).

. Uji aktivitas antibakteri

Aktivitas tertinggi Ultrasound-Assisted Extraction diperoleh pada
konsentrasi 30% dengan zona hambat 1,55 + 0,15 mm (kategori lemah),
sedangkan maserasi pada konsentrasi 100% sebesar 0,75 £ 0,327 mm
(kategori lemah).

. Uji total fenolik dan total flavonoid

Metode maserasi menghasilkan total fenolik 13,20 mg GAE/g dan total
flavonoid 70,855 mg QE/g, lebih tinggi dibandingkan metode
Ultrasound-Assisted Extraction dengan total fenolik 5,60 mg GAE/g dan
total flavonoid 54,116 mg QE/g.

. Perbandingan keseluruhan metode ekstraksi

Terdapat perbedaan signifikan pada hasil karakterisasi senyawa GC-MS
serta kadar total fenolik dan total flavonoid, namun tidak terdapat
perbedaan signifikan terhadap aktivitas antioksidan dan antibakteri antara
metode maserasi dan Ultrasound-Assisted Extraction.
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52 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka penulis menyarankan:
1. Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan dan antibakteri dengan metode
yang berbeda untuk melihat pengaruh perbedaan metode uji aktivitasnya.
2.Perlu dilakukan ekstraksi bertingkat salah satunya dmenggunakan pelarut
n-heksan untuk untuk menghilangkan senyawa non polar dan metabolisme

primer seperti gula atau asam lemak agar hasil senyawa yang didapatkan
lebih selektif.

3.Perlu digunakan metode ekstraksi lain seperti sokhletasi atau Hot

Extraction untuk eksplorasi metode yang lebih cocok dengan simplisia
kulit coklat.
4.Perlu dilakukan Docking senyawa untuk menentukan aktivitas
farmakologis senyawa yang telah didapatkan dari GC-MS.
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