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ABSTRAK

Pendahuluan: Indonesia sebagai salah satu produsen utama kakao dunia menghasilkan limbah
kulit kakao sekitar +75% dari total berat buah, yang berpotensi menimbulkan permasalahan lingkungan
apabila tidak dimanfaatkan secara optimal. Limbah kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) diketahui
mengandung berbagai senyawa fitokimia yang berpotensi memiliki aktivitas antioksidan dan antibakteri.
Potensi ini menjadi penting terutama dalam pengembangan agen antibakteri alami terhadap Klebsiella
pneumoniae, yaitu bakteri Gram-negatif penghasil enzim Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)
yang diketahui memiliki tingkat resistensi tinggi terhadap berbagai antibiotik. Selain itu, metode dan
kondisi ekstraksi, termasuk perbedaan suhu dan teknik ekstraksi, dapat mempengaruhi kandungan
senyawa bioaktif yang dihasilkan serta aktivitas biologis ekstrak yang diperoleh. Metode: Kulit kakao
dari Kecamatan Adiluwih, Kabupaten Pringsewu, diekstrak dengan etanol 96% menggunakan maserasi
(rasio 1:10; 24 jam) dan Ultrasound-Assisted Extraction (UAE; rasio 1:10; 50°C). Aktivitas antioksidan
diuji metode DPPH (ICso), antibakteri difusi sumuran terhadap K. pneumoniae, dan karakterisasi senyawa
GC-MS.. Hasil: Meskipun metode Ultrasound-Assisted Extraction menghasilkan 26 senyawa dengan
nilai ICso sebesar 665,133 pg/mL dan zona hambat sebesar 1,55 + 0,15 mm, sedangkan metode maserasi
menghasilkan 58 senyawa dengan nilai ICso sebesar 476,681 pg/mL dan zona hambat sebesar 0,75 +
0,327 mm, hasil analisis statistik menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan pada aktivitas
antioksidan maupun aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae. Kesimpulan: Kedua metode
ekstraksi menunjukkan potensi aktivitas antioksidan dan antibakteri, maserasi lebih efektif dalam
menghasilkan senyawa bioaktif yang lebih banyak. Pemilihan metode ekstraksi yang tepat dapat
bergantung pada kebutuhan aplikasi praktis, seperti pengolahan limbah kakao atau pengembangan produk
kesehatan.
Kata Kunci: Kulit kakao, antioksidan, antibakteri, Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT
Introduction: Indonesia, one of the world's major cocoa producers, generates cocoa pod husk
waste of approximately £75% of the total fruit weight, which may cause environmental problems if not
properly utilized. Cocoa husk (Theobroma cacao L.) contains phytochemical compounds with potential
antioxidant and antibacterial activities. This potential is important for developing natural antibacterial
agents against Klebsiella pneumoniae, a Gram-negative bacterium producing Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL) enzymes and showing high antibiotic resistance. Extraction methods and conditions
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may influence the bioactive compounds and biological activities obtained. Methods: Cocoa husks from
Adiluwih District, Pringsewu Regency, were extracted with 96% ethanol using maceration (1:10; 24 h)
and Ultrasound-Assisted Extraction (UAE; 1:10; 50 °C). Antioxidant activity was determined using the
DPPH method (ICso), antibacterial activity by well diffusion against Klebsiella pneumoniae, and
compound characterization using GC-MS. Results: UAE produced 26 compounds with an ICso of
665.133 ug/mL and an inhibition zone of 1.55 + 0.15 mm, while maceration produced 58 compounds with
an ICso of 476.681 ug/mL and an inhibition zone of 0.75 + 0.327 mm. Statistical analysis showed no
significant differences in antioxidant or antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae.
Conclusion: Both extraction methods showed antioxidant and antibacterial potential, although
maceration produced a greater number of bioactive compounds. The choice of extraction method may
depend on practical applications such as cocoa waste utilization or health-related product development.
Keywords: Cocoa pod husk, antioxidant, antibacterial, Klebsiella pneumoniae
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PENDAHULUAN lingkungan. Namun demikian, kulit

Indonesia merupakan salah satu
produsen kakao terbesar di dunia.
Berdasarkan  laporan  International
Cocoa Organization pada tahun 2023,
Indonesia menempati urutan keempat
sebagai produsen biji kakao terbesar di
dunia dan merupakan produsen kakao
terbesar di kawasan Asia dengan total
produksi mencapai 632,12 ribu ton.
Produksi kakao di Indonesia tersebar di
berbagai  wilayah, salah satunya
Provinsi Lampung yang menyumbang
sekitar 7,22% dari total produksi kakao
nasional (1).

Tingginya produksi kakao tersebut
menghasilkan limbah biomassa dalam
jumlah besar, terutama kulit kakao yang
mencapai sekitar 75% dari total berat
buah. Limbah kulit kakao yang tidak
dimanfaatkan secara optimal dapat

menumpuk dan berpotensi mencemari

kakao diketahui mengandung berbagai
senyawa metabolit sekunder yang
berpotensi dimanfaatkan dalam bidang
kesehatan, seperti senyawa fenolik,
flavonoid, alkaloid, saponin, terpenoid,
dan steroid yang memiliki aktivitas
biologis sebagai antioksidan dan
antibakteri (2-5).

Aktivitas antioksidan dari senyawa
metabolit sekunder berperan dalam
menangkal radikal bebas yang dapat
memicu terjadinya stres oksidatif.
Kondisi stres oksidatif yang
berlangsung secara terus-menerus dapat
menurunkan sistem imun tubuh dan
meningkatkan  kerentanan  terhadap
berbagai penyakit, termasuk infeksi
bakteri pada saluran pernapasan. Salah
satu bakteri penyebab infeksi saluran
adalah Klebsiella

pernapasan

pneumoniae, yaitu bakteri Gram-negatif
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yang diketahui mampu menghasilkan
enzim  Extended  Spectrum  Beta-
Lactamases  (ESBL) yang  dapat
menghidrolisis  antibiotik  golongan
beta-laktam sehingga menyebabkan
resistensi antibiotik (6,7), meningkatnya
kasus resistensi antibiotik mendorong
perlunya pengembangan agen
antibakteri alternatif yang berasal dari
bahan alam dengan efek samping yang
relatif lebih rendah (8).

Beberapa penelitian sebelumnya
telah melaporkan bahwa ekstrak kulit
kakao memiliki aktivitas antibakteri
terhadap beberapa bakteri patogen.
Ekstrak kulit kakao dilaporkan mampu
menghambat pertumbuhan Staphylococcus
epidermidis dengan diameter zona hambat
sebesar 3,13 + 043 mm serta
Propionibacterium acnes sebesar 3,25 +
0,33 cm pada konsentrasi 100%. Selain itu,
ekstraksi

Ultrasound-Assisted ~ Extraction — pada

menggunakan metode

konsentrasi 60% juga dilaporkan mampu
menghambat pertumbuhan Streptococcus
mutans dengan diameter zona hambat
sebesar 8,44 £ 1,53 mm (9-11).

Di sisi lain, metode ekstraksi
diketahui dapat mempengaruhi jenis
dan jumlah senyawa bioaktif yang
dihasilkan. Perbedaan teknik dan

kondisi ekstraksi, termasuk suhu, dapat

mempengaruhi kandungan total fenolik
dan flavonoid dalam ekstrak. Penelitian
sebelumnya  menunjukkan  bahwa
metode ekstraksi dengan penerapan
suhu mampu menghasilkan kandungan
total fenolik sebesar 82,44 + 2,67 mg
GAE/g dan total flavonoid sebesar
206,3 + 4,65 mg QE/g, serta aktivitas
antioksidan metode DPPH dengan nilai
ICso sebesar 0,73 + 0,014 mg/mL (12).
Meskipun beberapa penelitian telah
melaporkan aktivitas antibakteri ekstrak
kulit kakao terhadap beberapa bakteri
patogen, kajian mengenai potensi
antibakterinya  terhadap  Klebsiella
pneumoniae masih sangat terbatas.
Selain itu, sebagian besar penelitian
hanya menggunakan satu metode
ekstraksi tanpa melakukan
perbandingan terhadap metode lain
yang berpotensi menghasilkan
karakteristik senyawa bioaktif yang
berbeda. Oleh karena itu, penelitian
yang membandingkan metode maserasi
dan Ultrasound-Assisted Extraction
terhadap karakteristik senyawa serta
aktivitas antibakteri ekstrak kulit kakao
terhadap Klebsiella pneumoniae masih
diperlukan.
METODE

Tempat dan Waktu Penelitian

Publish By; Jurnal Dunia Farmasi m



Volume 10, No.2, April 2026: 114-131

Penelitian ini dilaksanakan di

Laboratorium Analisis Farmasi,

Fakultas  Kedokteran, = Universitas
Lampung untuk proses ekstraksi sampel
hingga pengujian aktivitas antioksidan;
di Laboratorium Kesehatan Daerah
Provinsi Lampung untuk pengujian
aktivitas antibakteri; serta di Invilab
Biosains Indonesia, Bogor untuk
karakterisasi senyawa. Penelitian ini
dilaksanakan selama 4 (empat) bulan,
yaitu pada periode September 2025
hingga Desember 2025.
Alat
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.), sebuk DPPH
(sigma) asam askorbat pa (Merck),
dimetil  sulfoksida/DMSO  (Merck),
media Mueller Hinton Agar/MHA,
Nutrient Broth/NB. bakteri Klebsiella
pneumoniae, serta tablet ciprofloxacin
500 mg (generik farmasi).
Sampel

Sampel yang digunakan dalam

penelitian ini adalah kulit kakao

(Theobroma cacao L.) yang diperoleh
dari tanaman kakao yang tumbuh di
Kecamatan  Adiluwih,  Kabupaten
Pringsewu. Kulit kakao yang digunakan
dipilih dari buah kakao yang masih utuh
dan segar sebagai upaya untuk
memastikan kualitas bahan penelitian.
Buah kakao yang dipilih memiliki
variasi warna kulit mulai dari hijau,
kuning kecoklatan, hingga merah.

Determinasi Sampel dan Persiapan

Sampel

Determinasi tanaman dilakukan di
Laboratorium Botani FMIPA
Universitas Lampung untuk
memastikan keaslian spesies.

Selanjutnya, kulit kakao dipisahkan dari
bagian yang tidak digunakan, dicuci
dengan air mengalir, dikeringkan di
tempat teduh, kemudian dihaluskan
menggunakan blender hingga diperoleh
serbuk simplisia.
Ekstraksi

Serbuk simplisia kulit kakao
(Theobroma cacao L.) diekstraksi
menggunakan dua metode, yaitu metode
maserasi  dan  Ultrasound-Assisted
Extraction (UAE). Pada metode
maserasi, serbuk simplisia diekstraksi
menggunakan etanol 96% dengan rasio
bahan terhadap pelarut 1:10 selama 72

jam untuk memaksimalkan senyawa
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yang terekstrak (13). Selama proses
maserasi, campuran diaduk setiap 6 jam
dan pelarut diganti setiap 24 jam untuk
mengoptimalkan ~ proses  ekstraksi
senyawa  bioaktif. Setelah proses
maserasi  selesai, filtrat  disaring

kemudian  diuapkan = menggunakan
rotary evaporator pada suhu 50 °C,
tekanan 175 mbar, dan kecepatan 80
rpm hingga diperoleh ekstrak kental
(13).

Pada metode UAE, sebanyak 25 g
serbuk simplisia diekstraksi menggunakan
etanol  96%  dengan rasio 1:10
menggunakan ~ bantuan  gelombang
ultrasonik 40 kHz dengan daya 100 watt
selama 30 menit pada suhu 55°C,
kemudian filtrat disaring dan divapkan
menggunakan rotary evaporator dengan
kondisi yang sama, dan proses ekstraksi
dilakukan sebanyak tiga kali untuk
memaksimalkan

(14,15).

perolehan  senyawa
Skrining Fitokimia

Ekstrak kental diuji secara kualitatif
untuk mendeteksi alkaloid (Dragendorff),
fenolik (iodine), flavonoid (Shinoda dan
H>SO4), saponin (uji  buih), tanin
(Braymer), serta steroid dan terpenoid
(Salkowski) (16).
Karakterisasi Senyawa Menggunakan

Instrumen GC-MS

Analisis dilakukan menggunakan
PerkinElmer Clarus 500-SQ 8S GC-MS
dengan kolom Elite-5ms dan gas helium
sebagai gas pembawa. Senyawa yang
terdeteksi  diidentifikasi  berdasarkan
spektra massa, yaitu dengan
membandingkan pola fragmentasi ion
yang dihasilkan dengan membandingkan
pola fragmentasi ion terhadap spektrum
referensi dalam basis data GC-MS Hasil
identifikasi senyawa kemudian disajikan
secara deskriptif dalam bentuk tabel (17).
Uji Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan
dilakukan menggunakan metode DPPH.
Larutan DPPH disiapkan dengan
melarutkan 15,77 mg serbuk DPPH
dalam methanol p.a, hingga volume 100
mL dan disimpan dalam kondisi
terlindung dari cahaya. Larutan ekstrak
kulit kakao dibuat dalam larutan stok
1000  ppm, kemudian diencerkan
menjadi konsentrasi 100, 150, 200, 250,
dan 300 ppm. Sebanyak 1 mL larutan
sampel dicampurkan dengan 1 mL
methanol p.a. dan 2 mL larutan DPPH,
kemudian diinkubasi selama 30 menit
pada kondisi gelap. Absorbansi diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 517 nm
dengan tiga kali replikasi. Asam

askorbat digunakan sebagai kontrol
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positif dengan konsentrasi yang sama
dan diperlakukan dengan prosedur yang
serupa (18,19).
Tahapan/Jalannya Penelitian

Uji aktivitas antibakteri diawali
dengan  sterilisasi  seluruh  alat
menggunakan autoklaf, oven, dan
pemanasan bunsen sesuai prosedur
standar (20). Media Mueller Hinton
Agar  kemudian  disiapkan  dan
disterilkan, sementara suspensi bakteri
Klebsiella pneumoniae distandarisasi
hingga setara dengan McFarland 0,5
(21). Pengujian antibakteri dilakukan
menggunakan metode sumuran
menggunakan lubang sumuran sebesar
6 mm dan volume sebanyak 100
mikroliter pada setiap lubang sumuran,
dengan setiap cawan diisi kontrol positif
berupa ciprofloxacin 0,2%, kontrol
negatif DMSO 10%, serta ekstrak pada
konsentrasi 10%, 20%, 30%, dan 100%.
Seluruh cawan diinkubasi pada suhu
37°C  selama 24 jam, kemudian
diameter zona hambat yang terbentuk
diukur sebagai indikator aktivitas
antibakteri (22).
Analisa Data

Analisis data dilakukan untuk
membandingkan karakteristik senyawa,

aktivitas antioksidan, dan aktivitas

antibakteri ekstrak kulit kakao hasil

metode maserasi dan  Ultrasound-
Assisted Extraction. Uji normalitas data
dilakukan menggunakan uji Shapiro—
Wilk test. Data yang berdistribusi
normal (p > 0,05) dianalisis
menggunakan  Independent  t-test,
sedangkan data yang tidak berdistribusi
normal dianalisis menggunakan Mann—
Whitney U test karena tidak memenuhi
asumsi distribusi normal. Seluruh
analisis dilakukan dengan tingkat
signifikansi p < 0,05.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi kulit kakao (Theobroma
cacao L.) dilakukan dengan metode
maserasi  dan  Ultrasound-Assisted
Extraction (UAE) menggunakan rasio
simplisia: pelarut 1:10 dengan etanol
96% dan menghasilkan ekstrak kental
berwarna coklat. Maserasi dilakukan
selama 24 jam tanpa pemanasan,
sehingga ~ mampu meminimalkan
degradasi senyawa yang tidak tahan
panas dan memungkinkan kontak
pelarut yang lama untuk mengekstraksi
beragam metabolit sekunder (23).
Sementara itu, metode
Ultrasound-Assisted Extraction (UAE)
dilakukan pada suhu 50 °C selama 30
menit untuk meningkatkan efisiensi

ekstraksi senyawa bioaktif seperti

alkaloid, fenolik, flavonoid, tanin,
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steroid, dan terpenoid. Gelombang
ultrasonik menghasilkan efek kavitasi
yang membantu merusak dinding sel
tanaman sehingga mempercepat
pelepasan senyawa ke dalam pelarut.
Suhu 50 °C dipilih sebagai kondisi yang

dapat meningkatkan kelarutan dan

difusi senyawa, namun tetap

meminimalkan  degradasi  senyawa
sensitif panas seperti fenolik dan
flavonoid yang dapat terurai pada suhu
lebih tinggi atau waktu ekstraksi yang

terlalu lama (14,24,25).

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Kulit Kakao (Theobroma cacao L.)

. Hasil
No. | Golongan Senyawa Pereaksi Maserasi UAE
1. Alkaloida Dragendorf + +
2. Flavonoida Mg(s) + HCI (p) + +
3. Saponin S + Aquadest + +
4. Tanin FeCl3 5% - -
5. | Steroid dan Terpenoid S+}i Iggf " + +

Keterangan :
(+): terdeteksi adanya golongan senyawa.

(—): tidak terdeteksi adanya golongan senyawa

Skrining  fitokimia  dilakukan

untuk  mengidentifikasi ~ golongan
metabolit sekunder pada ekstrak kulit
kakao hasil maserasi dan Ultrasound-
Assisted Extraction. Hasil pengujian
pada Tabel 1 menunjukkan bahwa
kedua ekstrak memiliki profil senyawa

fitokimia yang relatif sama, yaitu

negatif terhadap tanin, namun positif

mengandung alkaloid, fenolik,
flavonoid, saponin, steroid, dan
terpenoid. Keberadaan alkaloid

dibuktikan melalui uji Dragendorff
yang menghasilkan endapan coklat dan

perubahan  warna  oranye  akibat

pembentukan kompleks antara atom
nitrogen alkaloid dengan ion logam
(26). Terdeteksinya saponin pada kedua
metode ekstraksi diduga karena sifat
saponin yang Dbersifat polar dan

memiliki  gugus  glikosida  yang
meningkatkan kelarutannya sehingga
mudah larut dalam pelarut polar seperti
etanol (27). Sebaliknya, tanin tidak
terdeteksi pada kedua ekstrak, yang
kemungkinan disebabkan oleh kadar
tanin yang relatif rendah dalam sampel
atau  kurang optimalnya kondisi
ekstraksi. Jenis pelarut diketahui sangat
ekstraksi

memengaruhi  kemampuan

tanin, dimana senyawa ini umumnya
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lebih mudah terekstraksi menggunakan
pelarut yang sangat polar seperti air
dibandingkan pelarut alkohol seperti
etanol (28).

Senyawa flavonoid teridentifikasi
melalui  uji  magnesium—HCI yang
menghasilkan perubahan warna kuning
sebagai indikasi terbentuknya senyawa
tereduksi flavilium (29). Kandungan
saponin ditunjukkan oleh terbentuknya
busa stabil setelah pengocokan akibat
sifat surfaktan senyawa saponin (30).
Sementara itu, keberadaan steroid dan
terpenoid dikonfirmasi melalui  uji
Salkowski, di mana penambahan H2SO4
pekat memicu pembentukan sistem
karbokation terkonjugasi pada struktur
steroid  dan

terpenoid  sehingga

menghasilkan ~ kompleks  berwarna
merah pada lapisan bawah larutan
sebagai indikator positif (31,32).
Karakterisasi senyawa menggunakan
GC-MS pada Tabel 2 menghasilkan
senyawa yang lebih beragam dibandingkan
metode  Ultrasound-Assisted — Extraction,
dengan total 58 senyawa terdeteksi. Tiga
senyawa dominan dalam ekstrak maserasi
adalah y-sitosterol (13,82%), y-sitostenone
(12,72%), dan hexadecanoic acid methyl
ester (9,82%). y-Sitostenone merupakan
fitosterol yang dilaporkan memiliki

aktivitas larvisidal signifikan terhadap

larva Culex quinquefasciatus, dengan
mekanisme yang diduga melibatkan
efek sinergis dengan komponen lain
dalam ekstrak sehingga meningkatkan
toksisitas terhadap larva dan berpotensi
menekan risiko resistensi insektisida
kimia. Mekanisme kerjanya dalam
antibakteri diduga berkaitan dengan
kemampuannya berinteraksi dengan
komponen lipid membran sel mikroba
sehingga dapat mengganggu integritas
membran dan meningkatkan permeabilitas
sel bakteri (33). Sementara itu,
hexadecanoic acid methyl ester, yang
merupakan turunan metil ester dari asam
palmitat, termasuk golongan asam lemak
yang berperan dalam stabilitas membran
dan penyimpanan energi, serta dilaporkan
memiliki aktivitas antioksidan melalui
mekanisme  donasi  hidrogen  dan
perlindungan lapisan lipid terhadap
serangan radikal bebas serta melindungi
lapisan lipid membran dari proses
peroksidasi (34). Keberadaan senyawa-
senyawa tersebut menunjukkan bahwa
metode maserasi mampu mengekstraksi
komponen lipofilik dan semi-polar yang
berpotensi berkontribusi terhadap aktivitas
antioksidan melalui penangkapan radikal
bebas serta aktivitas antibakteri melalui
gangguan terhadap struktur membran sel
bakteri.
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Tabel 2. Karakterisasi Senyawa Ekstrak Metode Maserasi dengan GC-MS

No. Nama Senyawa Rumus Molekul RT (Tlietentton Area (%)
ime)
1. | .y.-Sitosterol C20Hs500 21.342 13,82
2. | .y.-Sitostenone C20Has0 22.276 12,72
3 Hexadecanoic  acid, C17H3402 13.566 9,82
| methyl ester
Ekstrak  metode  Ultrasound- mekanisme gangguan pada struktur

Assisted Extraction pada Tabel 3
menghasilkan jumlah senyawa
terdeteksi yang lebih sedikit, yaitu 26
senyawa, dengan komponen utama D-
fructose, 3-O-methyl- (82,97%), -
sitosterol (4,62%), dan propanoic acid,
2-[(trimethylsilyl)oxy]-,  ethyl  ester
(1,38%). Dominasi D-fructose, 3-O-
methyl- mengindikasikan bahwa UAE
cenderung mengekstraksi senyawa polar
dan metabolit primer, yang dipengaruhi
oleh efek kavitasi ultrasonik yang
menyebabkan kerusakan dinding sel
sehingga  memfasilitasi  pelepasan
senyawa berukuran besar maupun kecil
(35,36). y-Sitosterol, sebagai senyawa
dominan kedua, merupakan sterol
lipofilik dengan aktivitas farmakologis,
fitosterol lipofilik yang dilaporkan

memiliki aktivitas antibakteri melalui

lipid membran sel mikroba sehingga
meningkatkan permeabilitas membran
dan menghambat pertumbuhan bakteri,
juga memiliki potensi sitotoksik
terhadap sel kanker kolon dan hati
melalui induksi apoptosis dan modulasi
ekspresi gen c-myc, sehingga berpotensi
dikembangkan sebagai kandidat agen
antikanker (37). Sementara itu, turunan
propanoic acid yang terdeteksi sebagai
hasil derivatisasi GC-MS dilaporkan
berpotensi berinteraksi dengan protein

yang terlibat dalam regulasi

angiogenesis, senyawa ini  juga
berkontribusi terhadap aktivitas
antibakteri melalui mekanisme

penurunan pH mikro lingkungan serta

gangguan  terhadap  keseimbangan

metabolisme sel bakteri (38).

Tabel 3. Karakterisasi Senyawa Ektsrak Metode Ultrasound-Assisted Extraction
dengan GC-MS

No. Nama Senyawa Pereaksi RT Area (%)

D-Fructose, 3-O-
methyl-

1 C7H1406 12,347 82,97

Publish By; Jurnal Dunia Farmasi m



Volume 10, No.2, April 2026: 114-131

2. y-Sitosterol C2sHsoO 21,331 4,62
Propanoic acid, 2- ]
3. | [(trimethylsilyl)oxy]-, CsHis0s8Si 10,057 138
ethyl ester

Uji aktivitas antioksidan pada Tabel
4 menunjukkan bahwa ekstrak kulit kakao
hasil maserasi memiliki nilai ICso sebesar
476,681 ug/mL, lebih rendah
dibandingkan ekstrak Ultrasound-Assisted
Extraction (UAE) yaitu 665,133 pg/mL.
Hasil ini menunjukkan bahwa metode
maserasi memiliki aktivitas antioksidan
yang relatif lebih baik. Perbedaan ini
diduga Dberkaitan dengan kandungan
senyawa fenolik dan flavonoid yang lebih
tinggi pada ekstrak maserasi, yang berperan
sebagai  donor  hidrogen  dalam
menetralisir radikal bebas DPPH. Selain
itu, proses maserasi dilakukan tanpa
pemanasan sehingga stabilitas  gugus
hidroksil pada senyawa fenolik lebih
terjaga  dan kemampuan menangkap
radikal bebas tetap optimal (39-41).
Analisis GC-MS juga menunjukkan
adanya senyawa fenolik seperti 2-
methoxy-4-vinylphenol dan isoelemicin
yang  diketahui memiliki aktivitas
antioksidan melalui mekanisme
penangkapan  radikal  bebas  dan
penghambatan reaksi oksidasi berantai
(42,43).

Sebaliknya, aktivitas antioksidan
ekstrak UAE cenderung lebih rendah.

Meskipun metode ini meningkatkan
efisiensi ekstraksi melalui efek kavitasi
ultrasonik yang merusak dinding sel dan
mempercepat difusi pelarut, penggunaan
suhu selama proses ekstraksi berpotensi
menyebabkan degradasi sebagian senyawa
fenolik dan flavonoid yang bersifat sensitif
terhadap panas. Degradasi ini dapat
menurunkan kemampuan senyawa dalam
mendonorkan atom  hidrogen untuk
menetralkan  radikal bebas  (35,36).
Meskipun demikian, analisis GC-MS
masih menunjukkan keberadaan beberapa
senyawa antioksidan seperti L-ascorbic
acid dihexadecanoate dan a-tocopheryl
acetate, namun kandungannya relatif kecil
sehingga kontribusinya terhadap
aktivitas antioksidan total menjadi
terbatas (44,45).

Hasil uji normalitas Shapiro—Wilk
menunjukkan bahwa data maserasi
memiliki p-value 0,034, sehingga tidak
berdistribusi normal, sedangkan data
UAE memiliki p-value 0,276. Oleh
analisis

karena itu, dilanjutkan

menggunakan  uji  non-parametrik
Mann—Whitney U. Hasil uji
menunjukkan nilai p-value sebesar 0,05

yang menandakan tidak terdapat
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perbedaan signifikan aktivitas ekstraksi.

antioksidan antara kedua metode

Tabel 4. Hasil Uji Antioksidan

Sampel ICso (ug/ml) Keterangan
Maserasi 476,681 Sangat lemah
Ultrasound-Assisted 665,133 Sangat lemah
Extraction
Asam Askorbat 2,786 Sangat kuat

Hasil uji antibakteri pada Tabel 5
menunjukkan bahwa ekstrak kulit kakao
metode maserasi menghasilkan zona
hambat maksimum sebesar 0,75 + 0,327
mm pada konsentrasi 100%, yang
tergolong sangat lemah. Diameter
hambat diukur menggunakan jangka
sorong digital secara horizontal dan
vertikal sebagai zona bening di sekitar
sumuran  setelah  inkubasi, yang
menunjukkan ~ kemampuan  ekstrak
dalam  menghambat

bakteri. Berdasarkan analisis GC-MS,

pertumbuhan

ekstrak maserasi mengandung senyawa
yang cukup  beragam, namun
didominasi  oleh  y-sitosterol,  y-
sitostenone, dan turunan asam lemak
seperti hexadecanoic acid methyl ester.
Senyawa-senyawa tersebut diketahui
memiliki aktivitas biologis, namun
bukan sebagai antibakteri utama dan
lebih banyak dilaporkan berperan dalam
aktivitas sitotoksik atau larvisidal.

Meskipun golongan steroid, terpenoid,

dan asam lemak dapat mengganggu
integritas membran sel mikroba,
kandungan senyawa aktif yang relatif
rendah serta kompleksitas dinding sel
Klebsiella pneumoniae sebagai bakteri
Gram-negatif menyebabkan
kemampuan hambat ekstrak menjadi
terbatas (33,37).

Ekstrak hasil Ultrasound-Assisted
Extraction menunjukkan zona hambat
maksimum 1,55 + 0,15 mm, yang juga
termasuk kategori sangat lemah. Profil
senyawa hasil GC-MS didominasi oleh
D-fructose, 3-O-methyl-, yaitu senyawa
gula polar yang tidak memiliki aktivitas
antibakteri dan mudah larut dalam
pelarut polar. Dominasi senyawa gula
ini dapat menjelaskan rendahnya
aktivitas antibakteri ekstrak, karena
senyawa tersebut tidak berperan sebagai
inhibitor pertumbuhan bakteri. Selain
itu, struktur dinding sel Klebsiella
pneumoniae yang tersusun dari lapisan

lipopolisakarida dan kapsul polisakarida
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diketahui dapat menghambat penetrasi
senyawa antibakteri dari luar sel,
sehingga ekstrak dengan kandungan
senyawa  aktif rendah cenderung
menunjukkan aktivitas hambat yang
minimal. (35,46-48).

Sebagai pembanding, ciprofloxacin
sebagai kontrol positif menunjukkan
aktivitas antibakteri yang jauh lebih kuat.
Antibiotik golongan fluoroquinolone ini
bekerja dengan menghambat enzim DNA
gyrase dan topoisomerase IV, sehingga
mengganggu  proses  replikasi  dan

transkripsi DNA bakteri yang pada

akhirnya menyebabkan kematian sel.
(49,50).

Analisis statistik diawali dengan
uji normalitas  Shapiro—Wilk, yang
menunjukkan salah satu kelompok data
memiliki p-value < 0,05, sehingga data
tidak berdistribusi normal. Oleh karena
itu, analisis dilanjutkan menggunakan
uji non-parametrik Mann—Whitney U,
yang menunjukkan tidak terdapat
perbedaan signifikan aktivitas

antibakteri antara metode maserasi dan

Ultrasound-Assisted Extraction.

Tabel S. Hasil Uji Antibakteri

Perlakuan Hasil (milimeter/mm) Klasifikasi Zona Hambat
X £SD
Kontrol negatif 0+0 Tidak Ada
(DMSO 10%)
Kontrol positif 45,25+4,903 Sangat Kuat
(Cirpofloxacin)
Maserasi 10% 0+0 Tidak Ada
Maserasi 20% 0,117+0,115 lemah
Maserasi 30% 0,20+0,173 Lemah
Maserasi 100% 0,75+0,327 Lemah
Ultrasound- 0,167+0,288 Lemah
Assisted
Extraction 10%
Ultrasound- 0,35+0,304 Lemah
Assisted
Extraction 20%
Ultrasound- 1,55+ 0,15 Lemah
Assisted
Extraction 30%
Ultrasound- 0,567+ 0,202 Lemah
Assisted
Extraction 100%
KESIMPULAN
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Ekstraksi kulit kakao (Theobroma
cacao L.) menggunakan metode maserasi
dan  Ultrasound-Assisted  Extraction
menghasilkan  profil senyawa yang
berbeda berdasarkan analisis GC-MS.
Maserasi menghasilkan jumlah senyawa
lebih banyak (58 senyawa) dibandingkan
UAE (26 senyawa), menunjukkan bahwa
metode ekstraksi memengaruhi jenis dan
jumlah  senyawa yang terekstraksi.
Meskipun demikian, kedua ekstrak
menunjukkan aktivitas antioksidan dan
antibakteri yang relatif lemah serta tidak
berbeda signifikan secara statistik. Hal
ini diduga disebabkan oleh rendahnya
konsentrasi senyawa bioaktif yang
berperan sebagai antioksidan dan
antibakteri, serta keterbatasan penetrasi
senyawa terhadap bakteri Gram-negatif
seperti  Klebsiella pneumoniae. ecara
umum, metode maserasi cenderung
lebih efektif dalam mengekstraksi
senyawa berpotensi bioaktif. Pemilihan
metode ekstraksi yang tepat dapat
disesuaikan dengan kebutuhan aplikasi
praktis, seperti pemanfaatan limbah
kakao atau pengembangan produk
kesehatan berbasis bahan alam.

Keterbatasan  penelitian  ini
antara lain tidak dilakukannya proses
fraksinasi untuk memisahkan senyawa

bioaktif utama serta belum adanya

optimasi parameter ekstraksi seperti
waktu, suhu, dan rasio pelarut terhadap
bahan.

Oleh karena itu, penelitian
selanjutnya disarankan untuk
melakukan optimasi kondisi ekstraksi,
penggunaan pelarut dengan variasi
tingkat kepolaran, serta fraksinasi
ekstrak untuk memperoleh senyawa
yang lebih spesifik dan berpotensi
meningkatkan  aktivitas  antioksidan
maupun antibakteri.
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