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ABSTRAK 

 

Putri, Ni Putu Dinda Prasasty * , Setyaningrum, Lindawati **, Fauziah, Dina 

Trianggaluh ***.2023. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kulit Buah Kakao 

(Theobroma cacao L.) Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus. Skripsi. 

Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi. 

 

Latar Belakang : Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) yang dapat 

dimanfaatkan salah satunya adalah kulit buahnya. Kulit buah kakao mengandung 

metabolit sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti 

Staphylococcus aureus, Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas 

antibakteri ekstrak etanol 96% kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) terhadap 

Staphylococcus aureus.  

 

Metode : Kulit buah kakao diekstraksi dengan metode Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) dan Soxhletasi menggunakan pelarut etanol 96%. Ekstrak yang 

dihasilkan kemudian diskrining fitokimia dan selanjutnya diuji aktivitas 

antibakterinya terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan metode difusi 

sumuran.  

 

Hasil Penelitian : Ekstrak kulit buah kakao mengandung senyawa kimia berupa 

alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan polifenol. Hasil uji daya hambat pada 

bakteri Staphylococcus aureus menggunakan metode Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) dan Soxhletasi dengan konsentrasi 64%, memiliki nilai rata-rata 

zona hambat sebesar yaitu 11,30 mm untuk metode pada metode UAE dan 13,41 

mm pada metode soxhletasi.  

 

Kesimpulan : Uji daya hambat ekstrak kulit buah kakao lebih besar terdapat pada 

ekstraksi yang dilakukan dengan menggunakan metode soxhletasi terhadap 

bakteri Staphylococus aureus. 

 

Kata Kunci : Kulit buah kakao, antibakteri, Staphylococcus aureus,  
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ABSTRACT 

 

Putri, Ni Putu Dinda Prasasty * , Setyaningrum, Lindawati *, Fauziah, Dina 

Trianggaluh **.2023. Antibacterial Activity Test of Cocoa Fruit Bark Extract 

(Theobroma cacao L.) Against Staphylococcus aureus Bacteria. Thesis. 

University of Pharmacy Undergraduate Study Program, dr. Soebandi. 

 

Background: One of the cocoa plants (Theobroma cacao L.) that can be utilized 

is a peel of the fruit. Cocoa pod shell contains secondary metabolites that can 

inhibit the growth of pathogenic bacteria like a Staphylococcus aureus. The 

purpose of this study for determine the antibacterial activity of 96% ethanol 

extract of the cocoa pod shell (Theobroma cacao L.) against Staphylococcus 

aureus. 

 

Methods : Skin of the cocoa pod was extract used Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE) and Soxhletation methods using 96% ethanol. The resulting extract then 

will screened for phytochemicals and then tasted for thats antibacterial activity 

against Staphylococcus aureus bacteria using the well-diffusion method. 

 

Results : Cocoa pod extract contains chemical compounds in the form like a 

alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and polyphenols. The results of the 

inhibition test on Staphylococcus aureus bacteria using the Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) and Soxhletation methods with a concentration of 64%, had an 

average inhibition zone value of 11.30 mm for the UAE method and 13.41 mm for 

the soxhletation method. 

 

Conclusion: The inhibition test of cocoa pod extract was greater in the extraction 

performed using the soxhletation method against Staphylococus aureus bacteria. 

 

Keywords: Cocoa pod skin, antibacterial, Staphylococcus aureus 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

    Indonesia merupakan Negara tropika, terletak pada 60 04’ 30’’ lintang utara 

(LU) dengan 110 00’ 36’’ lintang selatan (LS) dan antara 940 58’ 21’’ dengan 

1410 01’ 10’’ bujur timur (BJ). Secara Geografis, Letak Indonesia sendiri yaitu  di 

antara benua Asia dengan benua Australia dan antara lautan Pasifik dengan lautan 

Indonesia (Wirjohamidjojo et al., 2015). Karena posisi geografi tersebutlah 

menjadikan Indonesia sebagai salah  satu  negara  kepulauan  di  dunia  yang  

memiliki  keanekaragaman  flora  dan  fauna  yang tinggi (Retnowati et al., 2019).  

Salah satu flora atau tumbuhan yang memiliki banyak keunggulan di 

Indonesia, baik dari bidang teknologi pangan atau sebagai obat tradisional adalah 

tanaman kakao atau (Theobroma cacao L.). Di Indonesia sendiri tanaman kakao 

(Theobroma cacao L.) merupakan salah satu tanaman yang cukup banyak di 

kembangan. Luas perkebunan kakao di Indonesia mencapai 959.000 hektar, 

Indonesia memproduksi 70.919 ton kakao pada tahun 2010 dan terus meningkat 

pada 15 tahun terakhir. Namun jika proporsi limbah mencapai 75 % dari produksi, 

maka kulit buah kakao mencapai 53.190 ton per tahun (Kamelia et al., 2017). 

Kabupaten Jember menjadi salah satu potensi perkebunan kakao yang 

berkembang, dengan luas perkebunan mencapai 4.641 hektar. Perkebunan kakao 

dalam setiap hektarnya dikekola oleh PTPN XII yakni mencapai 3,27 ton 

sedangkan yang dikelola oleh PDP dan swasta masing-masing yakni mencapai 

4,93 ton dan 7,67 ton pertahunnya (Moelyaningrum, 2015). 
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Dari tingginya produksi kakao di kabupaten Jember maka akan semakin 

meningkat jumlah limbah kakao yang dihasilkan. Pada saat panen umumnya 

petani akan memanen biji kakao untuk kemudian diolah menjadi coklat. Dari hasil 

panen tersebut akan menghasilkan limbah kulit kakao yang cukup banyak, yakni 

mencapai 75% dari seluruh berat buah dan hanya 25% saja yang akan dioleh 

menjadi coklat (Moelyaningrum, 2014). Apabila limbah tersebut tidak dapat 

dikelola dengan baik maka akan berdampak terhadap pencemaran lingkungan.  

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Rachmawaty et al., 2017) 

menyatakan bahwa kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstrak dengan 

pelarut etanol dan aseton menunjukkan bahwa terdapat kandungan senyawa kimia 

pada kulit buah kakao yaitu alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin, dan terpenoid. 

Dari hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah kakao dapat 

berpotensi sebagai antibakteri.  

Berdasarkan penjelasan di atas menyatakan bahwa ekstrak kulit buah kakao 

(Theobroma cacao L.) memiliki beberapa kandungan yang potensi sebagai 

antibakteri. Kemudian berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Mulyatni et 

al., 2014) dilakukan pengujian ekstrak kulit buah kakao terhadap tiga bakteri yaitu 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli dan Bacillus subtilis. Dari ketiga bakteri 

tersebut didapatkan hasil yaitu ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 

paling efektif dalam menghambat bakteri Staphylococcus aureus dengan 

konsentrasi hambat minimum (KHM) 8% (g/mL).  

Staphylococcus aureus sendiri adalah bakteri aerob yang bersifat gram positif 

dan juga merupakan salah satu bagian flora normal manusia pada selaput mukosa 
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dan juga kulit. Hampir setiap manusia pernah mengalami infeksi Staphylococcus 

aureus. Mulai dari infeksi kulit ringan hingga keracunan makanan, umunnya 

gejala yang terjadi pada seseorang yang terinfeksi bakteri ini adalah muncul 

benjolan pada kulit yang penuh dengan nanah, peradangan, rasa sakit. Umumnya 

penderita yang terinfeksi akan diberikan terapi berupa antibiotik (Rini et al., 

2020).  

Namun akhir-akhir ini sudah banyak laporan terkait resistensi penggunaan 

antibiotik. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Refdanita et al., 2014) 

menyatakan bahwa Staphylococcus aureus telah resisten terhadap pemberian 

antibiotik dengan urutan penisilin 4,2%, eritromisin 6,6%, ampisilin 18,1%, 

kloramfenikol 23,6%, streptomisin 44,8%, dan tetrasiklin 53,3%. 

Dari tingginya angka resistensi diatas maka dibutuhkan alternatif pengobatan. 

Beberapa bahan antibiotik alami dapat menjadi pilihan solusi terhadap pengobatan 

yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus, salah satunya adalah 

senyawa senyawa polifenol yang terdapat dalam kulit buah kakao (Theobroma 

cacao L.) (Diyantika et al., 2017). 

Berdasarkan uraian diatas untuk mendapatkan kandungan senyawa kulit buah 

kakao (Theobroma cacao L.) sebagai antibakteri maka perlu dilakukan ekstraksi. 

Tujuan dlakukannya ekstraksi adalah untuk memisahkan antara kandungan 

metabolit sekunder dari campurannya, dengan menggunakan pelarut yang sesuai 

(Mukhtarini, 2014). Metode ekstraksi yang akan digunakan pada penelitian kali 

ini adalah dengan menggunakan perbandingan dari ekstraksi Sokhletasi dan 

Ultrasonic Assisted Extraction (UAE). Uji aktivitas antibakteri kulit buah pada 
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penelitian kali ini menggunakan metode difusi yaitu metode sumuran. Metode 

sumuran dipilih dikarenakan ekstrak yang akan diujikan langsung dimasukkan 

disetiap tiap lubang sumuran maka, efek untuk menghambat bakteri akan lebih 

kuat (Misna et al., 2016) 

Pengujian aktivitas antibakteri dapat dilihat dari diameter zona hambat bakteri 

yang dihasilkan. Pengukuran zona hambat dapat dikategorikan dalam beberapa 

kriteria kekuatan yaitu, diameter zona hambat <10 mm atau kurang dapat 

dikategorikan lemah, untuk zona hambat 5- 10 mm dikategorikan sedang, dan 

zona hambat 10-20 mm dapat dikategorikan kuat dan zona hambat >20 mm atau 

lebih dikategorikan yaitu sangat kuat (Alfath et al., 2014). 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah : 

1. Bagaimana kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak kulit 

buah kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan soxhletasi  

2. Bagaimana perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao 

(Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic 

Assisted Extraction) dan soxhletasi terhadap bakteri Staphylococcus aureus? 

1.3 Tujuan Penelitian  

1.3.1 Tujuan Umum  

Tujuan umum dilakukan penelitian ini adalah untuk mengetahui ekstrak 

kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) memiliki daya hambat antibakteri 

terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. 
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1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Untuk mengetahui kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak 

kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan soxhletasi 

2. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak kulit buah kakao 

(Theobroma cacao L.) yang diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic 

Assisted Extraction) dan soxhletasi terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

1.4 Manfaat Penelitian  

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti 

Dapat menambah ilmu pengetahuan, wawasan, dan pengalaman mengenai 

aktivitas antibakteri ekstrak  kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang 

diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan soxhletasi 

guna menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.  

1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti Lain 

Penelitian ini diharap dapat menjadi acuan dalam penelitian         

selanjutnya khususnya unutk perkembangan aktivitas antibakteri baru dari 

pemanfaatan bahan alam terutama kulit buah kakao, dan juga dapat sebagai 

sumber informasi dan juga sebagai bahan pertimbangan dan referansi dalam 

penelitian selanjutnya tentang aktivitas antibakteri kulit buah kakao (Theobroma 

cacao L.). 

1.4.3    Manfaat Bagi Masyarakat 

Melalui penelitian ini diharapkan masyarakat dapat mengetahui dan 

menperoleh informasi tambahan bahwa pada kulit buah kakao (Theobroma cacao 
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L.) memiliki kandungan antibakteri yang dapat dimanfaatkan untuk pengobatan 

yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus. 

1.4.4 Manfaat Bagi Institusi Pendidikan  

Penelitian ini diharapkan bisa memberikan informasi, dan juga tambahan 

ilmu pengetahuan, khususnya bagi ilmu kefarmasian dibidang antibakteri, serta 

dapat menjadi referensi di perpustakaan dan mahasiswa lain. 

1.5 Keaslian Penelitian  

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian 

Penelitian Persamaan Perbedaan 

 

(Lestari et al., 

2021) 

a) Menggunakan sampel kulit buah 

kakao  

b) Menggunakan metode sumuran 

untuk pengujian antivitas 

antibakteri  

c) Menggunakan pelarut etanol 

96% 

a) Menggunakan bakteri 

Staphylococcus epidermidis 

sedangkan pada penelitian ini 

menggunakan bakteri 

Staphylococcus aureus 

b) Menggunakan metode maserasi 

sedangkan penelitian ini 

menggunakan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) 
dan soxhletasi 

 

(Adha et al. 

,2021) 

 

a) Menggunakan sampel kulit buah 

kakao 

b) Menggunakan pelarut etanol 

96% 

c) Untuk pengujian aktivitas 

antibakteri menggunakan metode 

sumuran  

a) Menggunakan bakteri 

Propionibacterium acnes sedangkan 

pada penelitian ini menggunakan 

bakteri Staphylococcus aureus 

b) Menggunakan metode ekstraksi 

maserasi sedangkan pada penelitian 

ini menggunakan metode 

menggunakan metode UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan 

soxhletasi  
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(Mulyatni et 

al., 2015) 

a. Menggunakan sampel kulit buah 

kakao  

b. Menggunakan pelarut etanol 

96% 

 

a. Menggunakan tiga bakteri yaitu 

Escherichia coli, Bacillus subtilis 

dan Staphylococcus aureus 

sedangkan pada penelitian ini 

menggunakan satu bakteri yaitu 

Staphylococcus aureus 

b. Untuk pengujian aktivitas 

antibakteri menggunakan metode 

cakram kertas sedangkan pada 

penelitian ini menggunakan metode 

sumuran  
c. Metode ekstraksi menggunakan 

metode maserasi sedangkan 

penelitian kali ini menggunakan 

metode UAE (Ultrasonic Assisted 

Extraction) dan soxhletasi  
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BAB 2.TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman Kakao (Theobroma cacao L.) 

2.1.1 Klasifikasi Tanaman  

     Klasifikasi tanaman buah kakao berdasarkan sistematiknya menurut 

klasifikasi botanis sebagai berikut : 

Divisio  : Spermatophyta 

Famili  : Sterculiceae 

Genus  : Theobroma 

Ordo  : Malvales 

Spesies : Theobroma cacao 

Klas  : Dicotyledon 

2.1.2 Morfologi Tanaman  

Tanaman kakao termasuk kedalam kelompok tanaman caulofloris, yaitu 

merupakan tanaman yang dapat berubah dan berbunga berbunga pada batang 

dan cabang. Tanaman kakao dapat dibagi menjadi dua bagian yaitu bagian 

batang, akar, serta daun yang dinamakan bagian vegetatif dan bagian bunga 

dan buah atau biasa disebut bagian generatif. Benih kakao sendiri termasuk 

benih yang tidak tahan dikeringkan, kelembaban rendah peka terhadap suhu 

ruangan, berdaya tahan rendah dan peka terhadap peruahan lingkungan atau 

biasa disebut rekalsitran (Paniagua-Zambrana et al., 2020).  

Buah kakao merupakan buah buni yang memiliki biji yang sangat 

lunak. Buah kakao memiliki panjang buah 16,2– 20,50 dengan diameter 8–



9 

 

 
 

10,07 cm, memiliki permukaan buah halus, agak halus hingga kasar. Buah 

kakao memiliki tiga bagian utama yaitu terdiri dari kulit buah, plasenta dan biji 

dan komponen terbesar dari buah kakao yaitu terdapat pada kulit buah yaitu 

sekitar 70% lebih dari berat buah masak sedangkan presentase biji kakao yaitu 

kurang lebih 27-29% sisanya plasenta yang merupakan pengikat dari sekitar 

30-40  biji yang terdapat dalam buah (Martono, 2014).  

 
Gambar 2.1 Buah Kakao (Theobroma cacao L.) 

  Sumber (Koleksi Pribadi) 

 

2.1.3 Kandungan Kimia  

1) Alkaloid 

     Alkaloid adalah senyawa yang paling umum ditemukan, dikarenakan 

zat alkaloida sebagian besar ditemukan pada tumbuhan. Pada dasarnya 

alkaloida mempunyai satu  buah atom nitrogen atau lebih yang memiliki 

sifat basa maka dari itu disebut alkaloid. Alkaloid memiliki fungsi  sebagai 

perlindungan tanaman terhadap hama dan penyakit sebagai pengatur 

pertumbuhan dan juga sebagai basa mineral untuk mengatur ion-ion pada 

tanaman. Alkaloida yang dihasilkan dan yang ditemukan pada suatu 
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tanaman termasuk dalam kelompok metabolit sekunder (Sianipar et al., 

2017). 

2) Flavonoid 

     Flavonoid termasuk kedalam salah satu golongan senyawa fenol 

terbesar yang terdapat pada tanaman. Falvonoid tersusun dari 15 atom 

karbon befungsi sebagai inti dasarnya dan tersusun dari konfigurasi C6- 

C3 - C6 yang merupakan dua cincin aromatik yang dihubungkan dengan 

tiga atom karbon (Parwata, 2016).  

3) Tanin 

     Tanin merupakan salah satu senyawa aktif metabolit sekunder yang 

memiliki beberapa manfaat di antaranya sebagai antidiare, astrigen, 

antioksidan dan juga sebagai antibakteri. Senyawa tanin sendiri terdiri dari 

dua jenis yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis (Makatambah et 

al., 2020).  

4) Saponin 

     Saponin merupakan yang banyak diproduksi oleh tanaman, beberapa 

bakteri dan juga hewan laut tingkat rendah. Jika di lihat dari segi manfaat 

saponin memmiliki sifat sebagai antioksidan, antijamur dan juga sebagai 

antiinflamasi,  dan juga sebgai antibakteri (Pratiwi, 2019). 

5) Fenol  

     Fenol termasuk tedalam metebolit sekunder dan tersusun dari turunan 

hidroksi dari satu atau lebih cincin benzena. Senyawa fenol memiliki 
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beberapa manfaat diantaranya yaitu sebagai antijamur dan juga antibakteri 

(Pratiwi, 2019). 

2.1.4 Manfaat  

Pada umumnya pada saat melakukan panen kulit buah kakao hanya di 

lihat sebagai menjadi limbah perkebunan saja sehingga dan dapat 

mengakibatkan pencemaran lingkungan, kurangnya pengetahuan masyarakat 

terutama petani mengenai pemanfaatan kulit buah kakao mengakibatkan kulit 

buah kakao terbuang secara percuma. Pemanfaatan kulit buah kakao, itu hanya 

sebatas dijadikan sebagai pupuk dan juga bahan pakan ternak saja, padahal 

kulit buah kakao memiliki banyak manfaat terutama bagi kesehatan (Kamelia 

et al., 2017).  

Dalam beberapa penelitian di sebutkan bahwa kulit buah kakao sendir 

merupakan sumber bioaktif yang melimpah,mudah didapat dan juga murah, 

ada beberapa senyawa bioaktif yang terdapat dalam kulit buah kakao 

diantaranya adalah terdapat serat, antioksidan, pektin, mineral dan 

theobromine. Hal tersebut sangat berpotensi untuk dimanfaatkan dalam bidang 

farmasi, medis ataupun dalam produk makanan (Campos-Vega et al., 2018). 

Kulit buah kakao juga memiliki beberapa senyawa kimia yang memiliki 

manfaat salah satunya sebagai pakan , yaitu diantaranya kulit buah kakao 

sendiri memiliki beberapa kandungan gizi sebagai berikut : protein kasar 

sebanyak 8%, serat sebanyak 40%,  total digestible nutrient sebanyak 50,8% 

dan bahan kering sebanyak 88% (Kamelia et al., 2017). 
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2.2 Tinjauan Metode Ekstraksi 

Penyaringan atau yang biasa disebut ekstraksi sendiri adalah proses dimana 

pemisahan suatu bahan dari campurannya, dan memakai pelarut yang sesuai 

(Mukhtarini, 2014). Terdapat beberapa jenis metode ekstraksi yang dapat 

digunakan, yaitu sebagai berikut :  

a) Ekstraksi Dingin 

Ektraksi dingin adalah ekstraksi yang tidak melibatkan proses pemanasan 

selama proses ekstraksi berlangsung, ekstraksi dingin terdiri dari :  

1. Maserasi 

 Maserasi sendiri merupakan metode ekstraksi yang paling umum atau yag 

paling sering digunakan digunakan, dengan cara memasukan serbuk tanaman 

dengan pelarut yang sesuai kemudian dimasukkan kedalam  wadah inert 

kemudian ditutup dan didiamkan disuhu ruang. Metode ini cukup memakan 

banyak waktu dan pelarut yang digunakanpun cukup banyak (Mukhtarini, 

2014).  

 
Gambar 2.2 Set Alat Maserasi 

Sumber: (Sanny, 2022) 

 

2. Perkolasi 

 Pada metode perkolasi serbuk sampel dibasahi secara perlahan dalam 

sebuah perkolator. Kemudian pelarut ditambahkan dan dibiarkan menetes 

perlahan kebagian bawah. Metode perkolasi sendiri memiliki kelebihan 
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dimana sampel yang diuji akan selalu dialiri oleh pelarut sedangkan 

kekurangan dari metode perkolasi ini adalah membutuhkan banyak wantu dan 

juga membutuhkan banyak pelarut (Mukhtarini, 2014).  

 
Gambar 2.3 Set Alat Perkolasi 

Sumber (Triesty & Mahfud, 2017) 

 

b) Ekstraksi Panas  

 Metode ekstraksi panas yaitu ekstraksi yang dilakukan dengan pemanasan 

dalam mengekstraksi suatu simplisia dengan menggunakan pelarut yang lebih 

sedikit dan waktu yang cepat. Ekstraksi secara panas dapat dilakukan dengan 

beberapa metode yaitu :  

1. Sokhletasi 

     Sokhletasi merupakan suatu metode ektraksi yang dilakukan dengan cara  

memisahkan antara beberaoa komponen-komponen yang terdapat atau ada 

dalam sampel padat, dilakukan  dengan cara ekstraksi yang berulang-ulang dan 

terus menerus menggunakan pelarut yang sama. Sehingga komponen yang 

diinginkan akan terisolasi dengan lebih sempurna (Ridwan et al., 2017).  
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Gambar 2.4 Set Alat Sokhletasi 

Sumber (Triesty, 2017) 

 

2. Infusa  

     Infusa merupakan metode ekstraksi yang mendekati cara masyarakat dalam 

pembuatan obat tradisional. Kata Infusa sendiri yaitu berasal berasal dari 

bahasa latin yaitu Infusum yang memiliki arti sediaan cair yang dibuat dengan 

cara mengekstraksi bahan nabati dengan pelarut air pada suhu 90ºC selama 15 

menit (Ainia, 2017).   

3. Refluks 

     Refluks merupakan ekstraksi yang dilakukan dengan pelarut pada titik 

didihnya, dilakukan dalam waktu tertentu dengan menggunakan jumlah pelarut 

terbatas yang relatif lebih konstan, dengan adanya pendinginan balik. Ekstraksi 

dapat dilakukan secara efisien dan sampel lebih efektif dapat ditarik oleh 

pelarut (Susanty et al., 2016). 

 
Gambar 2.5 Set Alat Refluks 

Sumber (Supaya, 2019) 
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4. Digesti  

      Metode digesti juga sering disebut dengan metode kinetik (dengan 

pengadukan kontinu) dan menggunakan suhu panas yang lebih tinggi dan  

dilakukan pada suhu 40-50ºC.  

 
Gambar 2.6  Set Alat Digesti 

Sumber (Setiawan, 2018) 

 

5. Dekok 

Dekok merupakan metode ekstraksi yang menggunakan air sebagai 

pelarutnya  kemudian dipanaskan pada temperature 90ºC selama 30 menit 

(Santoso et al., 2019).  

c) Ekstraksi Non-Konvensional 

1. Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) juga di sebut metode maserasi yang 

telah dimodifikasi dengan melibatkan bantuan gelombang ultrasonik dengan 

sinyal dan frekuensi yang tinggi yaitu mencapai 20 kHz (Mukhtarini, 2014).  

Teknik ekstraksi dengan menggunakan metode Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) kini menjadi salah satu metode ekstraksi yang banyak 

diminati karena efek dari kavitasi yang ditimbulkan waktu yang efektif dan 

penggunaan pelarut yang lenih sedikit. Selain itu metode ini merupakan 
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metode ekstraksi berbasis gelombang ultrasonik yang menghantarkan getaran 

ultrasonik > 20 kHz pada permukaan simplisia juga banyak diminati dalam 

perkembangan teknologi dari ekstraksipada bahan hasil pertanian dan proses 

kimia. Penggunaan gelombang ultrasonuik memiliki karakteristik proses non-

destruktif dan non-invasif, sehingga dapat mudah diadaptasikan dengan 

berbagai aplikasi (Yuniarto et al., 2021)    

 
Gambar 2.7  Set Alat UAE 

Sumber (Ayu et al., 2020) 

 

2. Microwave Assisted Extraction (MAE) 

Microwave Assisted Extraction (MAE) merupakan metode metode 

ekstraksi yang juga bisa di sebut esktraksi nonkonvensional yang dipakai untuk 

ekstraksi senyawa aktif dari berbagai tanaman karena keunggulannya itu, 

efisiensi energi yang dikeluarkan akan lebih tinggi sehingga penggunaan 

pelarut akan relatif lebih sedikit (Sari et al., 2020).  

Ekstraksi MAE sering dipakai untuk proses ektraksi berbagai senyawa 

yang tidak tahan dengan suhu panas. Metode ekstraksi MAE juga dapat 

membantu memperbanyak jumlah rendemen yang didapatkan dari sampel atau  

ekstrak kasar, dan waktu ekstraksi juga membutuhkan pelarut yang lebih 

sedikit jika dibandingkan dengan metode ekstraksi konvensional. Beberapa 

faktor yang dapat mempengaruhi ekstraksi dengan teknik Microwave Assisted 

Extraction (MAE) ini adalah temperatur,waktu, bahan, dan pelarut. Waktu 
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ekstraksi memiliki dampak besar terhadap ekstraksi, waktu ekstraksi yang 

terlalu panjang ataupun terlalu pendek dapat berpengaruh teradap sifak fisik 

dan kimia dari bahan yang diekstraksi (Kristanti et al., 2019).  

 
Gambar 2.8 Set Alat MAE  

Sumber (Shahid et al., 2016) 

 

2.3    Pelarut 

Pelarut juga bisa disebut cairan atau gas yang dapat mencairkan zat padat, gas 

atau cair yang dapat memberikan sebuah larutan, Adapun pelarut yang paling 

sering digunakan dalam kehidupan yaitu air. Selain itu pelarut yang juga umum 

digunakan merupakan bahan kimia organik yang mengandung karbon dan disebut 

pelarut organik. Pelarut umumnya memiliki temperatur yang lebih rendah dan 

juga lebih mudah menguap (Romadhoni, 2018).  

Pada penelitian kali pelarut yang digunakan adalah etanol 96%, menurut 

(Afifah, 2014) pelarut etanol 96 % merupakan senyawa polar yang dapat mudah 

sekali menguap maka dari itu baik digunakan sebagai pelarut ekstrak. Digunakan 

etanol sebagai pelarut karena etanol memiliki sifat umum, polar dan juga mudah 

didapat, etanol 96% dipilih karena tidak toksik, selektif, dan absorbansinya baik 

juga dapat menyaring yang tinggi sehingga dapat memutuskan ikatan senyawa 

yang bersifat polar, semi polar dan non-polar. Pelarut etanol 96% juga lebih 
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mudah masuk kedalam dinding sel sampel, dibandingkan dengan pelarut etanol 

dengan konsentrasi yang lebih rendah, sehingga akan menghasilkan ekstrak yang 

lebih pekat (Wendersteyt et al., 2021). 

2.4     Bakteri 

 Bakteri merupakan mikroorganisme prokariotik uniseluler masuk dalam 

dalam kelas  Schizomycetes, bakteri berkembang biak dengan cara aseksual yaitu 

dengan cara membelah sel. Bakteri mempunyai bentuk yang bulat, bentuk batang 

yang melengkung. Bakteri juga dapat mengalami inovasi yaitu perumbahan 

bentuk yang di indikasi oleh suhu,makanan dan lingkungan yang kurang bagus 

bagi bakteri (Hidayati et al., 2016).  

 Menurut buku Essential Microbiology dijelaskan bahwa bakteri merupakan  

mikroba prokariotik uniseluler yang tidak memiliki membran inti sel dan 

berukuran mikroskopik. Secara umum bakteri berbentuk satu sel tunggal atau 

uniseluler, tidak memiliki klorofil, berkembang biak dengan cara pembelahan sel 

atau biner. Bakteri dapat hidup dengan cara menyebar di udara, pada tanaman, 

tanah, air dan juga pada tubuh hewan dan juga manusia. Berdasarkan sifatnya 

bakteri dikenal sebagai bakteri gram positif dan bakteri gram negatif (Nida et al., 

2020).  

2.4.1 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Bakteri 

a) Nutrien 

      Nutrien berfungsi sebagai zat makanan yang digunakan untuk 

pertumbuhan bakteri dan memiliki sumber hidrogen, sumber karbon, mineral 

(sulfur, fosfat) dan juga faktor pertumbuhan bakteri diantaranya meliputi 
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purin, asam amino, vitamin dan pirimidin. Kekurangan sumber nutrini 

tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Sundu et al., 2018).  

b) Suhu 

 Bakteri dapat dibagi menjadi tiga kelompok utama berdasarkan perbedaan 

suhunya, yaitu dapat hidup pada suhu dingin (psikofilik) pada suhu 15-20ºC. 

Kemudian ada (mesoflik) yaitu dapat hidup pada suhu 30-37ºC, dan 

(termofilik) atau dapat hidup pada suhu panas berkisar antara 50-60ºC 

(Susanty et al., 2016). 

c) Kelembaban 

      Kelembaban merupakan hal yang sangat penting dalam pertumbuhan 

bakteri, bakteri pada umumnya membutuhkan kelembaban yang tinggi yaitu 

sekitar 85%. Kelembaban yang relatif tinggi dapat meningkatkan 

pertumbuhan mikroorganisme (Wulandari, 2014). 

d) pH 

 pH memiliki pengaruh terhadap proses pembenihan suatu bakteri, 

umumnya kuman pathogen memiliki pH optimum 7,2-7,6. Walaupun suatu 

perkembang biakan yang pada dasarnya baik untuk suatu kuman, namum 

pada kuman selanjutnya akan terbatas disebabkan karena proses metabolisme 

kuman itu (Rica et al., 2019). 

e)  Tekanan Osmotik 

  Tekanan osmotik dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri, jika tenanan 

osmotik lingkungan lebih besar ((hipertonis) maka sel akan mengalami 

plasmolysis. Namun jika tekanan osmotik lingkungan yang hipotonis maka 
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akan menyebabkan pembengkakan sel dan kerusakan sel. Oleh karena itu 

bakteri memerlukan tingkat tekanan osmotik yang sesuai untuk 

mempertahankan hidupnya. Meskipun sel bakteri memiliki daya adaptasi, 

tetapi perbedaan osmitik dengan tekanan lingkungan tidak boleh terlalu besar 

(Nofita et al., 2020). 

2.5    Staphylococcus aureus 

Bakteri Staphylococcus aureus ditemukan dan oleh Pasteur dan Koch 

kemudian dibiakkan, lalu di teliti lebih terperinci oleh Ogston dan Rosenbach 

pada era tahun 1880-an. Sebab bakteri ini berbentuk seperti tangkai buah anggur, 

maka nama genus yang diberikan yaitu Staphylococcus dan diberikan oleh Ogston 

sedangkan nama spesies aureus diberikan oleh Rosenbach karena pada biakan 

murni, koloni ini terlihat kuning keemasan. Rosenbach juga menyebutkan bahwa 

baktei Staphylococcus aureus ini merupakan sebab dari infeksi pada luka (Adams, 

2014).  

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang termasuk kedalam bakteri 

gram positif dengan bentuk bulat dengan diameter 0,7-1,2 μm, bergerombol 

seperti anggur (Staphylococcus) dan koloni emas (aureus), fakultatif anaerob, 

tidak membentuk spora dan tidak bergerak. Bakteri Staphylococcus aureus dapat 

hidup pada suhu 37ºC, tetapi dapat membentuk pigmen yang baik pada suhu 

kamar (20-25ºC). Koloni pada pembenihan padat berwarna abu-abu sampai 

kuning keemasan, memiliki bentuk halus, bundar, meonjol dan berkilau (Adams, 

2014). 



21 

 

 
 

2.5.1 Klasifikasi Staphylococcus aureus 

Klasifikasi ilmiah Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut :  

 Kingdom  : Bacteria 

Divisi   : Firmicutes 

Genus   : Staphylococcus 

Familia  : Staphylococcaceae 

Kelas   : Cocci 

Ordo   : Bacillales 

Spesies  : Staphylococcus aureus 

2.5.2 Morfologi Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus adalah bakteri gram-positif berbentuk bulat 

yang biasanya memiliki rangkaian tidak beraturan yang menyerupai buah 

anggur. Beberapa di antaranya adalah flora normal pada kulit dan selaput 

mukosa manusia, yang menyebabkan abses, berbagai infeksi piogen, dan 

bahkan septikimia yang fatal. Tidak membentuk spora atau flagel, 

Staphylococcus aureus mengandung polisakarida dan protein yang bermanfaat 

sebagai antigen dan berperan penting dalam pembentukan dinding sel 

(Apriliana et al., 2018).         

 
Gambar 2.9  Bakteri Staphylococcus aureus  

Sumber (Mauliyanti, 2017) 
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2.5.3 Penyakit yang Ditimbulkan oleh Staphylococcus aureus 

       Staphylococcus aureus adalah bakteri aerob gram-positif yang 

termasuk dalam flora normal manusia yang ditemukan pada kulit dan selaput 

mukosa.  Hampir setiap orang pernah terinfeksi Staphylococcus aureus, 

bakteri yang merupakan patogen utama pada manusia. Mulai dari masalah 

pencernaan hingga infeksi kulit ringan hingga infeksi berat, gejalanya 

termasuk benjolan pada kulit yang penuh dengan nanah dan peradangan yang 

sangat sakit. Penanganan antibiotik seperti cloxacillin, dicloxacillin, dan 

eritromycin biasanya diberikan kepada pasien yang mengalami infeksi 

Staphylococcus aureus. (Rini et al., 2020). 

2.6 Antibakteri 

    Antibakteri adalah bahan yang membunuh, menghentikan, atau menghentikan 

pertumbuhan bakteri.  Idealnya, zat antibakteri memiliki sifat toksisitas selektif, 

yang berarti bahwa obat membahayakan parasit tetapi tidak membahayakan 

hopses. Antibakteri terbagi menjadi dua kategori: bakteriostatik (yang 

menghentikan pertumbuhan bakteri) dan bakteriosid (yang membunuh bakteri). 

(Talaro et al., 2020). 

Antibakteri terbagi menjadi dua kelompok berdasarkan kemampuan mereka 

untuk menghambat atau membunuh bakteri. Yang pertama adalah antibakteri 

berspektrum sempit, yang dapat membunuh hanya bakteri tertentu, seperti bakteri 

gram positif atau gram negatif. Yang kedua adalah antibakteri berspektrum luas, 
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yang dapat membunuh baik bakteri gram negatif maupun gram positif. (Talaro et 

al., 2020). 

2.6.1 Metode Aktivitas Antibakteri 

            Dua teknik, difusi dan dilusi, dapat digunakan untuk menentukan 

kepekaan bakteri terhadap antimikroba. Pengujian ini menggunakan 

mikroorganisme sebagai indikator untuk menentukan pengobatan yang efektif dan 

efisien untuk mengobati penyakit yang disebabkan oleh bakteri atau organisme 

yang diuji. (Pratiwi, 2019). Berikut jenis metode yang dapat dipergunakan untuk 

mengukur potensi antibiotik lain dalam sampel atau kepekaan mikrobia, yaitu:       

a. Metode Difusi 

1. Difusi Cakram 

Metode difusi cakram merupakan metode yang paling umum digunakan 

untuk menentukan aktivitas antibakteri,  menggunakan kertas cakram sebagai 

media untuk menyerap bahan antimikroba yang dijenuhkan ke dalam bahan uji. 

Setelah itu, kertas cakram diletakkan pada permukaan media, sehingga biakan 

mikroba yang akan diuji telah dimasukkan ke dalamnya. Selanjutnya 

diinkubasikan kemudian diamati untuk menentukan ada atau tidaknya  

pertumbuhan mikroba (Novita, 2016).                 

2. Metode Sumuran 

Metode ini digunakan dengan membuat lubang tegak lurus pada media agar 

padat telah diinokulasi dengan bakteri yang akan diuji. Kemudian, sampel yang 

akan diuji dimasukkan ke dalam lubang, yang jumlah dan letaknya disesuaikan 
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dengan tujuan penelitian. Setelah inkubasi, lakukan pengamatan untuk 

memastikan apakah ada hambatan di sekitar lubang. (Nurhayati et al., 2020).  

Kelebihan metode sumuran adalah lebih mudah untuk mengukur luas zona 

hambat yang terbentuk karena bakteri beraktivitas sampai ke bawah nutrien, 

bukan hanya di permukaan atasnya saja (Nurhayati et al., 2020).  

3. Metode Silinder 

Metode silinder menggunakan sejumlah silinder yang terbuat dari besi 

tahan karat atau gelas di atas media agar yang sebelumnya telah diinokulasi 

dengan bakteri yang akan diuji. Setiap silinder kemudian diatur sedemikian 

rupa sehingga berdiri di atas media agar, dan kemudian diisi dengan larutan 

yang akan diuji. Setelah itu diinkubasi. Kemudian perhatikan apakah ada area 

hambatan di sekitar silinder (Kusmiyati et al., 2016).  

b. Metode Dilusi   

Metode dilusi menggunakan beberapa tabung reaksi yang telah diisi dengan 

media cair untuk mengukur jumlah sel mikroba yang akan diuji. Kemudian, 

masing-masing tabung reaksi diisi dengan obat atau sampel yang telah 

diencerkan, dan kekeruhan diamati pada tabung reaksi.  Metode ini digunakan 

untuk menentukan kadar hambat minimum dan kasar bunuh minimum dari 

sampel atau obat yang diuji (Etikasari et al., 2017). Adapun metode dilusi ada 

dua jenis,yaitu:  

1. Metode Dilusi Cair 

Untuk kadar hambat minimum (KHM) dan kadar bunuh minimum (KBM), 

metode ini digunakan.  Uji dilakukan dengan mengencerkan berbagai agen 
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antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji. Uji 

dilakukan pada kasar terkecil yang terlihat jernih dengan kadar hambat 

minimum. Selanjutnya, kadar hambat minimum larutan diukur kembali pada 

media cair tanpa menambahkan agen antimikroba atau mikroba uji. Setelah 

inkubasi selama 18 hingga 24 jam, amati agar media cair tetap jernih setelah 

diinkubasi sampai kadar bunuh minimum (KBM) telah ditetapkan.  (Etikasari 

et al. ,2017).  

2. Metode Dilusi Padat 

      Metode dilusi cair serupa, tetapi menggunakan media padat (solid). Metode 

ini memiliki keunggulan bahwa satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji 

dapat digunakan untuk menguji berbagai mikroba uji. (Etikasari et al., 2017).  

2.7  Uji Efektivitas Antibakteri  

a. Sterilisasi Alat 

Sebelum melakukan pengujian alat harus selalu disterilkan terlebih dahulu. 

Proses sterilisasi alat dapat dilakukan menggunakan autoklaf dengan suhu 

121ºC selama 15 menit. Tujuan dari poses ini adalah untuk menghindari 

terjadinya kontaminan (Nofita et al., 2020). 

b. Pembuatan Media 

Medium yang dipakai untuk pembiakan bakteri adalah Nutrient Agar, 

pembuatan Nutrient Agar dilakukan dengan cara menimbang sebanyak 6,9 

gram NA, lalu dilarutkan dengan 300 ml aquadest kemudian dipanaskan diatas 

penangas air hingga mendidih sampai menjadi larutan yang homogen. 

Tambahan aquadest untuk mengganti volume yang hilang sampai tepat 300 ml, 
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siapkan gelas beaker yang sebelumnya sudah disterilkan kemudian tuangkan 

medium agar ke dalamnya. Selanjutnya  disterilkan dengan autoklaf dengan 

suhu 121ºC dan tekanan 1 atm selama 30 menit (Nofita et al., 2020). 

c. Peremajaan Bakteri 

Tujuan dari peremajaan bakteri adalah untuk memberi bakteri kemampuan 

untuk memulai metabolisme kembali setelah mereka siap. Satu jarum ose 

biakan murni digunakan untuk meremajakan bakteri. Kemudian, agar 

permukaan baiakan miring, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.  

Kemudian setelah proses  peremajaan bakteri selesai selanjutnya bakteri siap 

digunakan dengan proses inokulasi. Proses ini dilakukan dengan cara 

mengambil satu jarum ose suspensi bahan yang mengandung bakteri dari   

medium agar miring, lalu mencelupkan dedalam 10 ml medium cair. 

Selanjutnya diinokulasi pada suhu kamar 25ºC Selama 24 jam sambil diaduk                               

(Wijayati et al., 2014).    

d. Uji Efektivitas Antibakteri  

Pengukuran dilakukan selama 24 jam masa inkubasi, aktivitas antibakteri 

dapat  dilihat dari terbentuknya zona bening disekitar lubang sumuran. Setelah 

zona bening diidentifikasi sebagai zona hambat bakteri, diameternya diukur 

dengan jangka sorong manual. Untuk mengetahui diameter zona hambat pada 

masing-masing konsentrasi, ukuran lubang sumuran dibagi dengan diameter 

zona hambat. Nilai rata-rata dari masing-masing kuadran kemudian diambil 

dan digunakan untuk menghitung diameter zona hambat pada masing-masing 

konsentrasi (Nofita et al.,2020).  
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Adapun klasifikasi kategori zona hambat antibakteri menurut (Alfath et al., 

2014) dapat dilihat pada tabel berikut : 

Diamter Zona Terang Respon Hambatan Pertumbuhan 

>20 mm Sangat kuat 

10-20 mm Kuat 

5-10 mm Sedang 

<10 mm Lemah 

Tabel 2.1 Klasifikasi Kategori Zona Hambat Antibakteri 
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BAB 3.KERANGKA KONSEP 

 

3.1 Kerangka Konsep 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

     

 

 

Keterangan :  

: Tidak diteliti                    

: Diteliti 

Infeksi Staphylococcus aureus 

 

Butuh Pengobatan 
Obat Herbal 

Obat Kimia 

Antibiotik  Kulit Buah Kakao  

(Theobroma cacao L.) 
 

Ekstraksi  

UAE 

 
Soxhletasi 

Ekstrak Hasil 

UAE 

Uji kandungan 

senyawa kimia  

 

Pengujian 

Antibakteri 

 Difusi Sumuran  
Zona hambat 

antibakteri 
 

 

 

Ekstrak Hasil 

Soxhletasi 

Gambar 3. 1 Kerangka Konseptual 
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3.2 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan kerangka konseptual diatas maka yang menjadi hipotesisnya 

adalah : 

Ho : Tidak ada aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao (Theobroma 

cacao L.) yang diekstraksi menggunakan metode UAE (Ultrasonic Assisted 

Extraction) dan soxhletasi  terhadap bakteri Staphylococcus aureus. 

Hα  : Ada aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 

yang diekstraksi  menggunakan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan 

soxhletasi terhadap bakteri Staphylococcus aureus. 
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BAB 4. METODE PENELITIAN 

 

4.1 Desain Penelitian 

      Penelitian eksperimental laboratorium ini menggunakan metode ekstrasi UAE 

(Ultrasonic Assisted Extraction) dan soxhletasi dengan pelarut etanol 96%. 

Metode difusi sumuran digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri. Tujuan dari 

penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah 

kakao (Theobroma cacao L.) dari masing-masing ekstrak dengan metode difusi 

sumuran terhadap Staphylococcus aureus.    

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi adalah sekumpulan objek penelitian yang memiliki karakteristik 

tertentu (Muhyi et al., 2018).Populasi dalam penelitian ini yaitu menggunakan 

kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang diperoleh dari Puslit Koka 

(Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia) Jember, Jawa Timur, Indonesia.  

4.2.2 Sampel Penelitian 

Sampel adalah karakteristik yang dimiliki oleh populasi tersebut (Muhyi 

et al., 2018). Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak kulit 

buah kakao (Theobroma cacao L.) yang diekstraksi menggunakan pelarut 

etanol 96%.  
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4.3 Variabel Penelitian 

4.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas merupakan variabel yangterkait atau menjadi sebab 

timbulnya variabel lainnya (Muhyi et al., 2018). Variabel bebas pada 

penelitian ini adalah ekstrak  kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang 

diekstraksi dengan UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dan soxhletasi.  

4.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat adalah variabel yang dipengaruhi atau yang menjadi 

akibat, karena adanya variabel bebas (Muhyi et al., 2018). Variabel terikat 

yang digunakan pada penelitian ini merupakan aktivitas antibakteri yang 

dilihat dengan terdapatnya zona bening yang muncul  disekitar sumuran. 

4.4 Tempat Penelitian 

Pemberian ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) terhadap 

pertumbuhan bakteri Staphylococus aureus dilakukan  di Laboratorium terpadu 

Fakultas  Ilmu Kesehatan Universitas dr. Soebandi Jember. 

4.5 Waktu Penelitian 

Waktu penelitian dilakukan pada bulan Mei sampai Juli 2023. 

4.6 Definisi Operasional 

Definisi operasional adalah suatu atribut atau sifat atau nilai dari objek dari 

kegiatan yang memiliki variasi tertentu yang telah ditetapkan oleh peneliti untuk 

dipelajari dan kemudian diambil kesimpulan dikenal sebagai definisi operasional. 

(Sugiono, 2016). Definisi operasional pada penelitian ini  adalah sebagai berikut : 
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Tabel 4.1 Definisi Operasional 

No Variabel Definisi Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

Data 

1.  Kandungan 
senyawa 

kimia 

Uji kandungan 
senyawa metabolit 

sekunder berupa 

tanin,saponin 

alkaloid,flavonoid,  

dan polifenol 

Tabung 
reaksi,pipet 

tetes 

Penambahan 
pereaksi 

reagen sesuai 

dengan 

senyawa yang 

akan diuji 

Terbentuk 
warna, endapan 

pada setiap uji 

kandungan 

senyawa kimia 

ekstrak kulit 

buah kakao 

(Theobroma 

cacao L.) 

Ordinal 
 

 

2.  Aktivitas 

antibakteri 

Staphylococc

us aureus 

Antibakteri 

merupakan zat yang 

dapat digunakan 

sebagai 
penghambat atau 

dapat membutuh 

bakteri. Dengan 

tujuan untuk 

mencegah penyakit 

serta infeksi  

Jangka 

Sorong 

Mengukur 

diameter zona 

hambat pada 

area  

Terbentuknya 

zona hambat 

disekitar 

sumuran 

Rasio 

4.7 Teknik Penggunaan Data 

4.7.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi kulit buah kakao dilakukan di Laboratorium Tanaman 

Politeknik Negeri Jember, untuk memastikan kebenaran identitas dengan jelas 

bahwa kulit buah kakao yang akan diuji merupakan atau spesies (Theobroma 

cacao L.).  

4.7.2 Pembuatan Serbuk Simplisia Kulit Kakao (Theobroma cacao L.) 

Kulit buah kakao yang didapatkan dari perkebunan Pusat Penelitian 

Kopi dan Kakao Kabupaten Jember. Selanjutnya kulit buah kakao dipotong-

potong dan keringkan, kulit buah kakao dikeringkan dengan cara dijemur 

dibawah sinar matahari kemudian dihaluskan menjadi serbuk simplisia kulit 

buah kakao (Septriyanti et al., 2020). 
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4.7.3 Pembuatan Ekstrak Kulit Kakao (Theobroma cacao L.) 

Sampel atau bahan yang akan digunakan pada penelitian ini 

merupakan  kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang didapatkan dari 

perkebunan Pusat Penelitian Kopi dan kakao Kabupaten Jember, Provinsi 

Jawa Timur , Indonesia.  

1. Soxhletasi 

Pembuatan ekstrak kulit buah kakao menggunakan metode soxhletasi yang 

dilakukan dengan cara menimbang terlebih dahulu serbuk simplisia kulit buah 

kakao yaitu sebanyak 200 gram Selanjutnya, dibungkus dengan kertas saring, 

diikat dengan benang pada kedua ujungnya, dan dimasukkan ke dalam alat 

soxhletasi. etanol 96% sebagai pelarut dimasukkan ke dalam labu soxhlet 400 

ml. Proses sokletasi dilakukan pada suhu pemanasan antara 81-96°C dan 

berulang kali dilakukan hingga tetesan siklus tidak berwarna lagi atau kurang 

lebih tujuh siklus.. Ekstrak cair yang diperoleh lalu depekatkan dengan 

menggunakan waterbath hingga diperoleh berupa ekstrak kental (Amina, 

2022). 

2. UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) 

 Sebanyak 100 gram ekstrak dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu 

ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 300 ml. Selanjutnya tutup dengan 

akumunium foil lalu dimasukkan kedalam sinikator selama 30 menit. 

Kemudian dihilangkan pelarutnya menggunakan rotary evapolator dengan 

kecepatan 40 rpm dan pada suhu 40°C, dan dipekatkan di waterbath 60°C. 

Metode ini mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Vodopivec (2014).  
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4.7.4 Skrining Fitokimia  

1. Uji Alkaloid 

   Timbang ekstrak sebanyak 0,5 gram kemudian tambahkan HCl, 

selanjutnya bagai ekstrak kedalam tiga tabung. Pada tabung satu 

ditambahkan pereaksi Mayer, tabung dua ditambahkan pereaksi  

Dragendorff dan tabung tiga ditambahkan pereaksi Wagner. Hasil uji 

dinyatakan positif mengandung alkaloid apabila pada saat Endapan putih 

(putih kekuningan) dihasilkan oleh pereaksi Mayer, Wanger, Dragendrof 

dan Endapan cokelat dihasilkan oleh pereaksi Dragendrof. (Adhayanti et al., 

2018). 

2. Uji Flavonoid  

 Timbang sampel sebanyak 0,5 gram laku ditambahkan 5 ml air, 

Didihkan selama 5 menit lalu disaring. Filtrat diambil  sebanyak 2 ml lalu 

ditambahkan 0,05 mg serbuk Mg dan 1 ml HCl pekat, lalu kocok hingga 

homogen. Dinyatakan positif jika terbentuk warna kuning hingga jingga 

(Ramadhan et al., 2020).  

3. Uji Tanin  

Sebanyak 0,2 gram ekstrak sampel dilarutkan dengan aquadest dalam 

tabung reaksi. Selanjutnya tambahkan FeCl3 1%. Dinyatakan positif bila 

hasil menunjukan atau menghasilkan warna biru kehitaman (Pappa et al., 

2019). 
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4. Uji Saponin 

Sampel diambil sebanyak 0,5 gram, lalu ditambahkan 5 ml air panas dan 

dikocok kuat selama 10 detik. Dapat dinyatakan positif apabila setelah 10 

menit terbentuk busa yang stabil dan tidak hilang setelah ditambahkan 1 

tetes HCl 2N. Jika buih tidak hilang dengan penambahan HCl 2N maka 

ekstraksi tersebut positif mengandung saponin (Adhayanti et al., 2018). 

5. Uji Polifenol 

    Sampel diambil sebanyak 1 ml kemudian direaksikan dengan FeCl3. 

Dapat dinyatakan positif apabila terbentuk warna hitam pekat, hitam 

kehijauan atau biru kehitaman (Adhayanti et al., 2018).  

4.7.5 Sterilisasi Alat dan Bahan  

Sebelum melakukan pengujian alat harus selalu disterilkan terlebih 

dahulu. Proses sterilisasi alat dapat dilakukan menggunakan autoklaf 

dengan suhu 121ºC selama 15 menit. Tujuan dari poses ini adalah untuk 

menghindari terjadinya kontaminan (Nofita et al., 2020). 

4.7.6 Pembuatan Media 

     Tahapan pertama yaitu dilakukan sterilisasi alat terlebih dahulu, untuk 

alat non gelas disterilkan terlebih dahulu menggunakan autoklaf dengan 

menggunakan suhu 21°C dilakukan selama 15  menit lalu untuk alat gelas 

disterilkan menggunakan oven pada suhu 160-170°C dan disterilkan 

selama  2  jam. Selanjutnya untuk jarum ose disterilkan dengan cara 

dibakar diatas api bunsen (Ngajow et al., 2014). 
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a. Pembuatan Media Agar Miring Nutrient Agar (NA) 

Diambil Nutrient Agar (NA) sebanyak 1 gram, kemudian dilarutkan 

dengan aquadest menggunakan erlenmeyer hingga 50 ml. Sterilkan media 

menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121ºC. Kemudian 

diamkan pada suhu ruang ±  30 hingga  media memadat pada kemiringan 

30º. Media agar miring ini akan digunakan sebagai inoculum bakteri 

(Ngajow et al., 2014).    

b. Pembuatan Media Muller Hinton Agar (MHA) 

Timbang MHA sebanyak 2 gram kemudian dilarutkan dalam labu 

erlenmeyer menggunakan aquadest hingga mencapai 58 ml, lalu 

dipanaskan hingga sediaan homogen. Lakukan sterilisasi media 

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Tuangkan 

media pada cawan petri sekitar 25 ml kemudian diamkan hingga padat 

(Nurhayati et al., 2020) 

4.7.7 Pembuatan Konsentrasi Sampel 

       Pada penelitian ini konsentrasi ekstrak kulit buah kakao yang 

digunakan mengacu pada penelitian (Mulyatni et al., 2015) Terdapat 

konsentrasi terbaik yakni 64%. Kemudian untuk mendapatkan konsentrasi 

stok ekstrak diambil sebanyak 3,2 gram ml ekstrak kental kemudian  

diencerkan dengan pelarut aquadest ad 5 ml.  
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4.7.8 Pembuatan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif 

            Dalam penelitian ini, kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 

10%, yang dibuat dengan mengambil 10 mL DMSO, memasukkannya ke 

dalam gelas ukur, dan kemudian menambah akuades sampai volumenya 100 

mL. Antibiotik klindamisin 0,01%, konsentrasi, dan jenis antibiotik yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah (Sundu et al., 2018). 

Klindamisin termasuk ke dalam antibiotik golongan linkosamida yang 

dapat digunakan untuk mengobati infeksi serius yang disebabkan oleh 

bakteri, kinerja dari antibiotik ini adalah dengan cara menghentikan 

perkembangbiakan suatu bakteri.Klindamisin berfungsi dengan menghentikan 

sintesis protein pada ribosom bakteri, Ini menghentikan bakteri untuk 

membuat rantai peptide (Athaillah & Sugesti, 2020).  

4.7.9 Preparasi dan Uji Aktivitas Antibakteri  

1. Pembiakan Bakteri Staphylococcus aureus 

Pengambilan bakteri dilakukan dengan menggunakan kawat ose steril lalu 

goreskan pada media agar miring.  Kemudian inkubasi pada incubator dengan 

suhu inkubator  pada  suhu  37°C  selama  24 jam (Nurhamidin et al., 2021). 

2. Pembuatan Standar Mc.Farland 

a. Pembuatan Larutan BaCl2 1% 

Pertama, timbang BaCl2 sebanyak 1 gram dengan teliti. Kemudian, 

dengan menggunakan aquadest, larutkan ke labu ukur 100 ml sampai 

ada tanda batas, dan kemudian semuanya digabungkan. Pindahkan 

larutan kemudian ke dalam botol reagent yang bertutup rapat dan 
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gelap. Simpan larutan BaCl2 1 % dalam kulkas (Rosmania & Yanti, 

2020). 

b. Pembuatan Larutan H2SO4 1% 

  Siapkan labu ukur 100 mililiter yang sebelumnya diisi aquadest 

sebanyak ± 50 mililiter. Kemudian, dengan hati-hati pipet asam sulfat 

pekat sebanyak 1,02 mililiter, lalu masukkan secara mengalir ke dalam 

labu ukur 100 mililiter melalui dindingnya. Setelah mengeluarkan 

cairan sepenuhnya, campurkan campuran dengan aquadest sampai ada 

tanda batas. Pindahkan larutan ke dalam botol reagent dan tutupnya 

dengan rapat. Pastikan larutan H2SO4 1 % disimpan pada suhu ruang. 

(Rosmania & Yanti, 2020). 

3. Pembuatan Larutan Mc-Farland 0,5 

Ambil larutan BaCl2 1 % sebanyak 0,05 ml dengan menggunakan 

pipet keudian masukkan ke dalam tabung reaksi tutup ulir. Selanjutnta 

dipipet juga larutan H2SO4 1 % sebanyak 9,95 ml. Campurkan kedalam 

tabung reaksi tutup ulir yang sudah berisi larutan BaCl2 1 %. Vortex 

larutan selama 1 menit hingga  larutan tercampur sempurna. 

Penyimpanan larutan di dalam kulkas (Rosmania & Yanti, 2020).  

4. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

 Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan menggunakan bakteri 

uji yang telah diinokulasi. Kemudian beberapa bakteri yang sudah 

diinokulasi diambil menggunakan kawat ose yang sudah steril. 

Selanjutnya suspensikan bakteri kedalam tabung yang  berisi 2 ml NaCl 
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0,9% hingga didapatkan kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan 

larutan Mc. Farland  (Ngajow et al., 2014). 

4.7.10 Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Sumuran 

Cara melakukan metode sumuran adalah dengan membuat lubang 

tegak lurus pada media agar yang sebelumnya sudah diinokulasi dengan 

bakteri. Selanjutnya lubang diisi dengan sampel yang akan diuji, untuk jumlah 

lubang dapat disesuaikan dengan tujuan penelitian. Pada masing-masing 

lubang sumuran dimasukkan kontrol positif, kontrol negatif, dan hasil ekstrak 

kulit buah kakao yang sudah diekstraksi dengan metode UAE (Ultrasonic 

Assisted Extraction) dan soxhletasi dengan konsentrasi 64%  dan kemudian 

dilakukan proses inkubasi selama 24 jam dan diamati ada tidaknya daerah 

hambatan disekeliling lubang, replikasi dilakukan sebanyak tiga kali pada 

masing-masing ekstraksi (Nurhayati et al., 2020). 

4.8 Teknik Analisa Data 

4.8.1 Pengumpulan Data 

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri dapat dikakukan dengan 

mengukur zona hambat, yang merupakan zona bening pada sekeliling 

lubang disekitar sumuran dengan menggunakan jangka sorong sebanyak 

tiga kali (Purnamaningsih et al., 2020).  

4.8.2 Analisa Data  

Teknik Analisa data penelitian ini untuk identifikasi senyawa kimia 

dihasilkan oleh ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 

menggunakan analisis deskriptif (menunjukan tabel ataupun gambar). 
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Kemudian analisis pada uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus 

dari ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dengan metode 

soxhletasi dan UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) dengan uji statistik 

SPSS yaitu uji one way ANOVA yang memiliki taraf kepercayaan 95% 

(Alifah et al,2023).  
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BAB 5.HASIL 

 

5.1 Hasil Determinasi Kulit Buah Kakao  

 UPT (Pengembangan Pertanian Terpadu) Politeknik Negeri Jember adalah tempat  

dilakukan determinasi. Seperti yang terlampir pada surat identifikasi pada 

lampiran 1, hasil determinasi menunjukkan apabila kulit buah kakao yang 

digunakan dapat dipastikan merupakan spesies (Theobroma cacao L.). 

5.2 Hasil Ekstraksi Kulit Buah Kakao  

Kulit buah kakao didapat dari pusat penelitian  kopi dan kakao Indonesia 

kabupaten jember atau Puslit, Ada beberapa tanda buah kakao yang sudah siap 

dimakan: kulitnya berubah hijau saat masak, buahnya mentah berubah merah 

menjadi jingga tua, tangkainya mulai mengering, dan buahnya dikocok atau 

digoncangkan. akan mengelurkan bunyi, dan panen dilakukan dua periode dalam 

setahun. Pertama-tama akan  dilakukan sortasi basah dengan cara memisahkan 

buah dengan kulit buah kemudian dirajang lalu dijemur di bawah terik matahari 

lalu dioven, setelah kering kemudian dihaluskan dengan cara diblender dan akan 

didapatkan hasil berupa serbuk simplisia dari kulit buah kakao. 

Serbuk simplisia kulit buah kakao kemdian ditimbang sebanyak 200 gram 

kemudian di ektraksi dengan metode soxhletasi dengan menggunakan 400 ml 

etanol 96% dan dilakukan sebanyak tiga kali replikasi. Sedangkan untuk 

ekstraksi dengan metode UAE ditimbang sebanyak  100 gram kulit buah kakao 

kering kemudian di ekstraksi menggunakan 300 ml pelarut etanol 96%. 

Kemudian dipekatkan dengan menggunakan water bath sehingga didapatkan 
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hasil berupa ekstrak kental. Hasil ekstrak kental dari metode Ultrasonic Assisted 

Extraction (UAE) di dapatkan untuk total hasil rendem yaitu 13,76% . 

Sedangkan untuk metode soxhletasi didapatkan total  rendemen yaitu 15,05 %. 

Tabel 5.1 Hasil Rendemen 

Metode Replikasi Berat ekstrak kental  Total % rendemen 

 

 

UAE 

 

1 4,18 ± 0,36  

13,76 % 
2 4,89 ± 0,36 

3 4.69 ± 0,36 

 

Soxhletasi 

 

1 5,15 ± 0,12  

15,05% 2 5,00 ± 0,12 

3 4,90 ± 0,12 

 

 

5.3 Hasil Skrining Fitokimia 

Hasil uji kandungan senyawa kimia menunjukkan bahwa ekstrak kulit 

buah kakao mengandung sejumlah senyawa aktif, termasuk alkaloid, flavonoid, 

tanin, saponin, dan polifenol. Endapan atau perubahan warna dari masing-masing 

pereaksi dapat dilihat dari hasil uji kandungan senyawa kimia. Hasil uji 

kandungan senyawa kimia ekstrak biji kakao dengan metode UAE dan soxhletasi 

dapat dilihat pada tabel 5.2 dan 5.3 

Tabel 5.2 Hasil uji kandungan senyawa kimia ekstrak kulit buah kakao dengan  

metode ekstraksi UAE 

Uji Senyawa Pereaksi Teoritis Hasil Ekstrak Kesimpulan 

Alkaloid Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

mayer 

Apabila 

terbentuknya 

endapan putih 

Terbentuk 

endapan putih 

Positif (+) 

Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

dragendorf 

Apabila 

terbebtuk 

endapan kuning 

kejinggan 

Terbentuk 

endapan  kuning 

kejinggan 

Positif (+) 

Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

wagner 

Apabila 

terbentuk 

endapan merah 
kecoklatan 

Terbentuk 

endapan  merah 

kecoklatan 

Positif (+) 
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Flavonoid Ekstrak + Air + 

serbuk Mg + HCl 

pekat 

Apabila 

terbentuk warna 

kuning 

kejinggaan 

Terbentuk warna 

kuning kejinggan  

Positif (+) 

Tanin Ekstrak + FeCl3 Apabila 

terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Positif (+) 

Saponin Ekstrak + air panas Apabila 

terbentuk warna 

busa yang stabil  

Terbentuk busa 

yang stabil  

Positif (+) 

Polifenol Ekstrak + FeCl3 Apabila 

terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Positif (+) 

Keterangan: (+) mengandung senyawa kimia pada ekstrak biji kakao 

Tabel 5.3  Hasil uji kandungan senyawa kimia ekstrak kulit buah kakao dengan  

metode ekstraksi UAE 

Uji Senyawa Pereaksi Teoritis Hasil Ekstrak Kesimpulan 

Alkaloid Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

mayer 

Apabila 

terbentuknya 

endapan putih 

Terbentuk 

endapan putih 

Positif (+) 

Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

dragendorf 

Apabila 

terbebtuk 

endapan kuning 

kejinggan 

Terbentuk 

endapan  kuning 

kejinggan 

Positif (+) 

Ekstrak + HCl 2N + 

2 tetes pereaksi 

wagner 

Apabila 

terbentuk 

endapan merah 

kecoklatan 

Terbentuk 

endapan  merah 

kecoklatan 

Positif (+) 

Flavonoid Ekstrak + Air + 

serbuk Mg + HCl 

pekat 

Apabila 

terbentuk warna 

kuning 

kejinggaan 

Terbentuk warna 

kuning kejinggan  

Positif (+) 

Tanin Ekstrak + FeCl3 Apabila 

terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Positif (+) 

Saponin Ekstrak + air panas Apabila 

terbentuk warna 

busa yang stabil  

Terbentuk busa 

yang stabil  
Positif (+) 

Polifenol Ekstrak + FeCl3 Apabila 
terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Positif (+) 

Keterangan: (+) mengandung senyawa kimia pada ekstrak biji kakao 
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5.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri  

Pengujian standar kekeruhan Mc. Farland 0,5 dengan panjang gelombang 

625 nm dan mendapatkan hasil absorbansi 0,091 dan untuk suspensi bakteri 

mendapatkan hasil absorbansi 0,091.  

 Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan ekstrak kulit buah kakao dapat 

menghambat bakteri Staphylococus aureus. Hasil uji aktibakteri Staphylococus 

aureus dengan menggunakan metode soxhletasi dengan konsentrasi 64% memiliki 

zona hambat yang lebih besar yaitu rata – rata sebesar  13,41 mm. Sedangkan 

zona hambat bakteri Staphylococus aureus dengan metode UAE dengan 

konsentrai 64% yaitu memiliki rata-rata sebesar 11,3 mm.  

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao 

 
Gambar 5.1  Hasil Uji Aktivitas Antibakteri 

(Sumber : Koleksi Pribadi,2023) 
 

Hasil uji aktivitas antibakteri berupa hasil pengukuran zona hambat untuk 

masing-masing ekstraksi dapat dilihat pada tabel 5.4 dan 5.5 
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Tabel 5 4 Hasil Uji Ekstrak Kulit Buah Kakao Terhadap Bakteri Staphylococus aureus dengan 

metode UAE 

Bahan Uji Konsentrasi Replikasi Zona Hambat 

(mm) 

Rata-Rata 

Zona 

Hambat  

SD 

Ekstrak 

Kulit Buah 

Kakao 

64% 1 10,79 11,30 0,535599 

 
2 11,07 

3 12,04 

Klindamisin 

(kontrol 

positif ) 

0,001% 1 20,18 19,236 0,66715 

 2 18,78 

3 18,75 

DMSO 

(kontrol 

negatif ) 

10% 1 0 0 0 

2 0 

3 0 

 

Tabel 5.5 Hasil Uji Ekstrak Kulit Buah Kakao Terhadap Bakteri Staphylococus aureus dengan 

metode Soxhletasi 

Bahan Uji Konsentrasi Replikasi Zona Hambat 

(mm) 

Rata-Rata 

Zona 

Hambat 

SD 

Ekstrak Kulit 

Buah Kakao 

64% 1 12,58 13,41 0,600389 

 
2 13,67 

3 13,98 

Klindamisin 

(kontrol 

positif ) 

0,001% 1 19,87 20,42 0,3937 

 2 20,77 

3 20,62 

DMSO 

(kontrol 

negatif ) 

10% 1 0 0 0 

2 0 

3 0 

 

5.5 Hasil Analisis Data  

Hasil uji one way ANOVA dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya 

pengaruh metode ekstraksi UAE dengan metode ekstraksi Soxhletasi terhadap 

antivitas antibakteri Staphylococus aureus pada ekstrak etanol kulit  buah kakao 

(Theobroma cacao L.) yang kemudian akan dilanjut dengan uji Duncam.  

Pengujian pertama yang dilakukan yaitu uji homogenitas dan normalitas yang 

dapat dilihat pada tabel 5.6 dan 5,7. 
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Tabel 5.6 Hasil Uji Normalitas 

Tests of Normality 

Sampel 

 

Statistic Df Sig. 

 

Hasil 

Kontrol Positif 0,870 3 0,228 Normal 

UAE 64% 0,908 3 0,411 Normal 

Kontrol Negatif . 3 . - 

Sokletasi 64% 0,983 3 0,748 Normal 

 

Seperti yang ditunjukkan dalam Tabel 5.6, hasil uji normalitas 

menunjukkan bahwa pada masing-masing sampel, p > 0,05, terdapat nilai 

signifikan untuk uji normalitas, yang menunjukkan bahwa varian data tersebut 

terdistribusi normal. Dengan demikian, pengujian one-way anova dianggap layak.  

Tabel 5.7 Hasil Uji Homogenitas 

  

 Statistic df1 df2 Sig. Hasil 

Kelompok 

Perbandingan 

Based on Mean 3.090 3 11 0,072 Homogen 

Based on Median 1.771 3 11 0,211 Homogen 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.771 3 8.678 0,225 Homogen 

Based on trimmed mean 2.969 3 11 0,079 Homogen 

 

Hasil uji homogenitas, yang ditunjukkan dalam tabel 5.7, menunjukkan 

bahwa masing-masing sampel memiliki nilai signifikan dengan p > 0,05. Oleh 

karena itu, hasil menunjukkan bahwa data tersebut terdistribusi homogen dan 

memenuhi syarat untuk pengujian one-way anova.  
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Tabel 5.8 Anova 

 

 
 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 807.949 3 269.316 536.822 0,000 

Within Groups 5.519 11 .502   

Total 813.468 14    

 

Berdasarkan tabel 5.8 menujukkan bahwa uji aktivitas antibakteri ekstrak 

kulit buah kakao dengan metode UAE dan soxhletasi mempunyai nilai signifikan 

sebesar 0,000 dengan nilai nyata P <0,05 . Maka dapat diletahui bahwa metode 

ekstraksi berdampak pada diameter area yang menghambat pertumbuhan 

antibakteri Staphylococus aureus. 

Tabel 5.9 Hasil Uji Duncan 

Kelompok Perlakuan  N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Kontrol Negatif  3 0,0000    

UAE 64% 3  11.3000   

Soxhletasi 64% 3   13.4100  

Kontrol Positif  3    19.8283 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Keterangan :  

1. Perbedaan letak kolom nilat subset menunjukkan singkat perbedaan antar 

varian.  

2. Nilai yang terletak pada kolom subset menunjukkan adanya perbedan yang 

signifikan antar varian. 

Berdasarkan tabel 5,0 Hasil uji Post-Hoc Duncam berikit menunjukkan 

bahwa adanya perbedaan nyata secara signifikan antara metode ekstraksi 
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soxhletasi lebih baik dibandingkan dengan metode UAE terhadap bakteri 

Staphylococus aureus.  
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BAB 6.PEMBAHASAN 

 

6.1 Ekstraksi Kulit Buah Kakao  

Ekskresi sendiri adalah proses pemisahan kandungan zat kimia dari 

jaringan tumbuhan atau hewan dengan menggunakan penyari tertentu. Pada 

penelitian ini, metode ekstraksi ultrasonic assisted extraction (UAE) dan 

soxhletasi digunakan dengan pelarut etanol 96%. Penggunaan pelarut etanol 96% 

dilakukan karena menghasilkan ekstrak yang kental (murni), yang memudahkan 

proses identifikasi.  Etanol juga mudah menguap, mudah didapat, dan cukup aman 

(Amini et al., 2019).  

Proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode soxhletasi memiliki 

prinsip kerja dimana penyaringan yang dilakukan secara berulang-ulang, akan 

mendapatkan hasil yang lebih sempurna dan juga pelarut yang digunakan relatif 

sedikit, dan kemudian filtrat yang didapatkan dipekatan dengan cara di waterbath 

hingga didapatkan ekstrak kenal. Kelebihan dari metode soxhletasi sendiri adalah 

proses soxhletasi berlangsung dengan cepat, jumlah pelarut dan sampel yang 

digunakan lebih sedikit , Selain itu, karena selama proses ekstraksi, sampel selalu 

terbasahi dengan cairan penyari yang jernih dan proses berlangsung secara 

konsisten atau terus menerus, ekstraksi akan berjalan efektif (Febryanto, 2017). 

Sedangkan metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) sendiri adalah teknik 

ekstraksi yang dilakukan dengan memberikan gelombang ultrasonik pada bahan 

yang akan dilakukan ekstraksi, kemudian filtrat yang dihasilkan dipekatkan 

dengan cara di waterbath pada sehingga didapatkan hasil berupa ekstrak kental. 

Hasil ekstrak kental dari metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) rata-rata 



50 

 

 
 

sebesar 13,76 gram dari 300 gram simplisia dan untuk total hasil rendem yaitu 

13,76% . Sedangkan untuk metode soxhletasi didapatkan total ekstrak kental yaitu 

15,05 gram dari 600 gram simplisia dan untuk total rendemen didapatkan hasil 

yaitu 15,05 %.  

6.2 Kandungan Senyawa Kimia Ekstrak Kulit Buah Kakao 

Ekstrak kulit buah kakao yang telah didapat kemudian dilakukan 

pengujian kandungan senyawa kimia untuk mengetahui senyawa metabolit 

sekunder yang terdapat dalam ekstrak kulit buah kakao. Hasilnya menunjukkan 

bahwa ekstrak kulit buah kakao terbukti memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, 

tanin, saponin, dan polifenol, yang merupakan senyawa positif.  

Pada penelitian ini analisa ekstrak kulit buah kakao ditemukan senyawa 

flavonoid, adapun flavonoid dapat bekerja dengan cara mendenaturasi protein, 

yang menghentikan metabolisme bakteri. Berhentinya proses metabolisme ini 

akan menyebabkan sel bakteri mati (Siti et al., 2016). Penelitian ini positif 

mengandung flavonoid yang ditunjukkan dengan terbentuknya warna kuning 

hingga jingga pada saat pengujian.   

Uji alkaloid dilakukan dengan cara ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 gram 

dan dilarutkan dengan HCl 2N , kemudian dibagi menjadi tiga tabung reaksi, 

tabung pertama diberi dengan pereaksi Mayer, tabung ke dua diberi pereaksi 

Dragendorff, kemudian tabung ke tiga diberi pereaksi Wagner. Penelitian ini 

positif mengandung alkaloid ditunjukkan dengan terbentuknya endapan berwarna 

putih pada tabung satu, kemudian endapan berwarna kuning kejinggaan pada 

tabung dua dan endapan berwarna merah kecoklatan pada tabung tiga (Adhayanti 
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et al., 2018).  Alkaloid mempengaruhi bagian penyusun peptidoglikan sel bakteri, 

menyebabkan lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk, mengakibatkan kematian 

pada sel. (Kurniawan et al., 2015).  

Tanin juga dinyatakan positif terkandung dalam ekstrak kulit buah kakao 

ditandai dengan terbentuknya warna hitam kehijauan. Tanin memiliki kemampuan 

untuk menghentikan kerja enzim protease. Selain itu, ketersediaan asam amino 

pada sel sangat penting jika tidak tersedia, metabolisme bakteri akan terhenti, 

yang dapat menyebabkan kematian sel bakteri (Pappa et al., 2019).  

Saponin juga dinyatakan positif terkandung pada ekstrak kulit buah kakao, 

yang ditandai dengan terdapatnya busa yang menetap pada ekstrak yang telah  

dicampur dengan menggunakan aquadest panas setelah dikocok. Mekanisme 

saponin sebagai antibakteri yaitu bereaksi dengan porin atau bisa juga disebut 

(protein transmembran) yang terdapat pada membran luar dinding sel bakteri, 

sehingga akan mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya porin tersebut  akan 

mengakibatkan sel bakteri kekurangan nutrisi, sehingga dari sanalah pertumbuhan 

bakteri akan terhambat atau mati (Rahmawatiani et al., 2020).  

Pengujian terakhir yaitu polifenol, adapun polifenol bertindak sebagai 

toksin dalam sitoplasma, merusak dan menembus dinding sel dan mengendapkan 

protein sel bakteri (Kumalasari et al., 2020).  Adapun kulit buah kakao sendiri 

dinyatakan positif mrngandung poifenol ditandai dengan terbentuknya warna 

hitam pekat pada saat pengujian. 
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6.3 Uji Aktibakteri  

Metode difusi agar sumuran digunakan untuk menguji aktivitas 

antibakteri. Metode ini dipilih karena mudah digunakan namun tetap memberikan 

hasil yang diharapkan. Kelebihan metode difusi agar sumuran adalah lebih mudah 

untuk mengukur luas zona hambat yang terbentuk karena bakteri beraktivitas 

tidak hanya pada permukaan atas nutrien agar saja tetapi juga sampai ke bawah. 

(Nurhayati et al., 2020). Prinsip dari metode sumuran yaitu membuat lubang pada 

media agar yang sebelumnya telah diinokulasi dengan bakteri uji terlebih dahulu, 

Larutan atau sampel akan kemudian diteteskan pada lubang sumuran yang telah 

dibuat sebelumnya. Ada zona hambat, atau wilayah jernih, di sekitar lubang 

sumuran yang terbentuk, yang menunjukkan bahwa mikroorganisme menghalangi 

pertumbuhan atau penghambatan (Retnaningsih et al., 2019).  

Metode ini digunakan untuk mengetahui seberapa besar zona hambat yang 

terbentuk di sekitar sumuran ekstrak kulit buah kakao. Untuk mencapai tujuan ini, 

konsentrasi ekstrak kulit buah kakao yang digunakan yaitu 64% dengan 

menggunakan dua metode ekstraksi yaitu Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) 

dan Soxhletasi terhadap bakteri Staphylococus aureus dengan dilakukannya 

pengujian sebanyak 3 kali replikasi. Dari penelitian yang telah dilakukan dengan 

menggunakan metode sumuran didapatkan hasil yaitu terdapat zona hambat pada 

masing-masing ekstraksi baik dengan metode Ultrasonic Assisted Extraction 

(UAE) ataupun dengan metode soxhletasi. Zona hambat sendiri merupakan daerah 

jernih di sekeliling sumur dari media pertumbuhan bakteri uji yang tidak terdapat  
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pertumbuhan bakterinya. Semakin besar zona bening yang dihasilkan pada saat 

pengujian  maka semakin besar daya hambat antibakterinya (Putri et al., 2016).  

Pengujian ini dilakukan dengan dua kontrol: kontrol positif dan kontrol 

negatif. Kontrol positif menggunakan antibiotik klindamisin, sedangkan kontrol 

negatif menggunakan DMSO 10%. Pemilihan klindamisin sendiri dikarenakan 

klindamisin termasuk ke dalam golonganantibiotik linkosamida yang dapat 

digunakan mengobati infeksi serius yang disebabkan oleh bakteri. Mekanisme 

kerja dari antibiotik klindamisin sendiri adalah dengan menghambat sintesis 

protein pada ribosom bakteri, sehingga akan mengganggu proses pembentukan 

rantai peptide pada sel bakteri (Athaillah et.al., 2020). Sedangkan DMSO 10% 

sebagai kontrol negatif yaitu karena DMSO 10% merupakan pelarut yang dapat 

melarutkan hampir semua senyawa polar maupun non polar (Huda et al., 2019). 

Penggunaan kontrol positif digunakan untuk membandingkan aktivitas antibakteri 

kulit buah kakao dengan antivitas antibakteri antibiotik sinetik sebelumnya. 

Penggunaan kontrol negatif digunakan untuk memastikan bahwa zona hambat 

yang terbentuk tidak berasal dari pengaruh media atau pelarut. 

Hasil uji daya hambat ekstrak kulit buah kakao yang di ekstraksi dengan 

metode soxhletasi menunjukkan daya hambat bakteri yang lebih besar terhadap 

bakteri Staphylococus aureus yaitu 13,41 mm dibandingkan dengan ekstraksi 

yang dilakukan dengan metode  Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) yaitu 11,30 

mm dan juga dengan hasil rendemen 15,05% pada soxhletasi dan 13,76% pada 

UAE. Terdapatnya perbedaan zona hambat dari kedua metode tersebut berbanding 

lurus dengan beberapa penelitian yang telah dilakukan terhadap kedua metode 
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ekstraksi tersebut, dimana dinyatakan rata-rata hasil rendemen tertinggi 

ditunjukkan pada metode soxhletasi yang memiliki hasil rendemen lebih tinggi 

dari pada metode ekstraksi UAE. Nilai hasil rendemen tersebut mempengaruhi 

besarnya antivitas antibakteri, dimana semakin tinggi rendemen ekstrak maka 

efektifitas antibakteri juga semakin besar.  

Selain itu penelitian yang dilakukan oleh (Dewatisari.,et al 2018) juga 

menyatakan semakin besar presentase rendemen yang diperoleh maka komponen 

senyawa aktif dalam ekstrak yang diperoleh akan semakin banyak. Pada penelitian 

ini didapatkan hasil rendemen dengan metode soxhletasi lebih tinggi 

dibandingkan dengan ekstraksi yang dilakukan dengan metode UAE. Sehingga 

dapat disimpulkan bahwa kandungan senyawa aktif lebih besar terkandung pada 

ekstraksi yang dilakukan dengan metode soxhletasi sehingga dihasilkan zona 

hambat yang lebih besar.  

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Ridwan et al.,2017) juga 

menyatakan proses ekstraksi soxhletasi yang dilakukan secara berulang-ulang 

dengan proses ekstraksi yang lebih lama akan menghasilkan komponen ekstrak 

yang terisolasi dengen lebih sempurna.  

Terbentuknya zona hambat di sekitar sumuran disebabkan oleh aktivitas 

dari kandungan senyawa kimia yang terdapat dalam kulit buah kakao yaitu 

terdapatnya Alkaloid, flavonoid, tannin, saponin dan polifenol yang dapat terbukti 

dapat menghambat bakteri Staphylococus aureus. 

Senyawa-senyawa di dalam ekstrak masing-masing memiliki mekanisme 

penghambatan yang berbeda-beda terhadap pertumbuhan bakteri itu sendiri. 
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Pertama yaitu alkaloid, Alkaloid bekerja sebagai antibakteri dengan mengganggu 

dan menghambat komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga 

lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian 

sel. Selanjutnya, flavonoid membentuk senyawa kompleks yang terdiri dari 

protein ekstraseluler juga yang terlarut, yang merusak membran sel bakteri dan 

menyebabkan kematian sel (Amalia et al., 2017). Tanin juga memiliki aktivitas 

antibakteri, bekerja dengan menghentikan enzim reverse transkriptase dan DNA 

topoisomerase, yang mencegah pembentukan sel pada bakteri. Sebaliknya, cara 

saponin bekerja adalah dengan mengurangi tegangan permukaan, yang 

meningkatkan permeabilitas sel dan membuka sel, yang memungkinkan senyawa 

intraseluler keluar. (Ngajow et al., 2014). Sedangkan mekanisme kerja dari 

senyawa polifenol sebagai antibakteri, polifenol bertindak sebagai toksin pada 

sitoplasma, merusak dinding sel, dan dapat mengikat protein ke sel bakteri ( 

Kumalasari et al., 2020).  

Untuk menganalisis data antibakteri dari ekstrak kulit buah kakao dalam 

penelitian ini, dilakukan dengan uji statistik One-way Anova dengan SPSS. 

Tujuan uji statistik ini adalah untuk menentukan normalitas, homogenitas, dan ada 

tidaknya perbedaan zona hambat pada ekstraksi UAE dan Soxhletasi. Tabel 5.6 

menunjukkan bahwa pengujian normalitas menemukan nilai signifikan untuk 

masing-masing sampel dengan P> 0,05, sehingga varian data terdistribusi normal. 

Selanjutnya pada tabel 5.7 menunjukkan bahwa pengujian homogenitas 

menemukan nilai signifikan untuk masing-masing sampel, sehingga dapat 

disimpulkan bahwa varian data terdistribusi homogen.. Sedangkan pada tabel 5.9 
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menunjukkan bahwa adanya perbedaaan zona hambat pada ekstrak kulit buah 

kakao yang di ektraksi dengan metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) dan 

soxhletasi pada konsentrasi yang sama yaitu konsentrasi 64%  terhadap bakteri 

Staphylococus aureus ditunjukkan dengan perbedaan kolom nitrat subset yang 

signifikan antar varian.  
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BAB 7.PENUTUP 

7.1 Kesimpulan 

       Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini dapat disimpulkan:  

1. Ekstrak kulit buah kakao yang diekstraksi dengan metode UAE dan 

soxhletasi terbukti mengandung senyawa kimia yaitu terdapat kandungan 

alkaloid,flavonoid,tanin,saponin dan polifenol.  

2. Uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao yang di ekstraksi 

menggunakan metode soxhletasi dan UAE terhadap bakteri Staphylococus 

aureus terbukti adanya perbedaan nyata dan termasuk dalam kategori kuat 

dimana hasil diameter zona hambat pada metode UAE yaitu 11,30 mm dan 

13,41 mm pada metode soxhletasi.  

 

7.2 Saran  

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang ekstrak kulit buah kakao 

terhadap Staphylococus aureus dengan varian konsentrasi, metode 

ekstraksi dan metode uji aktivitas antibekteri lainnya.  

2. Pengujian tambahan diperlukan untuk mengetahui kandungan senyawa 

lain pada kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) . 

3. Untuk memperkuat hasil uji aktivitas antibakteri, sampel tanaman kakao 

perlu dilakukan pengujian pada bagian lainnya untuk memperkuat 

aktivitas anktibakteri yang terdapat dalam kakao.  

4. Perlu ada lebih banyak informasi tentang kemajuan dalam ilmu kesehatan 

yang berkaitan dengan tanaman kakao sebagai zat antibakteri. 
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Lampiran 1 : Determenasi tanaman  
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Lampiran 2 : Pembuatan Serbuk Simplisia  

  
Sortasi basah Hasil pengeringan 

 

 

 

Pembuatan serbuk simplisia kulit buah 

kakao 
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Lampiran 3 : Pembuatan Ekstrak Metode Soxhletasi 

  
Penimbangan bahan Proses ekstraksi soxhletasi 

 

  
Proses waterbath Hasil ekstrak kental 
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Lampiran 4 : Pembuatan Ekstrak Metode UAE  

  
Penimbangan bahan Proses ekstraksi UAE 

 

  
Proses waterbath Hasil ekstrak kental 
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Lampiran 5 : Skrining Fitokimia 

a. Skrining Fitokimia Ekstrak Dengan Metode Soxhletasi 

Uji 

Senyawa 

Pereaksi Dokumentasi  Hasil Ekstrak 

Alkaloid Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

mayer 

 

Terbentuk endapan 

putih 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

dragendorf 

Terbentuk endapan  

kuning kejinggan 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

wagner 

Terbentuk endapan  

merah kecoklatan 

Flavonoid Ekstrak + Air 

+ serbuk Mg + 

HCl pekat 

 

Terbentuk warna 

kuning kejinggan  
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Tanin Ekstrak + 

FeCl3 

 

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  

Saponin Ekstrak + air 

panas 

 

Terbentuk busa 

yang stabil  

Polifenol Ekstrak + 

FeCl3 

 

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  
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b. Uji Skrining Fitokimia Ekstrak Kental Dengan Metode UAE  

Uji 

Senyawa 

Pereaksi Dokumentasi Hasil Ekstrak 

Alkaloid Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi mayer 

 

Terbentuk endapan 

putih 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

dragendorf 

Terbentuk endapan  

kuning kejinggan 

Ekstrak + HCl 

2N + 2 tetes 

pereaksi 

wagner 

Terbentuk endapan  

merah kecoklatan 

Flavonoid Ekstrak + Air + 

serbuk Mg + 

HCl pekat 

 

Terbentuk warna 

kuning kejinggan  
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Tanin Ekstrak + 

FeCl3 

 

Terbentuk warna 

hitam kehijauan 

hingga hitam pekat 

Saponin Ekstrak + air 

panas 

 

Terbentuk busa 

yang stabil  

Polifenol Ekstrak + 

FeCl3 

 

Terbentuk warna 

hitam kehijauan  
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Lampiran 6 : Uji Aktivitas Antibakteri 

  
Peremajaan Bakteri Staphylococus 

aureus 

 

Sterilisasi alat 

 

  
Pembuatan Mc Farland dan suspensi 

bakteri 

 

Pembuatan NA 
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Pembuatan MHA Pengujian antibakteri 

 

 

 

 

 

Inkubasi  
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Hasil absorbansi mc.farland dan suspensi bakteri  
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Lampiran 7: Hasil uji aktivitas antibakteri metode ekstraksi UAE  

Sampel Replikasi Gambar 

Ektrak kulit buah kakao R1 

 
Ektrak kulit buah kakao R2 

 
Ektrak kulit buah kakao R3 
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Lampiran 8: Hasil uji aktivitas antibakteri metode ekstraksi soxhletasi 

Sampel Replikasi Gambar 

Ektrak kulit buah kakao R1 

 
Ektrak kulit buah kakao R2 

 
Ektrak kulit buah kakao R3 

 
 

 



78 

 

 
 

Lampiran 9 : Hasil Uji Statistik 

 

Tests of Normality 

Sampel 

 

Statistic Df Sig. 

 

Hasil 

Kontrol Positif 0,870 3 0,228 Normal 

UAE 64% 0,908 3 0,411 Normal 

Kontrol Negatif . 3 . - 

Sokletasi 64% 0,983 3 0,748 Normal 

 

                     

                         Test of Homogeneity of Variances 

 

 

 Statistic df1 df2 Sig. Hasil 

Kelompok 

Perbandingan 

Based on Mean 3.090 3 11 0,072 Homogen 

Based on Median 1.771 3 11 0,211 Homogen 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.771 3 8.678 0,225 Homogen 

Based on trimmed mean 2.969 3 11 0,079 Homogen 

 

 

 

Anova 

 

 

 

Sum of 

Squares Df 

Mean 

Square F Sig. 

Between 

Groups 

807.949 3 269.316 536.822 0,000 

Within Groups 5.519 11 .502   

Total 813.468 14    
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Hasil Uji Duncam 

Sampel N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Kontrol Negatif-DMSO 

10% 

3 0.0000 

   

UAE 64% 3  11.3000   

Soxhletasi 64% 3   13.4100  

Kontrol 

Positif+Klindamisin 

6 

   

19.8283 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

 

Lampiran 10 : Perhitungan  

a. Perhitungan konsentrasi ekstrak  

 Konsentrasi 64% = 64 x 5 ml 100 = 3,2 gram  

ad 5 ml aquadest  

b. Perhitungan Kontrol Positif Klindamisin  

300 gm   : 1 kapsul ~ 100 ml akuadest  

Kadar klindamisisn 3 mg/ml  

1 ml ~ 100 ml = 300 µ 

 Caranya: Ambil klindamisin timbang 0,1 gram masukkan ke dalam labu 

ukur tambahkan akuadest sebanyak 100 ml 
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