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ABSTRACT

This study aims to evaluate the antibacterial activity of the n-hexane extract and fraction of
cocoa pod husk against Staphylococcus aureus. The antibacterial was tested using the paper
disc diffusion method. The results showed that the extract inhibited bacteria with inhibition
zones of 7.13 +0.29; 8.58 £ 0.14; 9.60 + 0.87; and 10.97 £ 0.08 mm at concentrations of 1%,
5%, 10%, and 20%, respectively. The fractionation process produced 9 fractions and the 9th
fraction showed the greatest inhibitory activity with inhibition zone diameters of 7.42 + 0.03;
9.22+0.03; 10.43 £ 0.03; and 11.83 £ 0.03 mm at concentrations of 1%, 5%, 10%,; and 20%
respectively. Phytochemical analysis and thin-layer chromatography (TLC) showed the
presence of terpenoid and steroid compounds. Based on the antibacterial activity exhibited by
the extract and fraction, this plant shows potential to be developed as a source of natural
antibacterials.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki keragaman jenis tanaman dan
sebagian besar dari tanaman ini berpotensi sebagai tanaman obat. Indonesia memiliki 80% dari
spesimen tanaman seluruh dunia dengan kisaran jenis tanaman 25.000 hingga 30.000 dan
menjadikan Indonesia sebagai negara kedua dengan keragaman biodiversitas setelah Brazil
(Syamsiah et al., 2016). Pemanfaatan tanaman obat di Indonesia terus berkembang seiring
meningkatnya resistensi terhadap antibiotik sintesis, yang kini menjadi ancaman global.
Resistensi antimikroba menyebabkan pengobatan kurang efektif, memperpanjang durasi
pengobatan, bahkan dapat menyebabkan kematian (Siahaan et a/., 2022). Pada tahun 2019, 4,95

juta orang meninggal akibat terinfeksi bakteri yang resisten terhadap antibiotik (Gach et al.,
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2024). Salah satu bakteri yang paling umum menyebabkan berbagai infeksi adalah
Staphylococcus aureus (S. aureus) yang merupakan patogen penyebab infeksi kulit, jaringan,
hingga organ tubuh seperti nasofaring (Wei ef al., 2023). Saat ini pengobatan penyakit yang
disebabkan oleh bakteri ini masih menggunakan antibiotik, namun penggunaan antibiotik yang
terus berulang menyebabkan peningkatan resisten terhadap bakteri S. aureus. Resistensi ini
mendorong pencarian agen antimikroba baru yang lebih aman dan berbasis alam

Berbagai tanaman telah dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri yang signifikan.
Tanaman yang berasal dari famili Malvaceae seperti Hibiscus sabdariffa dan Abelmoschus
esculentus menunjukkan aktivitas antibakteri melalui kandungan metabolit sekundernya
(Elkhalifa et al., 2021; Venkatesan et al., 2024). Aktivitas yang dihasilkan tanaman dalam
famili Malvaceae memperkuat temuan bahwa tanaman Theobroma cacao L. juga memiliki
aktivitas antibakteri. Penelitian sebelumnya melaporkan biji kakao yang mengandung
epikatekin mampu mengurangi pertumbuhan Porphyromonas gingivalis hingga 84% dalam
konsentrasi 1.000 pg/mL, dan menghambat pertumbuhan secara menyeluruh dalam konsentrasi
2.000 pg/mL (Vaillancourt et al., 2022). Selain itu, ekstrak daun kakao mengandung metabolit
sekunder seperti polifenol, tanin, terpenoid, dan steroid yang berfungsi dalam menghambat
pertumbuhan patogen Enterobacter aerogenes dengan nilai Konsentrasi Bakterisida Minimum
(MBC) sebesar 256 pg/mL (Nayim et al., 2018).

Bagian lain dari tanaman kakao yang potensinya belum banyak dimanfaatkan dan sering
menjadi limbah pertanian adalah kulit buah kakao. Kulit buah kakao merupakan komponen
terbesar dari massa buah kakao. Ekstraksi dengan berbagai pelarut menunjukkan bahwa pelarut
n-heksana memberikan rendemen tertinggi jika dibandingkan dengan pelarut metanol dan etil
asetat (Febrina et al., 2024). Aktivitas antibakteri ekstrak metanol dan etil asetat telah
dilaporkan pada penelitian sebelumnya, terbukti mampu menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus pada konsentrasi 20% dan 10% secara berturut-turut (Yahya et al., 2021). Sementara
itu, fraksinasi menggunakan pelarut polar menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus epidermidis dan Salmonella choleraesuis (Santos et al., 2014). Hingga saat ini,
aktivitas antibakteri dari ekstrak n-heksana serta fraksinya belum banyak dilaporkan. Analisis
aktivitas sitotoksik dalam penelitian kami sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak serta fraksi
kulit buah kakao n-heksana mengandung terpenoid eukaliptol sebesar 22,93% dan memiliki
aktivitas sitotoksik tinggi dengan nilai ICso 192,75 ppm untuk ekstrak dan 0,29 ppm untuk fraksi
yang paling aktif (Mustanir et al., 2020). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
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menganalisis aktivitas antibakteri dari ekstrak n-heksana serta fraksi-fraksinya terhadap S.

aureus dalam upaya eksplorasi bioaktivitas dari limbah pertanian.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Peralatan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah metanol teknis, n-heksana teknis, etil
asetat teknis, Nutrient Agar (NA) (Oxoid, England), Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid,
England), Dragendorff (Sigma-Aldrich), Mayer (Sigma-Aldrich), Liebermann—Burchard
(Merck, Germany), larutan FeCls 1% (Merck, Germany), larutan HC1 1 N (Merck, Germany),
serbuk Mg (Merck, Germany), larutan amonia 25% (Merck, Germany), air suling, larutan NaCl
0,9% steril (Merck, Germany), dan gentamisin 10 ug (Oxoid, England). Bakteri uji yang
digunakan adalah S. aureus ATCC 25923.

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf, inkubator suhu 37°C,
spektrofotometer UV-Vis SHIMADZU® tipe UV-1800, rotary evaporator Rotavapor® R-300,
dan kolom kromatografi (Pyrex).

Pengumpulan dan Identifikasi Tanaman

Kulit buah kakao diambil dan dikumpulkan dari Desa Lawe Loning, Kecamatan Lawe
Sigala-gala, Kabupaten Aceh Tenggara, Provinsi Aceh. Pengambilan sampel dilakukan pada
awal Februari 2019 dan dilanjutkan dengan identifikasi di Laboratorium Herbarium, Jurusan

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Syiah Kuala.

Ekstraksi Kulit Buah Kakao

Sampel kulit buah kakao dibersihkan dari kotoran yang menempel, kemudian dipotong
menjadi ukuran yang lebih kecil, dikeringanginkan, dan digiling hingga sampel berbentuk
serbuk (simplisia). Sebanyak 20 kg simplisia dimaserasi menggunakan pelarut metanol selama
24 jam pada suhu ruang. Hasil maserasi disaring dan bagian filtratnya diuapkan menggunakan
vacum rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental tersebut
selanjutnya dipartisi dengan n-heksana dan diuapkan menggunakan vacuum rotary evaporator

hingga diperoleh ekstrak n-heksana kulit buah kakao.

Isolasi Ekstrak n-Heksana Kulit Buah Kakao

Ekstrak n-heksana kulit buah kakao sebanyak 50 g dipisahkan menggunakan
kromatografi kolom gravitasi dengan fase diam silika gel Geo dan pelarut n-heksana:etil asetat
sebagai eluen (1:0 hingga 0:1, v/v). Setiap eluat diidentifikasi pola noda menggunakan
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kromatografi lapis tipis dengan eluen n-heksana:etil asetat. Eluat dengan pola noda yang sama

digabungkan dan dijadikan satu fraksi.

Pengujian Fitokimia
Ekstrak n-heksana kulit buah kakao yang diperoleh dilakukan pengujian fitokimia yang
meliputi pengujian kandungan alkaloid, steroid, terpenoid, flavonoid, saponin, dan fenolik

berdasarkan prosedur Harborne (Harborne, 1984).

Pengujian aktivitas antibakteri
Pembuatan Konsentrasi Larutan Uji

Sebanyak 0,02 gram dari ekstrak n-heksana kulit buah kakao dilarutkan dalam 1 mL »n-
heksana untuk memperoleh larutan uji 20% (b/v). Larutan uji tersebut dijadikan stok untuk

membuat larutan dengan konsentrasi 1%, 5%, 10%, dan 20%.

Pembuatan dan Sterilisasi Media

Penelitian ini menggunakan media Nutrient Agar (NA) sebagai media pertumbuhan
bakteri dan Mueller-Hinton Agar (MHA) sebagai media uji aktivitas antibakteri. Pembuatan
media NA dilakukan dengan cara melarutkan 0,84 gram bubuk NA ke dalam 30 mL akuades.
Sedangkan Media MHA dibuat dengan melarutkan 44,46 g bubuk MHA ke dalam 1.170 mL
akuades. Kedua media tersebut masing-masing diaduk sampai homogen dalam erlenmeyer dan
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi
selesai, suhu media dibiarkan menurun hingga mencapai +50 °C. Media dituangkan ke dalam

cawan petri dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Kultur Bakteri
Stok bakteri S. aureus diinokulasikan pada media NA dengan metode tiga kuadran.
Pinggiran cawan petri dipanaskan dan dibalut menggunakan plastik wrap. Kemudian, media

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18 jam.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Diambil 3-5 koloni, bakteri S. aureus yang telah dikultur, menggunakan ose yang telah
dipijarkan dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi larutan NaCl 0,9% steril.
Campuran tersebut dihomogenkan dan diukur kerapatannya menggunakan spektrofotometer

pada panjang gelombang 625 nm dengan nilai absorbansi 0,08-0,10 sesuai dengan kerapatan
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standar 0,5 McFarland atau setara dengan 1-2 x 108 Colony Forming Unit (CFU)/mL. Suspensi

inokulum yang sesuai dengan standar digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri.

Uji Daya Hambat Ekstrak dan Fraksi n-Heksana Terhadap Pertumbuhan Bakteri

Aktivitas antibakteri dianalisis menggunakan metode difusi kertas cakram (Kirby-
Bauer) dengan modifikasi (Hudzicki, 2009). Inokulum diswab ke seluruh permukaan media
MHA, diulangi sebanyak tiga kali dengan memutar media sebesar 60° pada setiap pengulangan.
Cakram yang ditetesi masing-masing pelarut (sebagai kontrol negatif), larutan uji sebanyak 20
puL (1%, 5%, 10%, dan 20%) dan gentamisin (sebagai kontrol positif) dimasukkan ke media.
Pertumbuhan bakteri diamati pada setiap cakram. Zona hambat atau zona bening diukur

menggunakan jangka sorong dalam ukuran milimeter.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Fitokimia Ekstrak n-heksana Kulit Buah Kakao

Uji fitokimia merupakan analisis kualitatif pada tanaman yang bertujuan untuk
mengetahui keberadaan golongan senyawa metabolit sekunder terkandung sehingga dapat
dijadikan panduan dalam isolasi senyawa dan uji hayati. Berdasarkan hasil uji fitokimia (Tabel
1), ekstrak n-heksana kulit buah kakao mengandung senyawa golongan terpenoid dan steroid.
Penelitian kami sebelumnya menunjukkan bahwa hasil analisis fraksi n-heksana kulit buah
kakao yang aktif mengandung tiga jenis senyawa monoterpenoid yaitu eucalyptol, eugenol, dan
d-limonene yang merupakan senyawa nonpolar (Mustanir et al., 2020). Isolasi senyawa steroid
dalam ekstrak n-heksana kulit buah kakao belum pernah dilaporkan secara kuantitatif, namun
analisis kualitatif pada ekstrak ini terbukti mengandung senyawa steroid dan terpenoid (Yahya
et al., 2021). Pelarut nonpolar seperti n-heksana efektif untuk mengekstrak senyawa-senyawa
nonpolar, termasuk terpenoid dan steroid dengan polaritas rendah seperti diterpenoid dan sterol
(Siddiqui et al., 2024). Analisis komponen senyawa dari ekstrak nonpolar Arctium lappa L.
Root memperoleh 14 senyawa nonpolar, di antaranya adalah 4 terpenoid, 2 sterol dan 1 turunan

steroid (Romano et al., 2025).

Tabel 1. Uji fitokimia ekstrak n-heksana kulit buah kakao

Uji Fitokimia Reagen Uji Ekstrak n-Heksana Kulit Buah Kakao
Alkaloid Mayer -
Wagner -
Dragendorff -
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Flavonoid Mg+ HCI 1 N -
Terpenoid Liebermann-Burchard +
Steroid Liebermann-Burchard +
Saponin H>0 dan dikocok -
Fenolik FeCls 1% -

Keterangan: + : Mengandung senyawa metabolit sekunder
- : Tidak mengandung senyawa metabolit sekunder
Isolasi Komponen Kimia Ekstrak n-Heksana Kulit Buah Kakao
Hasil pemisahan komponen kimia dari ekstrak n-heksana kulit buah kakao
menggunakan kromatografi kolom diperoleh 450 fraksi, kemudian dianalisis menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT) untuk mengamati pola noda tiap fraksi. Pola noda setiap fraksi
yang memiliki pola noda yang sama digabungkan hingga mendapatkan total fraksi akhir

menjadi 9 fraksi (Gambar 1).

HE 35:15)

O

Gambar 1. Pola Noda KLT Ekstrak n-Heksana Kulit Buah Kakao (E) dan Sembilan Fraksi
Gabungan (1-9) dengan Eluen N-Heksana:Etil Asetat (3,5:1,5) v/v

Hasil KLT menunjukkan bahwa fraksi gabungan 1-9 mengandung senyawa terpenoid
atau steroid yang ditandai dengan pola noda berwarna merah-ungu (Satria et al., 2023). Hasil
penentuan kualitatif senyawa metabolit sekunder menggunakan plat KLT pada fraksi
menunjukkan kesesuaian dengan hasil uji fitokimia terhadap ekstrak. Fraksi 7, 8, dan 9
menunjukkan pola noda lebih rendah yang mengindikasikan kemungkinan adanya senyawa
terpenoid atau steroid dengan gugus polar seperti hidroksil (Jiang et al., 2016). Fraksinasi pada
ekstrak dengan pelarut polar, yaitu metanol, juga sudah dilaporkan dan didapatkan 9 fraksi

gabungan dengan senyawa utama berupa asam benzoat polar (Yahya ef al., 2022).
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Aktivitas Antibakteri Ekstrak dan Fraksi n-Heksana Kulit Buah Kakao

Aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi n-heksana kulit buah kakao dianalisis
menggunakan metode difusi kertas cakram (Kirby Bauer). Zona bening yang dihasilkan oleh
ekstrak dan fraksi menentukan aktivitas antibakteri yang dihasilkan. Semakin luas dan jelas
zona bening tersebut, semakin aktif senyawa sebagai antibakteri (Koohsari et al., 2015). Hasil
uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi n-heksana kulit buah kakao terhadap bakteri S. aureus

dinyatakan dalam ukuran milimeter yang ditampilkan pada Gambar 2 dan Gambar 3.
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Gambar 2. Aktivitas antibakteri ekstrak n-heksana kulit buah kakao (a) Zona hambat yang
dihasilkan pada uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram. K+ =
kontrol positif (gentamisin), K— = kontrol negatif (pelarut), angka persen
menunjukkan konsentrasi ekstrak (1%, 5%, 10%, 20%); (b) Diameter zona bening
(mm) pada berbagai konsentrasi ekstrak. Data disajikan sebagai rerata + standar
deviasi (n = 3).

Ekstrak n-heksana kulit buah kakao dengan konsentrasi 1%, 5%, 10%, dan 20%
menghasilkan diameter zona hambat berturut-turut yaitu 7,13 + 0,29 mm; 8,58 + 0,14 mm; 9,60
+ 0,87 mm dan 10,97 + 0,08 mm. Aktivitas antibakteri semakin meningkat dengan
bertambahnya konsentrasi ekstrak. Berdasarkan zona hambat yang dihasilkan, ekstrak n-
heksana kulit buah kakao dengan konsentrasi di bawah 10% digolongkan sebagai ekstrak yang
memiliki kekuatan antibakteri pada tingkat sedang dengan zona hambar diantara 5-10 mm
(Indriani et al., 2020). Dalam penelitian ini, dapat dilihat bahwa kontrol positif yang digunakan
(gentamisin) menunjukkan daya antibakteri yang sangat kuat dengan zona hambat yang
dihasilkan sebesar > 20 mm. Ekstrak masih dikategorikan sebagai antibakteri sedang diduga
karena konsentrasi senyawa aktif yang rendah akibat masih sangat banyak senyawa lain yang

bercampur sehingga mengganggu aktivitas masing-masing senyawa, terutama senyawa yang
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berperan sebagai antibakteri. Aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao terhadap S. aureus
dengan pelarut etil asetat juga telah dilaporkan, menunjukkan aktivitas tertinggi pada
konsentrasi 20% (Yahya et al., 2021). Sementara itu, ekstrak metanolnya memiliki nilai MIC
sebesar 0,62 mg/mL, yang dikategorikan efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri
(Indrianingsih et al., 2021). Pektin dari kulit buah kakao juga terbukti mampu menghambat
pertumbuhan §. aureus dengan nilai MIC 0.5-1.0 mg/mL (Adi-Dako et al., 2016).

(@) (b)

Qd) Q@)
‘) .h)
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Gambar 3. Aktivitas antibakteri fraksi n-heksana kulit buah kakao (a—i): Zona hambat yang
dihasilkan pada uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram untuk
masing-masing fraksi (FH1-FH9). K+ = kontrol positif (gentamisin), K— = kontrol
negatif (pelarut), angka persen menunjukkan konsentrasi fraksi (1%, 5%, 10%,
20%); (j) Diameter zona bening (mm) dari masing-masing fraksi pada berbagai
konsentrasi. Data disajikan sebagai rerata & standar deviasi (n = 3).

Hubungan antara konsentrasi fraksi 1-9 terhadap diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri S. aureus menunjukkan hubungan linear antara konsentrasi dengan diameter zona
hambat. Fraksi 1, 2, 6, 7, dan 9 memiliki aktivitas antibakteri mulai dari konsentrasi 1%.
Sedangkan fraksi 3, 4, 5, dan 8 mulai mampu menghambat pertumbuhan bakteri pada
konsentrasi 5%. Hal ini diduga karena tingginya kandungan senyawa aktif antibakteri,
khususnya senyawa lipofilik pada fraksi 1, 2, 6, 7, dan 9, sedangkan fraksi lainnya memiliki
kadar yang lebih sedikit atau adanya senyawa yang aktivitasnya kurang efektif pada
konsentrasi rendah. Senyawa lipofilik seperti terpenoid diketahui mampu merusak membran
sel bakteri hingga menyebabkan kematian sel (Nasir Shah et al., 2023). Dari kesembilan fraksi
ini, fraksi 9 memiliki zona hambat yang paling tinggi. Fraksi 9 terbukti mengandung senyawa
terpenoid/steroid yang mengindikasikan kemungkinan golongan senyawa ini berpotensi
sebagai antibakteri. Beberapa senyawa terpenoid seperti simena, limonena, sitronelol, linalool
dan eugenol terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus (Guimaraes et al.,
2019). Senyawa steroid pregnadiene-11-hydroxy-16a,17a-epoxy-3,20-dione-1 juga terbukti
memiliki aktivitas antibakteri (Vollaro et al., 2020). Berdasarkan penelitian kami sebelumnya

yang menganalisis komponen kimia fraksi n-heksana kulit buah kakao, terpenoid eukaliptol,
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eugenol, dan D-limonen merupakan senyawa yang aktif yang terkandung dalam fraksi
(Mustanir et al., 2020). Ketiga senyawa ini telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri

terhadap berbagai strain bakteri (Han et al., 2019; Hoch et al., 2023; Marchese et al., 2017).

KESIMPULAN

Ekstrak dan fraksi n-heksana kulit buah kakao mengandung senyawa bioaktif steroid
dan terpenoid yang berkontribusi terhadap aktivitas antibakterinya. Analisis ekstrak
menunjukkan kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dengan kategori sedang
pada konsentrasi 20%. Di antara sembilan fraksi yang diperoleh, fraksi ke-9 merupakan fraksi
yang paling aktif dengan efektivitas antibakteri sedang pada konsentrasi 1%. Berdasarkan
temuan pada penelitian ini, kulit buah kakao berpotensi untuk dikembangkan menjadi sumber
antibakteri alami. Untuk mendukung pemanfaatannya, isolasi senyawa aktif murni diperlukan
untuk mengidentifikasi secara spesifik senyawa aktif yang berkontribusi dalam aktivitas

antibakteri tersebut.
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