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Abstrak. Jerawat adalah peradangan pada kulit yang sering diderita masyarakat di negara
tropis. Keberadaan Propionibacterium acnes dapat memicu timbulnya jerawat. Antibiotik
digunakan sebagai obat jerawat, akan tetapi penggunaannya dalam jangka waktu yang
panjang menyebabkan efek samping berupa resistensi bakteri. Kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) mempunyai kandungan metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, tannin, dan
saponin sehingga dapat digunakan sebagai antibiotik alami. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh ekstrak kulit buah kakao terhadap bakteri P. acnes dan konsentrasi yang
menghasilkan daya hambat paling tinggi. Metode maserasi digunakan pada tahapan ekstraksi
dengan menggunakan etanol 96%. Metode sumuran digunakan untuk pengujian aktivitas
antibakteri. Konsentrasi ekstrak yang digunakan yakni 25%, 50%, 75%, dan 100%. Kontrol
positifnya menggunakan klindamisin 0,1%, sedangkan kontrol negatifnya menggunakan DMSO
10%. Hasil yang diperoleh adalah terbentuknya zona hambat dengan diameter paling besar
dihasilkan oleh konsentrasi 100% dengan rata-rata sebesar 3,25 + 0,33 cm dan diameter zona
hambat paling kecil dihasilkan oleh konsentrasi 25% dengan rata-rata sebesar 1,38 + 0,41 cm.
Konsentrasi ekstrak 100% memiliki daya hambat tertinggi dalam menghambat pertumbuhan P.
acnes. Ekstrak kulit buah kakao berpengaruh dalam penghambatan pertumbuhan P. acnes.

Kata kunci: metabolit sekunder; metode sumuran; zona hambat

Abstract. Acne is a skin inflammation that often affects people in tropical countries. The presence of
Propionibacterium acnes can trigger acne. Antibiotics used as acne medication but used for a long time
causes side effects in bacterial resistance. Cocoa pod husk (Theobroma cacao L.) is a natural ingredient
that contains secondary metabolites: flavonoids, alkaloids, tannins, and saponins, so they can be used as a
natural antibiotic. This research purposed to test the effect of extracts cocoa pod husk and the
concentration that produced the highest inhibitory activity. The maceration method was used in the
extraction step using ethanol 96%. The antibacterial activity was tested by using the agar well assay.
The extract concentrations used were 25%, 50%, 75%, and 100%. Clindamycin 0,1% and DMSO 10%
were used as positive control and negative control, respectively. The results obtained the largest
inhibition zone formed by a concentration of 100% with an average diameter of 3.25 * 0.33 cm, and the
smallest diameter formed by a concentration of 25% with an average of 1.38 * 0.41 cm. The 100%
extract concentration had the highest inhibitory activity to inhibit P. acnes growth. The cocoa pod husk
extract affected inhibiting the growth of P. acnes.
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PENDAHULUAN

Indonesia adalah satu di antara banyak negara yang memiliki iklim tropis sehingga
temperatur suhu relatif lebih tinggi (Niah & Baharsyah, 2018). Dengan kondisi iklim tersebut dapat
mempermudah tumbuhnya bakteri maupun jamur penyebab peradangan pada kulit. Contoh
peradangan kulit yang kerap menyerang masyarakat di negara tropis adalah jerawat. Rentang usia
penderita jerawat yakni usia remaja hingga dewasa (Lai & Mercurio, 2009). Daerah penyebaran
jerawat meliputi daerah wajah, dada, dan punggung (Sari ef al., 2015). Jerawat dapat menyebabkan
gangguan psikologis karena berkaitan dengan penampilan dan berkurangnya rasa percaya diri
penderita (Hafez et al., 2009). Terdapat beberapa jenis bakteri penyebab jerawat, salah satunya adalah
Propionibacterium acnes (Hafsari et al., 2015).
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P. acnes adalah anggota flora normal kulit manusia. P. acnes mampu memecah asam lemak
bebas yang dapat menimbulkan radang pada jaringan kulit sehingga menyebabkan terjadinya
inflamasi. Inflamasi yang terjadi dapat memicu terbentuknya jerawat (Mumpuni & Wulandari, 2011).
Pada kulit normal, P. acnes tidak bersifat patogen. Bakteri ini akan bersifat patogen dan invasif ketika
terjadi perubahan kondisi pada kulit (Sari et al., 2015). Tingginya suhu di negara beriklim tropis
menyebabkan sering terjadinya perubahan kondisi pada kulit berupa peningkatan kadar minyak.
Apabila produksi kadar minyak meningkat, maka jumlah P. acnes semakin banyak. Hal tersebut
dikarenakan P. acnes berperan dalam proses degradasi asam lemak (Hafsari et al., 2015).

Trend masyarakat saat ini cenderung mengutamakan penampilan fisik sehingga pengobatan
jerawat terus dikembangkan. Obat yang digunakan untuk mengobati jerawat adalah antibiotik.
Antibiotik mampu menghambat terjadinya inflamasi dan dapat membunuh bakteri penyebab jerawat.
Salah satu contoh antibiotik yang dapat digunakan sebagai obat jerawat adalah klindamisin (Nakasutji
et al., 2009). Akan tetapi, penggunaan antibiotik dapat mengakibatkan efek samping yang berbahaya
apabila digunakan dalam kurun waktu yang lama. Efek samping tersebut berupa hilangnya resistensi
dari bakteri sehingga bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik yang diberikan atau bahkan muncul
strain baru yang resisten terhadap antibiotik tersebut (Utami, 2012). Masalah ini dapat diatasi dengan
melakukan eksplorasi terhadap bahan alam yang memiliki kandungan antibakteri sebagai bahan
alternatif pengganti antibiotik.

Eksplorasi terhadap bahan alam sebaiknya difokuskan pada limbah pertanian yang apabila
tidak dimanfaatkan dapat mengganggu keseimbangan lingkungan. Kulit buah kakao (Theobroma cacao
L.) dikenal sebagai limbah pertanian yang pemanfaatannya belum banyak dilakukan. Menurut data
International Cocoa Organization (ICCO), Indonesia merupakan negara peringkat keenam sebagai
produsen biji kakao terbesar di dunia dengan jumlah produksi mencapai 220.000.000 kg pada tahun
2018 (Portal Informasi Indonesia, 2019). Banyaknya produksi biji kakao menyebabkan peningkatan
terhadap kulit buah kakao yang terbuang. Sejauh ini, pemanfaatan kulit buah kakao terbatas pada
penggunaannya sebagai bahan baku pembuatan briket arang (Muzakir et al., 2017) dan sebagai pakan
ternak (Puastuti & Susana, 2014). Oleh karena itu, perlu dilakukan pemanfaatan lain yang lebih
optimal terhadap kulit buah kakao mengingat keberlimpahan produksi yang dimiliki.

Kulit buah kakao dapat digunakan sebagai antibakteri. Akan tetapi, hal tersebut belum
banyak dikembangkan. Kulit buah kakao diketahui memiliki kandungan metabolit sekunder berupa
flavonoid (Kayaputri et al., 2014). Flavonoid dapat digunakan sebagai antimikroba dan antivirus
(Susilawati, 2007). Alkaloid juga merupakan salah satu metabolit sekunder yang terkandung dalam
kulit buah kakao (Kharisma, 2017). Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antimikroba dan
antiparasit sehingga berperan dalam perlindungan tanaman sebagai agen kontrol (Aniszweski, 2007).
Selain itu, metabolit sekunder tanin dan saponin juga terdapat pada kulit buah kakao (Azizah et al.,
2014). Metabolit sekunder tanin dan saponin memiliki kemampuan sebagai antibakteri (Matsumoto et
al., 2004).

Penelitian Mulyatni et al. (2012) membuktikan bahwa pemberian ekstrak kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) mempengaruhi pertumbuhan beberapa bakteri patogen, meliputi bakteri Bacillus
subtilis, Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus. Pengaruh ekstrak terhadap pertumbuhan bakteri
ditandai dengan terhambatnya pertumbuhan bakteri tersebut. Terhambatnya pertumbuhan bakteri
disebabkan oleh keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam kulit buah kakao (Mulyatni et al.,
2012). Oleh karena itu, perlu dilakukan pengembangan penelitian terkait potensi antibakteri pada
ekstrak kulit buah kakao dengan menguji pengaruh ekstrak kulit buah kakao dalam menghambat
pertumbuhan bakteri P. acnes dan konsentrasi yang menghasilkan daya hambat tertinggi dalam
penghambatan pertumbuhan bakteri P. acnes.

BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian meliputi kulit buah kakao (Theobroma cacao L.),
bakteri P. acnes yang diperoleh dengan membeli stock culture milik Laboratorium Mikrobiologi Klinik
Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya, media padat menggunakan Nutrient Agar (NA), agar
batang, media cair menggunakan Nutrient Broth (NB), pelarut etanol 96%, akuades, antibiotik
klindamisin 0,1%, DMSO 10%, alkohol 70%, aluminium foil, plastik, plastik wrap, label, tissue, tali kasur,
kapas, kertas saring, dan kertas bekas.

Sampel kulit buah kakao diperoleh dari kebun milik Pusat Penelitian Kopi dan Kakao
Indonesia sebanyak 1 kg. Sampel yang diambil berupa kulit buah kakao tanpa biji dan pulp.
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Kemudian, sampel dicuci hingga bersih dan dipastikan tidak ada sisa pulp dan kotoran pada sampel.
Selanjutnya, sampel dikeringanginkan dan dioven selama 7 hari dengan suhu 60°C untuk
menghilangkan kadar air pada kulit buah kakao. Kulit buah kakao kering dihaluskan menggunakan
blender sehingga diperoleh simplisia sebanyak 500 g.

Simplisia dimaserasi sebanyak tiga kali menggunakan pelarut etanol 96% dengan masing-
masing perbandingan sebesar 1:3, 1:2, dan 1:2. Masing-masing perlakuan dilakukan selama 24 jam.
Proses maserasi menghasilkan filtrat yang selanjutnya akan dievaporasi menggunakan rotfary
evaporator untuk memisahkan ekstrak kulit buah kakao dan pelarut etanol.

Terdapat empat konsentrasi ekstrak yang digunakan yakni 25%, 50%, 75%, dan 100%. Untuk
mendapatkan masing-masing konsentrasi, stok ekstrak diencerkan dengan pelarut DMSO 10%. Setiap
konsentrasi ekstrak dibuat dalam volume 10 mL. Konsentrasi 25% membutuhkan 2,5 g ekstrak,
konsentrasi 50% membutuhkan 5 g ekstrak, konsentrasi 75% membutuhkan 7,5 g ekstrak, dan
konsentrasi 100% membutuhkan 10 g ekstrak. Khusus untuk konsentrasi 100% tidak perlu diencerkan
dengan DMSO 10%.

Media NA serbuk sebanyak 20 g dimasukkan ke 1 L akuades dan ditambahkan 15 g agar.
Sementara itu, media NB serbuk sebanyak 8 g dimasukkan ke 1 L akuades. Pemanasan media
menggunakan hot plate hingga media larut sempurna. Kemudian, media dimasukkan ke autoklaf
untuk disterilisasi. Waktu yang dibutuhkan untuk proses sterilisasi adalah 15 menit dengan suhu
1210C. Tekanan autoklaf yang digunakan untuk sterilisasi adalah 1 atm.

Kultur bakteri dilakukan dengan menginokulasikan isolat bakteri murni menggunakan ose ke
media NA miring dan dilanjutkan dengan inkubasi dengan suhu ruang. Setelah 24 jam, kultur bakteri
yang telah diinkubasi akan direkultur ke media NB dan dilakukan inkubasi dengan suhu dan waktu
yang sama. Setelah diinkubasi, kultur bakteri diencerkan menggunakan akuades steril. Bakteri hasil
rekultur diambil 1 mL untuk dimasukkan ke 9 mL akuades agar mendapatkan pengenceran tingkat
pertama (10). Sebanyak 1 mL diambil dari pengenceran tingkat pertama (10-') dan ditambahkan ke 9
mL akuades agar mendapatkan pengenceran tingkat kedua (102). Langkah ini dilanjutkan hingga
diperoleh pengenceran tingkat ketiga (10-3).

Perhitungan bakteri dilakukan dengan menggunakan haemocytometer. Suspensi bakteri
diambil 1 mL pada masing-masing pengenceran dan dimasukkan ke dalam botol vial yang berbeda
untuk ditambahkan methylen blue 0,01% sebanyak 1 tetes. Suspensi bakteri yang sudah diberi pewarna
diambil 0,5 mL untuk dihitung menggunakan haemocytometer. Langkah ini dilakukan pada masing-
masing pengenceran. Jumlah bakteri yang didapat selanjutnya dihitung menggunakan rumus berikut.

Jumlah bakteri (sel/mL) = rata —rata £ selx 2,5 x 10°x faktor pengenceran

Metode sumuran digunakan untuk uji aktivitas antibakteri. Pengenceran 103 digunakan
untuk uji aktivitas antibakteri dengan jumlah bakteri 2,5 x 1011 sel/mL. Suspensi bakteri diambil 1
mL dan dipindahkan ke cawan petri. Selanjutnya, menuangkan media NA yang sudah dicairkan ke
cawan petri dan dihomogenkan. Apabila media sudah memadat selanjutnya dapat dibuat tiga lubang
sumuran pada masing-masing cawan petri menggunakan pelubang gabus dengan diameter 0,5 cm.
Masing-masing lubang sumuran diisi dengan larutan kontrol negatif berupa DMSO 10%, larutan
kontrol positif berupa klindamisin 0,1%, dan larutan ekstrak dengan masing-masing konsentrasi.
Larutan yang dimasukkan ke sumuran sebanyak 50 pL menggunakan mikropipet. Pengujian aktivitas
antibakteri dilakukan dengan empat kali pengulangan pada setiap konsentrasi. Proses inkubasi
membutuhkan waktu 24 jam dengan suhu ruang kisaran 33°C. Keberadaan zona hambat yang
muncul di sekitar sumuran merupakan tanda adanya aktivitas antibakteri. Zona hambat dihitung
menggunakan penggaris.

Data penelitian yang diperoleh dianalisis dengan uji normalitas Klomogorov-Smirnov agar
dapat diketahui normalitas data sehingga dapat dilakukan analisis varian (ANOVA) One Way.
Selanjutnya dilakukan uji Duncan untuk mengetahui signifikansi perbandingan pada setiap
perlakuan. Uji statistik data menggunakan program SPSS 26 for windows.

HASIL

Berdasarkan proses ekstraksi yang dilakukan didapatkan hasil maserasi berupa filtrat
sebanyak 2500 mL. Filtrat tersebut selanjutnya dievaporasi. Hasil didapatkan dari evaporasi filtrat
berupa ekstrak yang kental dengan warna cokelat sebanyak 100 g. Kemudian ekstrak yang diperoleh
disimpan dalam botol vial dan dimasukkan ke lemari pendingin dengan suhu 4°C.
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Hasil pengujian aktivitas antibakteri yang diperoleh menunjukkan ekstrak kulit buah kakao
berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri P. acnes. Pengaruh tersebut dibuktikan dengan
keberadaan zona hambat di sekitar sumuran. Berdasarkan Tabel 1. dapat diketahui bahwa setiap
konsentrasi ekstrak berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri karena terbentuk zona hambat.
Konsentrasi 100% menghasilkan zona hambat dengan ukuran diameter paling besar yang memiliki
rata-rata sebesar 3,25 + 0,33 cm. Konsentrasi 25% menghasilkan zona hambat dengan ukuran diameter
paling kecil yang memiliki rata-rata sebesar 1,38 + 0,41 cm. Pada konsentrasi 25%, 50%, dan 75%
didapatkan hasil yang berbeda nyata. Hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat signifikansi
perbedaan pengaruh pada setiap konsentrasi. Pada konsentrasi 75%, 100%, dan kontrol positif tidak
terdapat signifikansi perbedaan pengaruh.

Tabel 1. Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) terhadap P. acnes

Perlakuan Rata-rata Diameter Zona Hambat (cm) * SD
Kontrol negatif (DMSO 10%) 0,00 £ 0,002
Konsentrasi ekstrak 25% 1,38 + 0,410
Konsentrasi ekstrak 50% 2,10 + 0,29¢
Konsentrasi ekstrak 75% 3,20 £ 0,364
Konsentrasi ekstrak 100% 3,25 + 0,334
Kontrol positif (Klindamisin) 3,53 £0,214

Keterangan: Notasi a, b, ¢, d menunjukkan bahwa hasil yang diperoleh berbeda nyata (berbeda signifikan)
berdasarkan uji Duncan dengan taraf signifikansi 0,05

PEMBAHASAN

Metode maserasi dipilih sebagai metode yang digunakan dalam tahapan ekstraksi. Alasan
penggunaan metode maserasi adalah tidak perlu pemanasan sehingga kandungan bahan organik
tidak akan terurai. Selain itu, hasil ekstrak yang diperoleh dari metode maserasi lebih maksimal
dibandingkan dengan metode yang lain (Puspitasari & Proyogo, 2017).

Pada perlakuan kontrol negatif tidak terbentuk zona hambat. Hal ini membuktikan
penggunaan DMSO 10% tidak berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri (Noncy et al., 2016).
DMSO adalah pelarut universal yang digunakan untuk melarutkan berbagai macam senyawa (Suryani
et al., 2019). Pada umumnya, DMSO dapat melarutkan ekstrak dengan sempurna. Hal tersebut
membuat ekstrak dapat berdifusi ke media dengan baik sehingga proses penghambatan
pertumbuhan bakteri dapat optimal. Konsentrasi DMSO yang digunakan sebesar 10% mengacu pada
penelitian Rachmawaty et al. (2018) yang telah membuktikan bahwa DMSO 10% lebih efektif sebagai
pelarut ekstrak dibandingkan dengan akuades. Kontrol positif menghasilkan diameter zona hambat
dengan rata-rata sebesar 3,53 = 0,21 cm. Kontrol positif pada penelitian ini menggunakan antibiotik
berupa klindamisin 0,01%. Konsentrasi dan jenis antibiotik yang digunakan mengacu pada penelitian
Sundu et al. (2018). Mekanisme kerja klindamisin dalam menghambat pertumbuhan bakteri yakni
dengan membuat bakteri melakukan kesalahan pembacaan kode genetik, memblok site A pada
ribosom, memiliki kemampuan untuk memotong tahapan elongasi pada rantai peptida, dan dapat
memblok penempelan rantai oligosakarida pada glikoprotein (Mazidah et al., 2014).

Ukuran zona hambat yang terbentuk menunjukkan keefektifan dari antibakteri yang dimiliki
ekstrak kulit buah kakao. Semakin besar zona hambat yang dihasilkan menunjukkan potensi senyawa
antibakteri yang digunakan semakin besar (Repi et al., 2016). Konsentrasi ekstrak terbesar mempunyai
daya hambat paling tinggi dalam penghambatan pertumbuhan bakteri (Tarwiyah et al., 2017).

Tingginya konsentrasi ekstrak dapat mempengaruhi ukuran zona hambat. Apabila
konsentrasi ekstrak semakin tinggi, ukuran zona hambat yang dihasilkan semakin besar. Hal tersebut
dikarenakan semakin banyak ekstrak yang digunakan pada saat pembuatan konsentrasi. Apabila
ekstrak yang digunakan semakin banyak, maka kandungan metabolit sekunder juga semakin banyak.
Metabolit sekunder merupakan senyawa yang mempunyai kemampuan antibakteri karena berperan
dalam penghambatan pertumbuhan bakteri (Septiani et al., 2017).

Metabolit sekunder yang terkandung dalam kulit buah kakao salah satunya adalah flavonoid.
Mekanisme kerja flavonoid yakni dengan menggangu fungsi membran sel bakteri sehingga
pertumbuhan bakteri menjadi terhambat. Apabila fungsi dari membran sel bakteri terganggu, maka
dapat menyebabkan sel bakteri lisis dan mengalami kematian (Rijayanti, 2014).

Alkaloid juga merupakan metabolit sekunder yang terkandung dalam kulit buah kakao.
Alkaloid dapat menghambat proses sintesis DNA dengan mengganggu kerja enzim topoisomerase
sehingga proses replikasi DNA terhambat. Terhambatnya proses replikasi DNA menyebakan bakteri

LenteraBio, 2021; Volume 10, Nomor 2: 140-145 143
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



tidak dapat melakukan pembelahan (Karou et al., 2006). Hal tersebut akan mempengaruhi
metabolisme bakteri karena proses sintesis DNA terganggu.

Metabolit sekunder tanin yang terkandung dalam kulit buah kakao juga berperan dalam
penghambatan pertumbuhan bakteri. Tanin memiliki kemampuan dalam menghambat kerja enzim
protease. Enzim protease merupakan enzim yang berperan dalam proses katalisis protein menjadi
asam amino. Apabila enzim protease tidak dapat bekerja, maka asam amino tidak dapat terbentuk.
Ketersediaan asam amino dalam sel sangat penting, sehingga apabila asam amino tidak tersedia,
maka proses metabolisme bakteri akan terhenti dan dapat menyebabkan kematian pada bakteri
(Pappa et al., 2019).

Kulit buah kakao juga mengandung saponin. Saponin menghambat pertumbuhan bakteri
dengan masuk ke membran sel secara difusi. Kemudian, saponin akan mengikat sitoplasma sehingga
tekanan pada permukaan membran sel menurun. Menurunnya tekanan membran sel menyebabkan
terganggunya permeabilitas membran sitoplasma (Nuria et al., 2009). Sel bakteri mengalami lisis
karena cairan intraseluler keluar dari sel.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah kakao berpengaruh dalam
penghambatan pertumbuhan P. acnes. Selain itu, terdapat perbedaan yang signifikan pada konsentrasi
ekstrak yang digunakan. Perbedaan siginikansi pada konsentrasi ekstrak dapat dilihat pada diameter
zona hambat yang terbentuk. Perbedaan signifikansi tersebut juga menunjukkan daya hambat yang
dihasilkan pada setiap konsentrasi. Konsentrasi 100% menghasilkan diameter zona hambat paling
besar yang menunjukkan bahwa konsentrasi 100% memiliki daya hambat paling tinggi.

SIMPULAN

Ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dapat menghambat pertumbuhan P. acnes yang
dibuktikan dengan dihasilkannya zona hambat di sekitar sumuran. Konsentrasi ekstrak dengan daya
hambat paling tinggi dalam menghambat pertumbuhan P. acnes adalah konsentrasi 100% karena
menghasilkan zona hambat dengan rata-rata diameter sebesar 3,25 + 0,33 cm. Ekstrak kulit buah
kakao terbukti berpengaruh dalam penghambatan pertumbuhan P. acnes.
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