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RINGKASAN 

 

DEWI ANGGRAINI A. Skripsi tentang Uji Daya Hambat dan Stabilitas Ekstrak 
Kasar Mikroalga Tetraselmis chuii terhadap Aktivitas Bakteri Morganella morganii 
(di bawah bimbingan Dr. Ir. HARDOKO, MS dan Dr. Ir. M. FIRDAUS, MP). 
 

Mikroalga merupakan salah satu jenis sumberdaya perairan yang belum 
termanfaatkan dengan optimal. Kandungan bioaktif dalam mikroalga mampu 
diaplikasikan sebagai antimikroba, terutama dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri patogen. Salah satu mikroalga yang memiliki potensi untuk dijadikan 
antimikroba yaitu Tetraselmis chuii. Morganella morganii termasuk dalam bakteri 
patogen dimana bakteri ini mampu merombak histidin menjadi histamin oleh 
enzim histidin dekarboksilase dari Morganella morganii. Adanya kandungan 
histamin inilah yang dapat menyebabkan terjadinya keracunan bagi manusia, 
sehingga peneliti tertarik untuk mengetahui bagaimanakah kemampuan 
Tetraselmis chuii dalam menghambat Morganella morganii.  

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui daya hambat 
dan kestabilan ekstrak Tetraselmis chuii dalam menghambat Morganella 
morganii secara umumnya. Secara khusus tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
menentukan besaran rendemen dengan maserasi menggunakan pelarut berbeda 
(non polar. Semi polar dan polar) serta dapat menentukan komponen bioaktif 
yang ada pada sampel melalui analisis fitokimia dan LC-MS. Mengukur dan 
menentukan daya hambat serta stabilitas ekstrak kasar Tetraselmis chuii dalam 
menghambat pertumbuhan Morganella morganii. Penelitian ini dilaksanakan 
mulai bulan Agustus hingga bulan November 2015 yang bertempat di 
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Hidrobiologi Fakultas Perikanan dan 
Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, Malang. Analisa LC-MS ekstrak kasar 
Tetraselmis chuii dilakukan di Laboratorium Pusat Pengujian Kimia (LIPI) 
Serpong, Tangerang Selatan.    

Tahapan penelitian ini terbagi dalam dua tahapan yaitu penelitian tahap 
pertama dan penelitian tahap dua. Penelitian tahap pertama dilakukan maserasi 
dengan pemberian pelarut berbeda (heksan, etil asetat, dan etanol) dengan 
waktu perendaman berbeda pula (24 jam, 48 jam, dan 72 jam) dan pengujian 
daya hambat. Parameter yang diamati yaitu, rendemen, diameter hambat, 
penentuan MBC dan MIC pemberian konsentrasi ekstrak 1000, 2000, 3000, 4000 
dan 5000 ppm, uji fitokimia dan analisis LC-MS. Penelitian tahap dua dilakukan 
uji stabilitas dengan pemberian suhu (60°, 70°, 80°, 90° dan 100°C) dan waktu 
pemanasan (5, 10, 15 dan 20 menit) dengan parameter uji yaitu, diameter 
hambat dan penetapan MBC dan MIC. 
 Dari hasil penelitian didapatkan hasil bahwa, pada penelitian tahap 
pertama dengan waktu maserasi dan pelarut berbeda diperoleh persentase 
rendemen berkisar antara 0,83 ± 0,31 % hingga 6,78 ± 0,280 %. Besarnya 
diameter hambat dari ekstrak kasar Tetraselmis chuii terhadap Morganella 
morganii berkisar antara 3,37 ± 0,19 mm hingga 10,88 ± 0, 47 mm. Dari hasil uji 
MBC dan MIC secara berturut nilai terkecil dalam menghambat bakteri yaitu 3,13 



vi 
 

± 0,11 ppm dan 12,53 ± 0,48 ppm. Senyawa bioaktif teranalisis dengan uji 
fitokimia, senyawa yang dapat teranalisa yaitu alkaloid, terpenoid dan steroid dan 
tanin. Senyawa analisa melalui uji LC-MS yaitu 7-Hydroxy-4-methylcoumarin dan 
D-Pantothenic acid. Senyawa-senyawa bioaktif dugaan ini diduga mampu 
menghambat bakteri Morganella morganii dengan memenuhi permeabilitas sel 
sehingga permeabilitas sel bakteri menjadi terganggu yang akhirnya dapat 
menyebabkan kematian pada sel bakteri.  
 Pengujian stabilitas pada ekstrak Tetraselmis chuii dengan pengaruh 
suhu dan waktu didapat diameter hambat yang berkisar antara 8,25 ± 0,624 mm 
hingga 11,03 ± 0,653 mm. Dari hasil uji MBC dan MIC diperoleh nilai MBC 
berkisar antara 3,76 ± 0,43 ppm hingga 19,82 ± 0,74 ppm. MIC yang diperoleh 
berkisar antara 15,02 ± 0,33 hingga 79,26 ± 2,98 ppm.   
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1. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Keanekaragaman jenis sumberdaya perairan yang belum termanfaatkan 

secara optimal memiliki potensi yang sangat tinggi untuk dikembangkan. Salah 

satu sumber daya perairan yang memiliki potensi tinggi untuk dioptimalkan 

adalah mikroalga. Dahuri (2003) menyatakan bahwa terdapat lebih dari 35.000 

spesies biota laut yang berpotensi tinggi namun hanya sekitar 5.000 saja yang 

telah dimanfaatkan. Potensi biota laut yang tinggi ini masih belum banyak diamati 

(Yudha, 2008). 

Mikroalga merupakan mikroorganisme dengan sel multiseluler maupun 

uni seluler, memiliki senyawa utama berupa lemak, karbohidrat, dan protein 

(Wenno et al., 2010; Agustini dan Kusmiati, 2012). Kandungan metabolit 

sekunder yang terdapat pada mikroalga dapat digunakan sebagai bioaktif 

sehingga dapat diaplikasikan sebagai antimikroba, antiinflamasi, dan 

antikoagulan (Borowitzka, 1995; Athukorara et al., 2006). Maligan et al., (2014) 

menyatakan bahwa, mikroalga juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

terutama bakteri patogen. Mikroalga yang memiliki potensi sebagai antimikroba 

diantaranya, Tetraselmis chuii (Metting dan Pyne, 1986); P. cruentum (Kusmiyati 

dan Agustini, 2007); D. primolecta (Weldy dan Huesemann, 2007); Chlorella 

vulgaris (Indhira, 2004). Pada penelitian ini mikroalga Tetraselmis chuii akan 

dilakukan pengujian terhadap daya hambat aktivitas Morganella morganii. 

  Berbagai metode ekstraksi telah dilakukan untuk mengetahui senyawa 

aktif yang terdapat pada Tetraselmis chuii salah satunya adalah metode ekstraksi 

maserasi (Widayanti, 2012), metode Microwave Assisted Extraction (Kusuma, 

2012) dan metode Ultrasound Assisted Extraction (Adhianata, 2012). Sani et al., 

(2014) dalam penelitiannya menyatakan bahwa Tetraselmis chuii mengandung 
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senyawa bioaktif berupa alkaloid, flavonoid dan glikosida flavonoid, pengujian 

senyawa fitokimia ini dilakukan dengan uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang 

ditandai dengan adanya noda warna yang tampak. Adanya kandungan alkaloid 

dalam suatu ekstrak dapat menganggu komponen penyusun peptidoglikan pada 

sel bakteri sehingga dapat menyebabkan kematian sel bakteri (Mahanani et al., 

2012). Senyawa flavonoid yang terdapat dalam ekstrak dapat menyebabkan 

struktur protein bakteri menjadi rusak sehingga sel bakteri menjadi kehilangan 

bentuk (Rinawati, 2011). Senyawa glikosida flavonoid dalam menghambat bakteri 

memiliki kemampuan dalam menghambat aktivitas enzim mikroba yang dapat 

menyebabkan terganggunya proses metabolisme (Nikham dan Basjir, 2012).   

Keracunan akibat mengkonsumsi ikan merupakan salah satu penyebab 

utama kurangnya minat konsumen akan produk perikanan. Keracunan ini 

diakibatkan karena adanya kandungan histamin pada ikan terutama ikan famili 

scombroidae (Aryadnyani, 2012). Histamin ini terbentuk karena adanya aktivitas 

enzim L-Histidine decarboxylase yang dihasilkan oleh bakteri (Martono et al., 

2014) diantaranya yaitu, Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafnia 

alvei, Citrobacter freundii, Clostridium perfringens, Enterobacter aerogenes dan 

Proteus sp. (Kusmarwati dan Indriati, 2008).     

Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mengetahui besarnya daya 

hambat dari suatu ekstrak, seperti halnya penelitian yang dilakukan oleh 

Saksony (2012) dengan ekstraksi Tetraselmis chuii menggunakan metode 

maserasi diperoleh hasil bahwa ekstrak dapat menghambat aktivitas bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.  Kusmarwati dan Indriati (2008) 

dalam penelitiannya menggunakan ekstrak biji picung yang dilarutkan pada 

pelarut etanol dengan pemberian konsentrasi berkisar 10-30 mg/mL mampu 

menghambat pertumbuhan Morganella morganii. Martono (2014) dalam 

penelitiannya menggunakan ekstrak Gracilaria sp. dengan pemberian berbagai 
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konsentrasi mampu menghambat pertumbuhan Morganella morganii dan 

Rastrelliger sp. 

Penelitian ini nantinya akan dilakukan proses ekstraksi bertingkat dengan 

metode maserasi modifikasi mesin pengaduk, dimana pelarut yang digunakan 

adalah pelarut heksan, etil asetat, dan etanol. Pengujian juga dilakukan dengan 

mengetahui komponen bioaktif dalam sampel dengan analisa fitokimia serta 

mengetahui daya hambat ekstrak Tetraselmis chuii dengan menentukan 

besarnya nilai MIC dan MBC. Untuk mengetahui kestabilan suhu dari ekstrak 

dilakukan uji stabilitas. Konsentrasi terbaik dilakukan analisa menggunakan LC-

MS untuk mengetahui berat molekul dan senyawa antibakteri yang terkandung 

dalam Tetraselmis chuii. 

 
1.2. Rumusan Masalah 

Adapun masalah yang ditimbulkan dari penjelasan diatas diantaranya: 

a. Mengetahui besaran rendemen ekstrak dan kandungan fitokimia yang ada 

pada Tetraselmis chuii. 

b. Mengetahui batas minimum daya hambat ekstrak terhadap Morganella 

morganii. 

c. Mengetahui stabilitas suhu dan waktu dari ekstrak Tetraselmis chuii sebagai 

antibakteri 

 
1.3. Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan umum dari penelitian ini yaitu, untuk mengetahui daya 

hambat stabilitas ekstrak mikroalga Tetraselmis chuii terhadap aktivitas 

Morganella morganii.  

Tujuan khusus dari penelitian ini yaitu : 

a. Untuk menentukan besaran rendemen dengan maserasi bertingkat 

menggunakan pelarut berbeda (non polar, semi polar dan polar) serta 
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menentukan komponen bioaktif yang ada pada sampel melalui analisa 

fitokimia dan LC-MS. 

b. Mengukur daya hambat bakteri dengan metode difusi agar sumuran (Well 

Diffusion Agar). 

c. Menentukan stabilitas ekstrak kasar Tetraselmis chuii dengan pemberian 

suhu dan waktu berbeda terhadap daya hambat Morganella morganii. 

 

1.4. Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini adalah: 

H0: diduga ekstrak Tetraselmis chuii tidak dapat menghambat pertumbuhan 

Morganella morganii.  

H1: diduga ekstrak Tetraselmis chuii dapat menghambat pertumbuhan 

Morganella morganii. 

 
1.5. Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus hingga November 2015. 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Laboratorium Hidrobiologi 

Fakuktas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. Analisa 

LC-MS sampel dilakukan di Laboratorium Pusat Pengujian Kimia (LIPI) Serpong, 

Tangerang Selatan. 

 



2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1.  Mikroalga 

Mikroalga merupakan tumbuhan air yang memiliki sel eukariotik dengan 

ukuran yang sangat kecil yaitu 3-30 µm (Miranda, 2014). Keberagaman 

mikroalga sangat tinggi dan diperkirakan antara 200.000 – 800.000 spesies. 

Hanya sekitar 35.000 saja yang telah diidentifikasi. Beberapa diantaranya seperti 

Dunaliella primolecta, Tetraselmis sp Spirulina, Nannochloropsis sp, Chlorella sp. 

dan lain sebagainya (Widjaja, 2009).  

Karbohidrat, protein, asam nukleat, dan lemak merupakan kandungan 

yang sangat penting pada mikroalga. Besar kecilnya persentase kandungan dari 

keempat komponen tersebut dapat dipengaruhi oleh kondisi kultivasi 

(Dianursanti, 2012). Kandungan protein dalam mikroalga cukup tinggi sebesar 

12-35%, lemak/lipid sebesar 7,2 – 23% dan kandungan karbohidrat sebesar 4,6 

– 23% (Yudiati et al., 2011). Widayanti (2012), mikroalga juga kaya akan asam 

askorbat yakni 0,11 – 1,62%. 

Mikroalga merupakan mikroorganisme yang memanfaatkan sinar 

matahari untuk proses fotosintesis. Mikroorganisme ini memiliki waktu hidup yang 

cukup singkat yaitu hanya dalam hitungan hari hingga beberapa minggu (Uju dan 

Wahyuni, 2007). Oksigen yang dihasilkan mikroalga melalui fotosintesis dapat 

mengurangi kandungan CO2 di udara (Waliyansyah, 2014). Cahaya adalah salah 

satu faktor pendukung dalam keberlangsungan hidup mikroalga karena energi 

sinar matahari yang diserap berdasarkan lamanya penyinaran, panjang 

gelombang yang diserap, dan intensitas cahaya yang diterima (Wijaksono, 2008).  
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2.1.1. Tetraselmis Chuii 

Tetraselmis chuii merupakan salah satu alga bersel satu dengan ukuran 

yang sangat kecil berkisar antara 7 – 12 mikron. Memilki inti sel yang sangat 

jelas serta dinding sel mengandung selulosa dan pektosa (Isnansetyo dan 

Kurniastuty, 1995). Karotin dan xantofil merupakan dua jenis pigmen klorofil yang 

ada pada Tetraselmis chuii dimana klorofil merupakan pigmen yang dominan 

yang menyebabkan warna hijau (Pujiono, 2013). Ditambahkan oleh Rostini 

(2007), klasifikasi dari Tetraselmis chuii yaitu: 

Filum  : Chlorophyta 

Kelas   : Chlorophyceae 

Ordo  : Volvocales 

Sub Ordo : Chlamidomonacea 

Genus   : Tetraselmis 

Spesies : Tetraselmis chuii 

 

Tetraselmis chuii biasanya ditemukan di perairan payau atau perairan laut 

namun sekarang ini mikroalga ini telah banyak dibudidayakan terutama pada 

tempat – tempat pembenihan udang (Mudjiman, 2004). Adhianata (2012) 

menyatakan bahwa salinitas optimal untuk pertumbuhan Tetraselmis chuii 

berkisar antara 25 – 35 ppm, sedangkan suhu 15oC – 35oC merupakan kisaran 

suhu optimal untuk pertumbuhan mikroalga Tetraselmis chuii. 

Salah satu mikroalga yang memiliki potensial tinggi untuk dikembangkan 

yaitu Tetraselmis chuii dimana diketahui bahwa mikroalga ini memiliki kandungan 

gizi yang cukup tinggi yaitu, karbohidrat sebesar 21,1%, protein sebesar 48,42% 

dan lemak sebesar 9,7% (Brown et al., 1997). Kumalasari (2011), dalam 

penelitiannya menyatakan bahwa kandungan antioksidan berkisar antara 2,55 – 

31,29 mg/ml sedangkan kandungan klorofil berkisar antara 3,65 – 19,20 mg/g. 

Gambar 1: Tetraselmis chuii 
Sumber : Pujiono, 2012 
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2.2.  Ekstraksi  

Proses ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan aktif dari suatu 

tanaman. Pemisahan bahan aktif ini menggunakan pelarut sesuai dengan 

kepolarannya (Sjahid, 2008). Proses ekstraksi berdasarkan fase yang diekstraksi 

dikelompokkan menjadi dua bagian utama yaitu ekstraksi fase cair-padat dan 

ekstraksi fase cair-cair. Prosedur ekstraksi padat-cair biasanya dilakukan dengan 

menghaluskan bahan padat hingga menjadi serbuk, kemudian diekstraksi 

menggunakan pelarut, dilakukan penyaringan atau bahkan disentrifugasi untuk 

menghilangkan partikulat (Gandjar dan Rohman 2008).  

Harborne (2006), ekstraksi cair padat terdiri dari beberapa cara yaitu 

maserasi, perkolasi, dan ekstraksi sinambung. Cara ekstraksi maserasi adalah 

cara pemisahan bahan aktif yang paling sederhana dimana bahan yang 

digunakan dihaluskan terlebih dahulu, misalnya dibuat dalam bentuk serbuk yang 

disatukan dengan pelarutnya. Yasita dan Rachmawati (2013) menyatakan 

bahwa, ada tiga langkah utama dalam proses ektraksi diantaranya, proses 

pencampuran, proses terbentuknya fase yang setimbang dan proses pemisahan 

fase yang setimbang. Selain tiga hal tersebut adapula faktor lain yang 

mempengaruhi proses ektraksi yaitu, perbandingan pelarut, suhu, ukuran 

partikel, pengadukan dan waktu kontak. 

Prinsip dari ekstraksi adalah memisahkan satu atau beberapa zat dari 

bentuk cair maupun padatan. Dalam hal ini terjadi kontak antar bahan dengan 

pelarut ektraksi sehingga terjadi pengendapan massa sampel hingga terbentuk 

keseimbangan konsentrasi antara larutan yang masuk kedalam bahan dan 

larutan yang di luar bahan (Bernasconi, 1995). Voight (1994) yang menyatakan 

bahwa ketika proses ekstraksi berlangsung, dimungkinkan terjadi perlintasan 

pelarut didalam sel sehingga pelarut dapat mencapai sel. Pelarut yang mengalir 
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ke dalam sel akan mengakibatkan pembengkakan pada protoplasma sehingga 

komponen di dalam sel akan terlarut sesuai kelarutannya.   

 

2.3.  Jenis Pelarut yang digunakan 

Penggunaan berbagai jenis pelarut dalam proses ekstraksi dapat 

menentukan jumlah ekstrak yang didapat. Sehingga ada beberapa kriteria 

pelarut yang harus dipilih untuk mendapatkan hasil terbaik, diantaranya 

mempunyai kemurnian yang tinggi, dapat bereaksi dengan diluents dan solute, 

dapat melarutkan solute namun tidak dapat atau sedikit melarutkan diluents 

(Maulida dan Naufal, 2010). Pelarut organik yang digunakan merupakan salah 

satu faktor penentu dalam proses ekstraksi, dimana pelarut yang baik memiliki 

kemampuan tinggi dalam melarutkan (Guenther, 1987).  

Yasitha dan Rachmawati (2013), menyatakan bahwa adapun sifat pelarut 

yang digunakan dalam ekstraksi yaitu: memiliki selektivitas yang tinggi terhadap 

senyawa yang diekstraksi, tidak beracun, tidak bersifat korosif, bersifat inert, 

tidak mudah terbakar, memiliki viskositas yang kecil, murah dan mudah didapat, 

serta dapat bersifat reaktif terhadap senyawa yang diekstraksi. 

Sudarmadji et al., (2007), menyatakan bahwa, senyawa kimia dan bahan 

yang di ekstrak akan mudah larut jika memiliki polaritas yang sama dengan 

pelarutnya. Secara fisika, kepolaran suatu pelarut yang digunakan ditunjukkan 

dengan nilai konstanta dielektrik. Semakin polar suatu pelarut maka semakin 

besar pula nilai konstanta dielektrik yang ditunjukkan seperti yang dapat dilihat 

pada Tabel 1.   
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Tabel 1. Tingkat kelarutan beberapa jenis pelarut di dalam air    
dan konstanta nilai dielektrik  

Pelarut Tingkat kelarutan 
dalam air 

Konstanta 
dielektrik 

Metanol  Misibel  33,60 
Aseton  Misibel 20,70 
Air  Misibel  80,40 
Dietil eter Sedikit  3,34 
Etil asetat Sedikit  6,02 
n-heksan Tidak larut 1,89
Petroleum eter Tidak larut 1,90 

Sumber : Sudarmadji et al.,2007  
 

2.3.1. Heksan 

Heksan memiliki rumus molekul C6H14 dan merupakan senyawa 

hidrokarbon alkana dengan rumus isomer utama CH3(CH2)4CH3. Heksana 

biasanya juga dikenal dengan nama senyawa n-heksan dan termasuk dalam 

salah satu jenis pelarut non polar (Maulida dan Naufal, 2010). Heksana juga 

merupakan hidrokarbon aromatik yang sangat mudah menguap (Arindah, 2010). 

Adapun sifat-sifat dari heksana ini yang dikutip dari Lide (2005) dapat dilihat 

pada Tabel 2. 

Tabel 2. Karakteristik Heksana 
Karakteristik Keterangan  
Nama  Heksana (hexane) 
Rumus molekul C6H14 
Bentuk fisik Cair 
Berat molekul 86,175 
Titik didih 68,73oC 
Titik lebur -95,35oC
Densitas  0,660625 g/cm3 
Konstanta dielektrik 1,8865 
Kelarutan  Tidak larut dalam air, sangat 

larut etanol, larut dalam dietil 
eter, klorofom 

Sumber : Lide, 2005 

2.3.2.  Etil Asetat 

Etil asetat merupakan senyawa yang terbentuk dari asam etanoat dan 

etanol, dengan bentuk cair dan memiliki aroma tajam dam kurang enak (Daintith, 

2004). Etil asetat juga dikenal dengan nama ester asetat dengan sifat sedikit 
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larut dalam air dan dapat mendidih pada suhu 77oC (Hill, 2003). Etil asetat 

memiliki rumus molekul (C4H8O2) dengan rumus isomer utama CH3COOC2H5, 

sehingga adapun keuntungan dalam menggunakan pelarut ini yaitu, sifat pelarut 

yang tidak toksik, tidak higroskopis dan sifat pelarut yang volatil (Reapina, 2007). 

Adapun karakteristik dari etil asetat ini yang dikutip dari Lide (2005) dapat dilihat 

pada Tabel 3. 

Tabel 3. Karakteristik Etil asetat 
Karakteristik Keterangan  
Nama  Etil asetat (Ethyl acetate) 
Rumus molekul C4H8O2 
Bentuk fisik Cair  
Berat molekul 88,106 
Titik didih 77,11oC 
Titik lebur -83,8oC 
Densitas  0,900320 g/cm3 
Konstanta dielektrik 6,0814 
Kelarutan  Larut dalam air, misibel dalam 

etanol dan dietil eter, sangat 
larut dalam aseton dan benzene 

 Sumber : Lide, 2005 

2.3.3.  Etanol 

Etanol merupakan pelarut organik yang biasa disebut dengan etil 

alkohol dengan rumus molekul CH3CH2OH. Bentuk dari pelarut ini yaitu cairan 

tidak berwarna, mudah terbakar, memiliki aroma yang khas, mudah bercampur 

dengan air dalam berbagai perbandingan dan dapat larut dalam senyawa polar 

yang lain (Lorimer, 1995). Ditambahkan oleh Ningrum (2011), etanol dapat 

diproduksi melalui fermentasi gula, pati, dan karbohidrat. Adapun sifat-sifat dari 

etanol ini dapat dilihat pada Tabel 4. 

 Tabel 4. Sifat-sifat pelarut etanol 
Keterangan Sifat

Nama IUPAC Etanol 
Molecular Formula C2H5OH 
Penampilan Cair tidak berwarna 
Massa molar 32,04 g mol-1 
Titik lebur -114,3oC, -142,9oF (176 K) 
Titik didih 78,4oC, 148,4oF (337,8 K) 
Kelarutan dalam air Miscible 

Sumber : Ningrum, 2011 
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2.4.  Analisis Fitokimia 

Identifikasi senyawa bioaktif atau yang lebih dikenal dengan analisa 

fitokimia ini bertujuan untuk mengetahui senyawa yang terkandung dalam 

tanaman (Studiawan, 2009). Senyawa bioaktif ini merupakan senyawa non gizi 

hasil metabolisme tanaman yang berupa senyawa metabolit sekunder, misalnya 

terpenoid, alkaloid, dan senyawa fenolik (Kristanti et al., 2008). Adanya 

kandungan bioaktif pada tanaman dapat dimanfaatkan sebagai bahan pangan 

fungsional yang memberikan efek terhadap kesehatan (Sani, 2013).    

Dalam analisa senyawa fitikomia ini, ada beberapa metode yang 

biasanya dilakukan untuk mengetahui kandungan bioaktif diantaranya 

menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT), reaksi pengendapan dan 

reaksi warna (Harborne, 2006). Senyawa yang diketahui dapat diidentifikasi 

berdasarkan spektrum seperti sinar UV, resonansi magnet inti (RMI), infrared (IR) 

dan spektrum massa (Anggana, 2013).  

 Adanya senyawa-senyawa bioaktif yang biasanya terkandung dalam 

bahan alam sering dimanfaatkan sebagai antibakteri (Mahanani, 2012). Parubak 

(2013) menyatakan bahwa salah satu senyawa bioaktif yang biasa dimanfaatkan 

sebagai antibakteri diantaranya yaitu, alkaloid, tanin, saponin, terpenoid, steroid 

dan flavonoid. 

a. Alkaloid 

Alkaloid merupakan suatu golongan senyawa organik yang banyak 

ditemukan di alam dan hampir semua alkaloid memiliki keaktifan biologis (Lenny, 

2006). Mahanani (2012) menyatakan bahwa alkaloid mempunyai kemampuan 

sebagai antibakteri, dimana mekanisme kerja senyawa alkaloid ini yaitu dengan 

cara mengganggu komponen penyususn peptidoglikan pada sel bakteri sehingga 

lapisan dinding sel tidak mampu terbentuk secara utuh yang pada akhirnya dapat 

menyebabkan kematian sel tersebut.   
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b. Tanin 

Tanin merupakan salah satu senyawa yang mampu mengendapkan 

protein (Haryati, 2011). Tanin dapat bekerja sebagai antibakteri karena 

kemampuannya dalam inaktivasi enzim, inaktivasi fungsi materi genetik yang ada 

pada sel bakteri dan mampu bereaksi dengan membran sel dengan menembus 

dinding sel bakteri (Sulastrianah et al., 2014).  

c. Saponin 

Identifikasi senyawa saponin ditandai dengan adanya busa yang stabil 

selama 30 detik setelah dikocok dalam air dimana ketinggian busa yang 

dihasilkan mencapai 1-3 cm (Suharto, 2012). Nikham dan Basjir (2012) 

menyatakan bahwa senyawa saponin dapat digunakan untuk mengurangi gula 

dalam darah, sebagai antivirus dan sebagai antimikroba. Saponin memiliki 

kemampuan sebagai antibakteri dengan membentuk senyawa kompleks 

sehingga dapat menghancurkan permeabilitas dinding sel yang dapat 

menimbulkan kematian sel (Noer dan Nurhayati, 2006).   

d. Terpenoid dan Steroid 

Kandungan senyawa steroid dan triterpenoid yang dijumpai pada 

tumbuhan rendah maupun tumbuhan tinggi dapat berfungsi sebagai antimikroba 

dan untuk menolak serangga (Riyanto et al., 2013). Kemampuan senyawa 

terpenoid dalam merusak membran sel dikarenakan senyawa terpenoid bersifat 

lipofilik sehingga dapat terjadi lisis serta koagulasi sitoplasma dari sel bakteri 

(Pratiwi, 2014). Widodo (2007) menjelaskan mekanisme kerja senyawa steroid 

dalam menghambat bakteri yaitu dengan mengikat membran lipid bakteri 

sehingga mampu menyebabkan kebocoran pada liposom (penyusun dinding sel 

bakteri).    
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e. Flavonoid 

Flavonoid merupakan salah satu senyawa kimia yang terdapat dalam 

bahan organik yang mampu dijadikan sebagai antibakteri (Rinawati, 2011). 

Cushnie dan Lamb (2005) menyatakan bahwa sistem kerja dari flavonoid 

sebagai antibakteri dengan menghambat sintesis DNA-RNA dengan 

penumpukan basa asam nukleat, selain itu flavonoid juga berperan dalam 

menghambat metabolisme energi. Mekanisme kerja senyawa flavonoid sebagai 

antibakteri yaitu dengan membentuk senyawa kompleks dengan protein 

ekstraseluler yang kemudian terlarut sehingga dapat merusak membran sel 

bakteri (Nuri et al., 2009).        

 

2.5.  Mekanisme Kerja Senyawa Antibakteri 

Senyawa antibakteri bekerja dengan merusak dinding sel bakteri, jika 

dinding sel ini dirusak maka akan menyebabkan kematian bagi sel tersebut 

(Pelczar dan Chan, 1988). Masuknya senyawa antibakteri ke dalam membran 

juga dapat merubah permeabilitas selektif membran sehingga dapat 

menyebabkan keluarnya protein dan asam nukleat yang merupakan komponen 

penting untuk kelangsungan hidup bakteri (Ganiswara, 1995). 

Anggana (2013) menyatakan, adapun mekanisme antibakteri dalam 

menghambat ataupun membunuh bakteri yaitu: (1) merusak permeabilitas 

membran sel, (2) menghambat sintesis dinding sel, (3) mengahambat sintesis 

RNA (proses transkrip) dan (4) mampu menghambat sintesis protein (sintesis 

translasi) dan replikasi DNA. Brunton (2006) juga menambahkan, mekanisme 

kerja antibakteri dan antibiotik terhadap sel organisme ditentukan oleh faktor-

faktor, (1) terganggunya pembentukan dinding sel organisme oleh senyawa 

antibakteri dan antibiotik dengan merusak komposisi penyusun dinding sel, (2) 

mengganggu kerja enzim dalam sel bakteri, jika hal ini berlangsung lama dapat 
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menghentikan pertumbuhan bakteri dan (4) dapat menyebabkan inaktivasi fungsi 

material genetik (RNA dan DNA) sehingga sel bakteri tidak dapat berkembang 

biak. 

Fardiaz (1989) menyatakan bahwa, senyawa antimikroba dalam 

menghambat tumbuhnya bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya, 

konsentrasi zat antimikroba, suhu lingkungan, dan waktu penyimpanan, namun 

sifat fisik dan kimia makanan termasuk kadar air, pH, dan jumlah senyawa di 

dalamnya termasuk faktor yang berpengaruh pula.  

 

2.6. Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Pengujian aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan 2 metode pokok 

yakni metode dilusi dan metode difusi (Brooks et al., 2005). Pengujian daya 

hambat bakteri dilakukan menggunakan metode difusi agar zona bening yang 

terbentuk dinyatakan sebagai aktivitas daya hambat bakteri (Kusmarwati dan 

Indriati, 2008). Ada tiga metode difusi agar yang digunakan dalam menngetahui 

daya hambat bakteri diantaranya, metode sumuran, metode cakram kertas dan 

metode silinder. Salah satu yang biasa digunakan yaitu metode sumuran, 

dimana teknik penentuan daya hambat bakteri dari metode ini adalah dengan 

membuat lubang-lubang yang kemudian diinjeksikan dengan ekstrak uji. Ekstrak 

uji yang telah di masukkan dalam lubang kemudian diinkubasi.  

Penentuan daya hambat bakteri ditentukan dengan menghitung 

besarnya zona hambat yang terbentuk disekeliling sumuran (Kusmiyati dan 

Agustini, 2007). Ditambahkan oleh Ardiansyah et al., (2003) bahwa dengan 

menggunakan metode sumuran juga dapat ditentukan pula nilai Minimal 

Inhibitory Concentration (MIC) dan nilai Minimal Bactericidal Concentration 

(MBC) terhadap aktivitas bakteri.  
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2.7. Morganella morganii 

Morganella morganii merupakan bakteri patogen nosokmial. Morganella 

morganii ini termasuk salah satu bakteri penyebab dekarboksilasi dari asam 

amino bebas histidin menjadi histamin. Histamin ini juga dapat menimbulkan 

keracunan pada manusia (Jaryatin, 2009). Morganella morganii termasuk dalam 

genus proteus. Organisme proteus bersifat motil, termasuk dlam bakteri gram 

negatif, basil aerobik, dan tidak memiliki kapsul (Glynn, 1972).  

Keracunan akibat mengkonsumsi ikan dapat disebabkan oleh toksin yang 

ada pada ikan diantaranya yaitu: tetradotoxin, scombrotoxin, dan ciguatoxin. 

Salah satu toksin yang serig ditemukan dari ikan golongan scombroidae adalah 

scombrotoxin. Ikan scombroidae memiliki kandungan daging merah yang lebih 

tinggi dari daging putih. Dalam daging merah terdapat kandungan asam amino 

bebas histidin dimana jika asam amino histidin ini dirombak oleh enzim histidin 

dekarboksilase dari bakteri Morganella morganii maka akan terbentuk histamin. 

Histamin inilah yang nantinya dapat menyebabkan terjadinya keracunan bagi 

manusia (Suryati et al., 2003). 

Fulton (1943) menyatakan bahwa, bakteri Morganella morganii berbentuk 

sel batang yang lurus dengan diameter 0,6-0,7 µm dan panjang 1,0-1,7 µm. 

organisme ini dapat bergerak dengan flagel, namun beberapa strain tidak 

terbentuk flagel pada suhu 30oC. Adapun klasifikasi dari Morganella morganii 

yaitu:  
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Kingdom  : Bakteri 

Phylum  : Proteobacteria 

Class  : Gammaproteobacteria 

Family  : Enterobacteriaceae 

Tribe  : Proteae 

Genus  : Morganella  

Species : Morganella morganii    

 

2.8.  Metode Liquid Cromatography Mass Spectrometry (LC-MS) 

Metode Liquid Chromathography Mass Spectrometry adalah metode 

analisa yang memiliki teknik analisis yang sangat sensitif dan memiliki selektifitas 

dan akurasi yang tinggi serta dapat digunakan dalam berbagai aplikasi (Susiana, 

2014; Kang, 2012). Maryam (2007) menyatakan bahwa, selektifitas yang tinggi 

dari analisis LC-MS mampu mengetahui berat molekul senyawa meskipun dalam 

jumlah sampel yang sedikit serta mampu mengidentifikasi senyawa yang 

terkandung.  

Prinsip kerja dari LC-MS ini adalah dengan menyuntikkan sampel ke 

dalam instrumen sehingga sampel akan masuk ke dalam sistem pemisah 

kromatografi cair (LC) terlebih dahulu. Selama terjadi proses pemisahan, sampel 

didorong pada tekanan tinggi dengan dilarutkan pada fase gerak sehingga 

sampel dapat mengalir melalui kolom yang tersusun oleh fase diam dan terdiri 

dari partikel-partikel kecil membran berpori (porous) atau dapat berupa lapisan 

monolitik.  

Gambar 2. Koloni Morganella morganii 
Sumber : Fulton, 1943 



 
 

3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1.  Bahan dan Alat Penelitian 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya, 

mikroalga Tetraselmis chuii sebagai bahan utama yang didapat dari Balai Benih 

Air Payau (BBAP) Situbondo. Biakan Morganella morganii dengan kepadatan 106 

koloni/mL didapat dari koleksi bakteri di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan 

Biologi, FMIPA UGM, Yogyakarta. Untuk maserasi pelarut yang digunakan yaitu, 

etanol (Merck), heksan (Merck), etil asetat (Merck). adapun bahan-bahan lainnya 

yang digunakan adalah alkohol 70 %, aquadest, media MHA (Mueller Hinton 

Agar) (Merck) untuk menumbuhkan bakteri Morganella morganii, alumunium foil, 

plastic wrap, kertas saring dan spirtus.  

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi: timbangan digital 

(Mettler Toledo), rotary evaporator (IKA®RV10), beaker glass, erlenmeyer, gelas 

ukur, corong, magnetic stirrer, Hot Plate (Cimarec), pipet volume, bola hisap, 

tabung reaksi, rak tabung reaksi, inkubator (Memmert), cawan petri, autoklaf (HL-

36Ae), vortex mixer, sentrifuge (EBA), waterbath (GFL) dan jangka sorong. 

Adapun alat yang digunakan untuk analisa adalah instrumen LC-MS (Hitachi L 

6200) yang terdapat di Lembaga Ilmu dan Pengkajian Ilmiah (LIPI) Serpong. 

 

3.2.  Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode eksperimen, 

dimana kegiatan penelitian secara umum bertujuan untuk mengetahui dan 

menilai pengaruh suatu perlakuan, sedangkan tujuan umum dari metode 

eksperimen adalah meneliti pengaruh perlakuan berbeda terhadap gejala yang 

timbul dalam kelompok yang dibandingkan (Supardi, 2007). Ditambahkan oleh 

Sukardi (2011), bahwa prinsip dari penelitian eksperimen adalah terbangunnya 



 
18 

 

hubungan sebab akibat (Causal-effect relationship) melalui metode yang 

sistematis. Penelitian ini dilakukan dalam dua tahapan yaitu tahap pertama dan 

tahap kedua. Penelitian tahap pertama ini dilakukan dengan ekstraksi maserasi 

dengan modifikasi mesin pengaduk (Prasetyo et al., 2012). Ekstraksi Tetraselmis 

chuii ini direndam menggunakan pelarut non polar, semi polar dan polar yang 

dilakukan secara bertingkat. Penelitian tahap kedua dilakukan untuk mengetahui 

stabilitas ekstrak Tetraselmis chuii terhadap suhu sebagai antibakteri. Penelitian 

tahap 2 ini menggunakan suhu dan waktu yang berbeda terhadap uji stabilitas 

ekstrak Tetraselmis chuii sebagai anti mikroba.  

 

3.2.1.  Penelitian Tahap Pertama 

Penelitian tahap pertama ini bertujuan untuk mengetahui lama maserasi 

dan pelarut terbaik ekstrak mikroalga Tetraselmis chuii yang dilakukan dengan 

metode ekstraksi bertingkat dengan pemberian pelarut pertama yaitu heksan, 

kemudian etil asetat dan etanol untuk hasil ekstraksi lebih murni sehingga dapat 

dilakukan analisis.  

3.2.1.1.  Perlakuan dan Rancangan Percobaan 

Perlakuan yang diterapkan pada tahap pertama yaitu tahap ekstraksi 

secara maserasi dengan metode ekstraksi bertingkat. Metode ekstraksi ini 

dilakukan berdasarkan tingkat kepolaran pelarut (A) yaitu pelarut heksan (A1), 

etil asetat (A2), dan etanol (A3). Rasio perbandingan sampel dengan pelarut 

yaitu 1:5. Penggunaan lama maserasi (B) terdiri dari 24 jam (B1), 48 jam (B2), 72 

jam (B3). Penelitian Widayanti (2012), juga telah menggunakan pelarut berbeda 

dalam perendaman sampel dengan perbandingan pelarut 1:5 dan lama maserasi 

yang berbeda pula. Dari perlakuan tersebut dilakukan tiga kali ulangan seperti 

pada Tabel 5. Penentuan ulangan diketahui melalui persamaan : 
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(t - 1) (r - 1) ≥ 15 

Dimana: t  =  Perlakuan        
    r  =  Ulangan  

Sesuai dengan persamaan di atas, ulangan dari perlakuan yang 

diinginkan dapat ditentukan. Banyaknya ulangan dapat dihitung sebagai berikut: 

(t – 1) (r – 1)  ≥ 15 
(9 – 1) (r – 1)  ≥ 15 
8 (r – 1) ≥ 15 
8r – 8  ≥ 15 
8r   ≥ 15 + 8 
8r   ≥ 23 
r   ≥ 2,8 (dibulatkan menjadi 3 ulangan) 

Berdasarkan perlakuan tersebut, maka penelitian ini menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial. Dari data yang diperoleh dilakukan 

pengujian data menggunakan sidik ragam (ANOVA). Jika terdapat pengaruh 

yang berbeda nyata atau sangat nyata maka dilanjutkan menggunakan uji 

Duncan (DMRT) dengan taraf 5% dan 1%. Adapun model persamaan statistika 

yang digunakan dalam penelitian pendahuluan ini adalah: 

Yijk = µ + Ai + Bj + (AB)ij + εijk 
Keterangan : 
Yijk = Hasil pengamatan untuk faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor lama 

maserasi taraf ke-j, pada ulangan ke –k 
µ =  Rataan umum 
Ai =  Pengaruh faktor jenis pelarut pada taraf ke-i 
Bj =  Pengaruh faktor lama maserasi pada taraf ke-j 
(AB)ij = Interaksi antara faktor jenis pelarut dan faktor lama maserasi pada 

faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor lama maserasi taraf ke-j 
εijk = Galat percobaan untuk faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor ke faktor 

lama maserasi taraf ke-j pada ulangan ke-k  
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Tabel 5. Desain rancangan percobaan penelitian tahap satu 
Perlakuan  Ulangan 

Jenis Pelarut Waktu 
Maserasi 1 2 3 

Heksan  
(A1) 

24 jam (B1) 
48 jam (B2) 
72 jam (B3) 

A1.B1 (1) 
A1.B2 (1) 
A1.B3 (1) 

A1.B1 (2) 
A1.B2 (2) 
A1.B3 (2) 

A1.B1 (3) 
A1.B2 (3) 
A1.B3 (3) 

Etil asetat 
(A2) 

24 jam (B1) 
48 jam (B2) 
72 jam (B3) 

A2.B1 (1) 
A2.B2 (1) 
A2.B3 (1) 

A2.B1 (2) 
A2.B2 (2) 
A2.B3 (2) 

A2.B1 (3) 
A2.B2 (3) 
A2.B3 (3) 

Etanol 
(A3) 

24 jam (B1) 
48 jam (B2) 
72 jam (B3) 

A3.B1 (1) 
A3.B2 (1) 
A3.B3 (1) 

A3.B1 (2) 
A3.B2 (2) 
A3.B3 (2) 

A3.B1 (3) 
A3.B2 (3) 
A3.B3 (3) 

 
3.2.1.2.  Prosedur Penelitian 

Pada penelitian tahap pertama, Tetraselmis chuii kering (serbuk) yang 

diperoleh dari Balai Benih Air Payau (BBAP) Situbondo disiapkan terlebih dahulu. 

Sampel yang telah disiapkan dimasukkan dalam erlenmeyer. Pertama-tama 

serbuk Tetraselmis chuii ditimbang dan dimaserasi menggunakan pelarut heksan 

(A1) dengan rasio perbandingan sampel dan pelarut 1:5 dengan lama maserasi 

(B) selama 24 jam (B1), 48 jam (B2), dan 72 jam (B3). Ekstraksi dengan 

perbandingan rasio, jenis pelarut, dan waktu yang sama dilakukan pengulangan 

sebanyak 3 kali. Filtrat yang diperoleh dari hasil ekstraksi heksan diambil sebagai 

ekstrak heksan. Residu yang berupa endapan diekstraksi kembali menggunakan 

etil asetat. 

Endapan dari hasil ekstraksi heksan (A1) direndam menggunakan 

pelarut etil asetat (A2) dengan rasio perbandingan sampel dan pelarut 1:5 

dengan lama maserasi yang sama dengan heksan. Filtrat yang diperoleh diambil 

sebagai ekstrak etil asetat sedangkan residu direndam kembali menggunakan 

pelarut etanol (A3). Endapan dari ekstrak etil asetat direndam dengan rasio 

sampel dan pelarut etanol 1:5 dengan perendaman dalam waktu yang sama 

seperti heksan dan etil asetat serta pengulangan yang sama pula. Filtrat dari 

ekstrak etanol diuapkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40oC 
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hingga tidak ada pelarut yang menetes lagi. Sisa pelarut diuapkan menggunakan 

gas nitrogen sehingga ekstrak yang didapat digunakan sebagai sampel untuk 

analisa. Alur ekstraksi Tetraselmis chuii dapat dilihat pada Gambar 3.  
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Gambar 3. Diagram Alir Proses Ekstraksi Bertingkat Tetraselmis chuii 
Sumber : Modifikasi Fitrial, 2011 

 

FiltratEndapan 

Direndam kembali menggunakan pelarut 
etanol (perbandingan dan waktu yang 
sama dengan n- heksan dan etil asetat) 

Diuapkan menggunakan rotary vacum 
evaporator dengan suhu 40oC (hingga 
tidak ada pelarut menetes) 

Hasil ekstrak etil asetat 

Endapan 

Limbah 

Disaring menggunakan kertas Whatman no 4 

Disaring menggunakan kertas Whatman no. 4 

Direndam kembali menggunakan 
pelarut etil asetat (perbandingan dan 
waktu yang sama dengan n- heksan) 

Diuapkan menggunakan rotary vacum 
evaporator dengan suhu 40oC (hingga 

tidak ada pelarut menetes) 

Filtrat 

Diuapkan menggunakan rotary vacum evaporator 
dengan suhu 40oC hingga tidak ada pelarut menetes 

Sisa pelarut diuapkan dengan gas 

Ekstrak pekat etanol 

Parameter uji : rendemen, uji daya 
hambat Morganella morganii, 
Penentuan nilai MBC dan MIC 

Hasil 

Filtrat n-heksan Residu 

Hasil ekstrak n-heksan 

Didapatkan hasil terbaik 
Pengujian LC‐MS dan 

fitokimia

24 jam 48 jam 72 jam 

Tetraselmis chuii kering (serbuk) 

Disaring menggunakan kertas Whatman no. 42 

Dimasukkan dalam erlenmeyer dan direndam menggunakan n-
heksan dengan rasio perbandingan sampel dan pelarut 1:5 (b/v) 
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3.2.1.3.  Parameter yang Diamati 

 Parameter pada penelitian tahap pertama ini meliputi pengukuran 

rendemen (Prihanto et al., 2011) dan penentuan nilai MIC dan MBC ekstrak 

Tetraselmis chuii terhadap Morganella morganii (Parhuship et al., 2010). Hasil 

terbaik dari pengukuran rendemen ekstrak dilakukan pengujian LC-MS. Untuk 

mengetahui kandungan bioaktif ekstrak dilakukan pengujian kualitatif fitokimia 

(Sulastri, 2011). 

 

3.2.2.  Penelitian Tahap Kedua 

Pada penelitian tahap 2 ini bertujuan untuk mengetahui kestabilan 

antibakteri terhadap suhu. Beberapa bakteri dapat tumbuh dan berkembang 

dengan baik pada suhu tertentu, salah satunya yaitu bakteri Morganella 

morganii.  

3.2.2.1.  Perlakuan dan Rancangan Percobaan 

Pemberian suhu (C) dan waktu (D) yang bervariasi merupakan 2 faktor 

pengamatan yang dilakukan pada penelitian tahap kedua ini. Faktor suhu (C) 

dibagi menjadi 5 taraf yaitu: suhu 60oC (C1), 70oC (C2), 80oC (C3), 90oC (C4) 

dan suhu 100oC (C5). Waktu pemanasan (D) yang digunakan dibagi dalam 5 

taraf yaitu: 5 menit (D1), 10 menit (D2), 15 menit (D3). Interaksi kedua faktor 

tersebut dilakukan dalam 2 kali ulangan seperti yang dapat dilihat pada Tabel 6, 

dimana jumlah ulangan yang digunakan dapat dihitung dengan persamaan: 

(t - 1) (r - 1) ≥ 15 

Dimana: t  =  Perlakuan        
    r  =  Ulangan    

Sesuai dengan persamaan diatas ulangan dari perlakuan yang diinginkan 

dapat ditentukan. Banyaknya ulangan dapat dihitung sebagai berikut: 

(t – 1) (r – 1)  ≥ 15 
(20 – 1) (r – 1) ≥ 15 
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19 (r – 1) ≥ 15 
19r – 19 ≥ 15 
19r   ≥ 15 + 19 
19r   ≥ 34 
r   ≥ 1,8 (dibulatkan menjadi 2 ulangan) 
 

Berdasarkan perlakuan tersebut, maka penelitian ini menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial. Dari data yang didapat dilakukan 

pengujian data menggunakan sidik ragam (ANOVA). Jika terdapat pengaruh 

yang berbeda nyata atau sangat nyata maka dilanjutkan menggunakan uji 

Duncan dengan taraf 5% dan 1%. Adapun model persamaan statistika yang 

digunakan dalam penelitian pendahuluan ini adalah: 

Yijk = µ + Ci + Dj + (CD)ij + εijk 
Keterangan : 
Yijk = Hasil pengamatan untuk faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor lama 

maserasi taraf ke-j, pada ulangan ke-k 
µ =  Rataan umum 
Ci =  Pengaruh faktor jenis pelarut pada taraf ke-i 
Dj =  Pengaruh faktor lama maserasi pada taraf ke-j 
(CD)ij = Interaksi antara faktor jenis pelarut dan faktor lama maserasi pada 

faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor lama maserasi taraf ke-j 
εijk = Galat percobaan untuk faktor jenis pelarut taraf ke-I, faktor ke faktor 

lama maserasi taraf ke-j pada ulangan ke-k  
 

Tabel 6. Desain rancangan percobaan penelitian tahap 2 

Perlakuan Waktu (menit) (D) 
5 (D1) 10 (D2) 15 (D3) 20 (D4) 

Su
hu

 (o C
) 

(C
) 

60 (C1) (C1D1)1 (C1D2)1 (C1D3)1 (C1D4)1 
(C1D1)2 (C1D2)2 (C1D3)2 (C1D4)2 

70 (C2) (C2D1)1 (C2D2)1 (C2D3)1 (C2D4)1 
(C2D1)2 (C2D2)2 (C2D3)2 (C2D4)2 

80 (C3) (C3D1)1 (C3D2)1 (C3D3)1 (C3D4)1 
(C3D1)2 (C3D2)2 (C3D3)2 (C3D4)2 

90 (C4) (C4D1)1 (C4D2)1 (C4D3)1 (C4D4)1 
(C4D1)2 (C4D2)2 (C4D3)2 (C4D4)2 

100 (C5) (C5D1)1 (C5D2)1 (C5D3)1 (C5D4)1 
(C5D1)2 (C5D2)2 (C5D3)2 (C5D4)2 

 

3.2.2.2.  Prosedur Penelitian 

Prosedur penelitian pada tahap kedua ini dilakukan dengan menyiapkan 

sampel ekstraksi maserasi terbaik sebanyak 5 mL. Dimasukkan dalam labu ukur 
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dan diencerkan dengan aquades sebanyak 250 mL (hingga tanda batas). Hasil 

pengenceran diambil sebanyak 10 mL dan dimasukkan ke dalam tiga tabung 

reaksi. Kemudian ditutup dengan alumunium foil dan dipanaskan menggunakan 

waterbath pada suhu 60oC (C1), 70oC (C2), 80oC (C3), 90oC (C4) dan suhu 

100oC (C4) dengan waktu 5 menit (D1), 10 menit (D2), dan 15 menit (D3). 

Penentuan suhu dan waktu pemanasan ini sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Pandiangan (2009). Kemudian dilakukan pengujian antibakteri 

menggunakan metode sumuran untuk menentukan nilai MIC dan MBC. Tahapan 

pengujian stabilitas ini dapat dilihat pada Gambar 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4. Diagram uji stabilitas suhu dalam waktu berbeda 

Sumber: Modifikasi Pandiangan (2009) 

3.2.2.3. Parameter yang Diamati 

Parameter pengamatan dari penelitian tahap 2 ini yaitu melihat besarnya 

daya hambat dari pemberian suhu terhadap ekstrak (Pandiangan, 2009). Hasil 

Suhu 60oC Suhu 100oC

5 menit 10 menit 15 menit 

Suhu 90oCSuhu 70oC Suhu 80oC

20 menit 

Didiamkan dengan waktu yang ditentukan 

Dilakukan pengujian antimikroba menggunakan metode sumuran  

Analisa Daya Hambat  
MIC dan MBC  

Hasil

Disediakan sampel ekstraksi sebanyak 0,5 g 

Dimasukkan dalam labu ukur dan diencerkan dengan aquades sebanyak 50 mL 

Diambil sebanyak 10 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 
ditutup aluminium foil 

Dipanaskan dalam waterbath 
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terbaik dilakukan analisa nilai MIC dan MBC dari ekstrak Tetraselmis chuii 

sebagai antibakteri (Parhusip., et al 2010). 

  

3.2.3. Prosedur Analisis Parameter 

3.2.3.1. Rendemen (Prihanto et al.,2011) 

Rendemen merupakan persentase total ekstrak etanol Tetraselmis chuii 

yang dihasilkan dibandingkan dengan jumlah bahan baku serbuk Tetraselmis 

chuii yang digunakan.Tujuan perhitungan rendemen yaitu untuk mengetahui 

persentase ekstrak etanol Tetraselmis chuii yang dihasilkan. Untuk mendapatkan 

hasil rendemen ekstrak dapat dihitung menggunakan persamaan : 

Rendemen = Berat Ekstrak
Berat awal Sampel

x 100 % 

3.2.3.2. Parameter Uji Zona Hambat (Darjono, 2011) 

 Pada penelitian ini, metode difusi sumuran digunakan untuk mengetahui 

besarnya zona hambat bakteri. Langkah pertama yang dilakukan yaitu, bakteri 

diambil dari media MHB dengan menggunakan pipet serologis steril sebanyak 

1ml kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang telah berisi MHA steril dan  

dihomogenkan. Setelah suspensi bakteri homogen, kemudian dituang dalam 

cawan petri dan ditunggu hingga padat. Setelah media padat, pada setiap  

cawan petri dibuat sumuran dengan diameter 6 mm menggunakan alat pelubang. 

Masing - masing sumuran diisi dengan larutan ekstrak Tetraselmis chuii 

sebanyak 30 µl. Setelah semua sumuran terisi sampel uji, cawan petri 

dimasukkan ke dalam inkubator dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 370C. 

Setelah diinkubasi selama 24 jam, diamati dan diukur zona hambat yang 

terbentuk. Pengukuran diameter hambat dilakukan menggunakan jangka sorong 

digital dengan ketelitian 0,05 mm. Penentuan zona hambat didapatkan dari 

diameter hambat dikurangi diameter sumuran.  
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3.2.3.3.  Penentuan Nilai MIC dan MBC (Parhusip et al.,2010) 

 Penentuan nilai MIC dan MBC dilakukan dengan menggunakan metode 

difusi agar sumur. Konsentrasi pemberian ekstrak Tetraselmis chuii dari pelarut 

polar yaitu 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm dan 5000 ppm. MIC dan 

MBC didapatkan dengan menggambarkan kurva dengan ln Mo (konsentrasi 

ekstrak Tetraselmis chuii) pada sumbu X terhadap Z2 (diameter penghambatan 

dikuadratkan) pada sumbu Y. Perpotongannya disebut Mt dan anti ln dari Mt 

menghasilkan MBC. MIC didapatkan dari nilai MBC dibagi 0,25. Adapun tahap 

penanaman bakteri pada media dengan menggunakan metode sumuran yaitu: 

a. Dilarutkan media MHA sebanyak 38 g menggunakan aquadest hingga 

volume 1 L. 

b. Dimasukkan dalam erlenmeyer dan dilakukan sterilisasi pada suhu 121oC, 

tekanan 1 atm selama 15 menit.  

c. Media steril didiamkan sampai kisaran suhu 50 - 60oC. Secara aseptis 

dicampurkan kultur bakteri uji dengan perbandingan 1:20 (1 ml bakteri 

dalam 20 ml media) dan dihomogenkan. 

d. Kultur yang telah tercampur dituang dalam cawan petri masing-masing 10 

mL dan dibiarkan hingga media padat. 

e. Media yang telah tercampur dibuat sumuran menggunakan alat pelubang 

dengan diameter 6 mm. 

f. Diinjeksikan ekstrak Tetraselmis chuii (1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 

4000 ppm dan 5000 ppm) ke dalam cawan petri yang telah dibuat 

sumuran. 

g. Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 30oC dalam inkubator. 

h. Setelah 24 jam, diukur zona bening yang terbentuk menggunakan jangka 

sorong. 

i. Dihitung besarnya nilai MIC dan MBC hingga didapatkan hasil. 
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3.2.3.5. Analisa LC-MS 

Pengujian LC – MS ekstrak kasar Tetraselmis chuii bertujuan untuk 

mengetahui berat molekul dan senyawa antibakteri Tetraselmis chuii. 

Konsentrasi ekstrak terbaik dari uji daya hambat bakteri digunakan untuk 

dilakukan analisa LC-MS.  

Kazakevich dan Lubrutto (2007) mengatakan bahwa uji LC-MS dimulai 

dari pemisahan sampel pada kromatografi (LC) berdasarkan fase gerak dalam 

kolom dan kepolaran sampel dalam kolom. Nugraha (2014) menambahkan 

bahwa, adapun prinsip spektrofotometer massa dalam menghasilkan spektrum 

massa diantaranya yaitu, sampel harus dikenali terlebih dahulu, dalam fase 

gerak molekul netral dalam sampel diubah menjadi ion, dianalisa massa (terjadi 

pemisahan ion oleh rasio massa ke muatan) sehingga ion yang terpisah dapat 

terdeteksi.  

 Dalam spektrometer massa, terdapat dua komponen penting selama 

proses yaitu adanya sumber ion (ion source) sebagi penghasil ion dan analisa 

massa (mass analyzer) yang akan menyeleksi ion. Secara umum, sistem LC-MS 

menggunakan beberapa mass analyzer dan ion source sesuai dengan kepolaran 

senyawa yang dianalisa, sehingga komponen tersebut memiliki kekurangan dan 

kelebihan yang harus disesuaikan dengan informasi yang dibutuhkan (Nagele, 

2006). 

3.2.3.6. Analisa Fitokimia (Harborne, 2006) 

Uji fitokimia ini digunakan untuk mengetahui senyawa bioaktif yang ada 

pada ekstrak kasar Tetraselmis chuii yang diperoleh dari ekstraksi menggunakan 

metode maserasi. Uji fitokimia ini meliputi uji tanin, alkaloid, flavonoid, saponin, 

steroid, dan fenol.  
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a. Uji Alkaloid 

Sebanyak  1  ml  ekstrak  mikroalga (Tetraselmis chuii) dari pelarut etanol 

dimasukkan  dalam tabung  reaksi dan ditambah dengan 5 tetes amonia pekat. 

Setelah itu, disaring kemudian ditambah 2 ml asam sulfat 2N dan dikocok hingga 

memberi lapisan atas dan bawah. Larutan dibagi menjadi 3 bagian, pada tabung 

pertama ditambahkan 1 tetes mayer, adanya alkaloid ditandai dengan 

terbentuknya endapan. Pada tabung kedua ditambah 1 tetes pereaksi 

Dragendorf dan terbentuknya endapan menandakan adanya alkaloid. Tabung 

ketiga ditambah 1 tetes pereaksi Wagner dan terbentuknya endapan. Reaksi 

dengan pereaksi Mayer akan terbentuk endapan putih, dengan pereaksi 

Dragendorff terbentuk  endapan merah jingga dan dengan pereaksi wagner 

terbentuk endapan coklat. 

b. Uji Flavonoid 

Sebanyak 1 ml ekstrak mikroalga (Tetraselmis chuii) dari pelarut etanol 

dimasukkan dalam tabung reaksi. Kemudian ditambah dengan 5 tetes etanol, 

lalu dikocok sampai homogen. Setelah itu ditambah dengan Mg 0,05 g dan 5 

tetes HCl pekat. Jika menghasilkan warna kuning, orange, dan merah 

menandakan adanya flavonoid.   

c. Uji  kandungan  steroid  dan triterpenoid  

Sebanyak 1 ml ekstrak mikroalga (Tetraselmis chuii) dari pelarut  etanol 

dimasukkan dalam tabung reaksi. Kemudian ditambah dengan asam asetat 

anhidrat dan asam sulfat pekat. Jika terbentuk warna biru atau hijau 

menandakan adanya steroid. Jika terbantuk warna ungu atau jingga 

menandakan adanya triterpenoid. 

d. Uji kandungan saponin 

Sebanyak 1 ml ekstrak mikroalga (Tetraselmis chuii) dari pelarut etanol 

dimasukkan dalam tabung reaksi. Kemudian ditambah 2 ml aquades, lalu 
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dikocok sampai homogen. Setelah itu, dipanaskan selama 2-3 menit. Tunggu 

hingga dingin, setelah itu kocok dengan kuat. Adanya busa yang stabil selama 

30 detik menunjukkan sampel mengandung saponin. 

e. Uji kandungan tanin 

 Sebanyak 1 ml ekstrak mikroalga (Tetraselmis chuii) dari pelarut etanol 

dimasukkan dalam tabung reaksi. Kemudian ditambah 5 tetes NaCl 10%, lalu 

dikocok sampai homogen. Setelah itu disaring, filtrat yang dihasilkan ditambah 

dengan gelatin 1% dan NaCl 10%. Terbentuknya endapan menandakan adanya 

tanin. 

 



4. HASIL DAN PEMBAHASAN  
 

 
Pada uji daya hambat dan stabilitas ekstrak kasar Tetraselmis chuii 

sebagai antimikroba terhadap Morganella morganii terdapat dua tahapan 

penelitian yaitu tahap pertama dan tahap dua. Tahap pertama dilakukan untuk 

mendapatkan hasil terbaik dari rendemen dan daya hambat ekstrak kasar 

Tetraselmis chuii. Hasil terbaik dari tahap pertama digunakan sebagai tahap 

lanjutan pada tahap dua. 

4.1. Penelitian Tahap Pertama 

4.1.1. Rendemen Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii 

Pada penelitian ini, untuk mendapatkan ekstrak Tetraselmis chuii 

dilakukan ekstraksi dari mikroalga Tetrasemis chuii yang dilarutkan dengan 

pelarut heksan, etil asetat, dan etanol. Teknik perendaman dilakukan secara 

bertingkat mulai dari pelarut non polar hingga pelarut polar. Yudha (2008) 

mendefinisikan bahwa ekstraksi merupakan proses penarikan komponen dari 

suatu bahan, dengan kata lain bahwa ekstraksi ini merupakan proses pemisahan 

satu atau beberapa zat yang diinginkan dari sampel dengan bantuan pelarut. 

Tujuan dari ekstraksi menggunakan pelarut yaitu untuk mendapatkan ekstrak 

yang optimal berdasarkan jumlah dan senyawa aktif yang terkandung dalam 

mikroalga Tetraselmis chuii (Wenno et al., 2010). 

Penggunaan pelarut yang berbeda dan teknik pemberian pelarut secara 

bertingkat dalam ekstraksi ini bertujuan agar zat aktif yang terkandung dalam 

Tetraselmis chuii dapat terekstrak secara optimal sesuai kepolarannya. Dari hasil 

penelitian, didapat rata-rata nilai rendemen ekstrak kasar Tetraselmis chuii 

menggunakan pelarut heksan, etil asetat dan etanol dengan lama maserasi 

selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam berkisar antara 1,20% - 8,36%. 
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Hasil perhitungan analisa keragaman (ANOVA) dan uji lanjut Duncan 

(DMRT) pemberian pelarut dan waktu perendaman terbaik dapat dilihat pada 

Lampiran 2. Berdasarkan analisis keragaman (ANOVA) dari rendemen, terlihat 

bahwa maserasi dengan pemberian pelarut heksan, etil asetat dan etanol 

memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap hasil rendemen dan 

juga pemberian waktu 24, 48 dan 72 jam memiliki pengaruh yang tidak berbeda 

nyata (p>0,05). Interaksi antara pemberian pelarut dan waktu terhadap 

peredaman memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap rendemen. 

Akibat adanya pengaruh berbeda nyata (p<0,05) pada perlakuan sehingga 

dilakukan uji lanjut Duncan. Hasil uji lanjut Duncan secara ringkas dapat dilihat 

pada Gambar 5.  

Gambar 5. Rendemen ekstrak kasar Tetraselmis chuii 

Dari hasil uji lanjut Duncan, perendaman serbuk Tetraselmis chuii 

menggunakan pelarut heksan selama 24 jam tidak berbeda nyata dengan 

dengan perendaman menggunakan pelarut heksan dalam waktu 48 jam dan 72 

jam. Perendaman menggunakan pelarut etil asetat dalam waktu 24 jam, 48 jam 

dan 72 juga tidak memiliki perbedaan nyata dalam pemberian waktu. 

1,
30

 ±
0,

04
0 

ab

0,
87

 ±
0,

03
1 

a

0,
83

 ±
0,

31
 a

2,
68

 ±
0,

09
3 

bc

2,
43

 ±
0,

11
4 

b

2,
44

 ±
0,

10
9 

b

6,
78

 ±
0,

28
0 

d

5,
43

 ±
0,

19
5 

c

5,
41

 ±
0,

17
3 

c

000

001

002

003

004

005

006

007

008

24 48 72

Re
nd

em
en

 %

Lama Maserasi (Jam)

Pelarut Heksan Pelarut Etil asetat Peelarut Etanol



 
33 

 

Perendaman menggunakan pelarut etanol dalam waktu 24 jam, 48 jam dan 72 

jam juga tidak memiliki perbedaan yang nyata. Adhianata (2012) menjelaskan 

bahwa penggunaan pelarut dan polaritas yang berbeda akan melarutkan 

senyawa dari biomassa sel Tetraselmis chuii berdasarkan kepolaran masing-

masing pelarut. 

Dari hasil analisa pada Gambar 5, diduga bahwa semakin polar suatu 

pelarut yang digunakan maka semakin optimal pula hasil ekstrak yang 

didapatkan, namun pemberian waktu tidak memiliki pengaruh yang nyata dalam 

menghasilkan ekstrak yang optimal. Ortuno et al., (2010) menyatakan bahwa 

jenis pelarut dan lama maserasi memiliki interaksi yang nyata terhadap 

rendemen yang dihasilkan. Namun dari hasil penelitian tahap pertama yang 

dilakukan, diduga waktu tidak memberikan perbedaan yang nyata. Hasil ini 

sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Spigno dan DeFaveri (2007), 

dengan pemberian pelarut dan lama maserasi pada rasio tertentu tidak 

memberikan efek peningkatan rendemen, hal ini disebabkan karena kondisi 

bahan dan pelarut menjadi jenuh. Komara (1991) juga menambahkan bahwa 

pemberian lama maserasi pada larutan yang telah mencapai titik jenuh tidak 

menghasilkan ekstrak yang lebih baik.  

Warna dari hasil perendaman juga tampak berbeda nyata antara 

perendaman menggunakan pelarut heksan, etil asetat dan etanol. Sampel 

dengan perendaman heksan tampak berwarna coklat kekuningan seperti yang 

dapat dilihat pada Lampiran 12. Warna yang tampak coklat kekuningan ini 

diduga karena adanya kandungan karotenoid. Salisbury dan Ross 1995, 

menyatakan bahwa karotenoid ini merupakan pigmen warna dengan kandungan 

warna kuning, jingga, atau merah yang terdapat dalam berbagai macam plastid 

berwarna (kromoplas).  
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Warna sampel dari hasil perendaman menggunakan pelarut etil asetat 

menghasilkan warna hijau pekat, terbentuknya warna hijau pekat ini diduga 

karena adanya karbohidrat, asam amino, dan gula yang ikut terlarut dalam 

pelarut etil aset. Brown (2005) menjelaskan bahwa Tetraselmis chuii 

mengandung protein sebesar 31%, karbohidrat 12,1%, dan klorofil a 1,425. 

Ditambahkan oleh Adhianata (2012), permeabilitas membran sel Tetraselmis 

chuii akan berubah akibat adanya polaritas yang sama antara dinding sel dengan 

pelarut sehingga komponen sel Tetraselmis chuii dapat terlarut dalam pelarut.  

Pelarut yang bersifat polar diduga dapat mengekstrak senyawa organik 

seperti alkaloid, gula dan asam amino. Sifat dari pelarut polar dengan nilai 

konstanta dielektrik yang tinggi dapat menyebabkan dinding sel terbuka sehingga 

komponen dalam sel dapat tertarik keluar (Harborne, 2006; Heat dan Reineccius, 

1996). Dari hasil penelitian yang dilakukan, perendaman menggunakan pelarut 

etanol menghasilkan warna hijau tua seperti yang dapat dilihat pada Lampiran 

12. Warna hijau tua ini diduga karena terekstraknya kandungan klorofil dari 

mikroalga Tetraselmis chuii. Yudha (2008) dalam penelitiannya, dihasilkan warna 

hijau tua dari perendaman mikroalga Dunaliella sp menggunakan pelarut etanol, 

sedangkan penelitian Sugiastuti (2002) melakukan perendaman daun sirih 

menggunakan pelarut etanol juga menghasilkan warna hijau kehitaman yang 

disebabkan oleh kandungan klorofil dalam daun sirih. Seperti yang diketahui 

bahwa klorofil merupakan zat hijau daun yang memiliki peranan sangat penting 

dalam proses fotosintesis (Salisbury dan Ross, 1995). Pada penelitian tahap 

petama ini, hasil ekstrak yang didapat masih berupa ekstrak kasar dengan 

kandungan senyawa lainnya bukan hanya komponen yang diinginkan secara 

sempurna kecuali ekstrak dilanjutkan dengan pemurnian.  
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4.1.2. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii terhadap 
Morganella morganii 
 
Tahap pertama yang dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri 

dalam ekstrak kasar Tetraselmis chuii maka dilakukan uji kualitatif terhadap 

pertumbuhan bakteri. Ketika kandungan mikroalga tinggi dalam sebuah kolam, 

bakteri koliform dan bakteri patogen dapat mati dengan cepat, hal ini 

membuktikan bahwa mikroalga memiliki kandungan senyawa yang mampu 

dijadikan sebagai antimikroba (Fogg, 1975). Makridis et al., (2006) menyatakan 

bahwa dua spesies mikroalga terdeteksi dapat bertindak sebagai bakterisidal 

terhadap bakteri gram negatif, namun mekanisme penghambatan belum dapat 

ditentukan.   

Pengujian aktivitas antibakteri dalam penelitian ini menggunakan metode 

difusi sumuran. Ekstrak yang ditambahkan dalam setiap lubang sebanyak 30 µl. 

Kemampuan penghambatan ekstrak kasar Tetraselmis chuii diindikasikan 

dengan terbentuknya zona bening disekitar permukaan media yang telah 

dimasukkan ekstrak. Dari hasil penelitian ini, diduga bahwa ekstrak kasar 

Tetraselmis chuii memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri, 

hal ini dibuktikan dengan terbentuknya zona bening di sekitar sumuran yang 

telah diberikan ekstrak. Sebagai penentuan bahwa ekstrak mengandung 

antibakteri dilakukan percobaan dengan memberikan kontrol positif (antibiotik 

Kloramfenikol) dan kontrol negatif (air). Kusmiyati dan Agustini (2007) 

menyatakan bahwa kontrol positif digunakan untuk membandingkan kemampuan 

hambat mikroalga sebagai larutan uji mempunyai efek antibakteri yang 

sebanding atau lebih kecil dari diameter hambat antibiotik kloramfenikol. 

Diameter hambat yang terbentuk dari ekstrak kasar Tetraselmis chuii 

memiliki hasil yang berbeda. Hasil uji lanjut Duncan uji daya hambat terbaik 

dapat dilihat pada Lampiran 4. Berdasarkan analisis keragaman (ANOVA) terlihat 
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bahwa hasil ekstrak dari perlakuan lama maserasi dengan pemberian pelarut 

heksan, etil asetat dan etanol memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) 

terhadap diameter hambat Morganella morganii. Namun waktu perendaman 

ekstrak selama 24, 48 dan 72 jam tidak berpengaruh nyata (p>0,05) terhadap 

pembentukan diameter hambat Morganella morganii. Interaksi antara perlakuan 

lama maserasi terhadap pembentukan diameter hambat bakteri memiliki 

pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05). Akibat adanya pengaruh yang berbeda 

nyata sehingga dilakukan uji lanjut Duncan. Hasil uji lanjut dengan uji Duncan 

secara ringkas dapat dilihat pada Gambar 6. 

 
Gambar 6. Diameter hambat ekstrak kasar Tetraselmis chuii berbagai pelarut 

dan lama maserasi 
 
Dari hasil uji lanjut Duncan, pembentukan diameter hambat ekstrak 

dengan lama maserasi selama 24 jam menggunakan pelarut heksan tidak 

berbeda nyata dengan pembentukan diameter hambat dari ekstrak dengan lama 

maserasi sampel selama 48 jam dan 72 jam dengan pelarut sama. Ekstrak 

dengan maserasi selama 24 jam menggunakan etil asetat menghasilkan 

diameter hambat yang berbeda nyata dari ekstrak dengan maserasi selama 48 
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jam dan 72 jam, namun besarnya diameter hambat pada maserasi 48 jam tidak 

berbeda nyata dengan pembentukan diameter hambat ekstrak pada maserasi 72 

jam. Terbentuknya diameter hambat dari ekstrak dengan maserasi selama 24 

jam menggunakan pelarut etanol memiliki pengaruh yang tidak berbeda nyata 

dengan diameter hambat dari ekstrak dengan maserasi selama 48 jam dan 72 

jam. Dari grafik di atas, diduga bahwa pemberian pelarut berbeda pada ekstrak 

juga memiliki pengaruh dalam terbentuknya diameter hambat dari media tumbuh 

Morganella morganii. Kemampuan ini diduga akibat dari kemampuan ekstrak 

dalam merusak dinding sel bakteri. Widayanti (2012) menyatakan bahwa setiap 

mikroorganisme mampu menunjukkan respon antimikroba yang berbeda untuk 

tiap ekstrak dengan perlakuan yang sama. Nagarajan et al., (2011) menyatakan 

bahwa, semakin lama maserasi yang digunakan, maka konsentrasi senyawa 

bioaktif yang dapat diikat oleh pelarut semakin meningkat sehingga mampu 

berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri dengan baik. 

Dari Gambar 6 menunjukkan bahwa ekstrak kasar Tetraselmis chuii yang 

diekstrak menggunakan pelarut heksan, etil asetat, dan etanol memiliki aktivitas 

dalam menghambat bakteri. Aktivitas penghambatan dari masing-masing 

perlakuan menghasilkan diameter hambat yang berbeda seiring dengan tingkat 

kepolaran pelarut yang digunakan saat ekstraksi. Hasil pengujian antibakteri 

ekstrak kasar Tetraselmis chuii terhadap pertumbuhan Morganella morganii 

didapat besarnya diameter hambat yang terbentuk berkisar antara 3,37 mm 

hingga 10,88 mm. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Adhianata (2012) dimana diameter hambat yang terbentuk pada cawan dengan 

bakteri uji Escherchia coli memiliki kisaran diameter hambat sebesar 11,13 – 

16,07 mm. Widayanti (2012) dalam penelitiannya, diketahui bahwa diameter 

hambat yang terbentuk berkisar antara 8,10 mm – 14,30 mm. Perbedaan 

diameter hambat yang terbentuk diduga karena kemampuan mikroorganisme 
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dalam merespon senyawa antibakteri dari setiap ekstrak berbeda. Kalemba dan 

Kunicka (2003) menjelaskan bahwa senyawa antibakteri memiliki kemampuan 

yang berbeda dalam merusak dinding sel bakteri. Adanya senyawa yang masuk 

dalam membran sel bakteri mengakibatkan terganggunya proses metabolisme 

seperti penyerapan nutrient, transport elektron dan produksi energi (Nychas, 

1995). 

 

4.1.3. Uji MBC (Minimum Bacterial Concentration) dan MIC (Minimum 
Inhibitory Concentration)Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii 
 

4.1.3.1. Uji MBC (Minimum Bacterial Concentration) 

Uji MBC digunakan sebagai indikator uji untuk mengetahui konsentrasi 

pemberian ekstrak dalam membunuh bakteri. Uji MIC merupakan indikator uji 

pemberian konsentrasi terhadap ekstrak yang digunakan untuk mengetahui 

besarnya daya hambat bakteri. Santoso et al., (2011) menyatakan bahwa MIC 

merupakan kadar terendah antibakteri dalam menghambat bakteri, sedangkan 

MBC merupakan kadar terendah antibakteri yang dapat membunuh bakteri yang 

ditandai dengan pertumbuhan koloni <0,1%. Akibat adanya efek penghambatan 

dan kemampuan bunuh bakteri dari pemberian konsentrasi ekstrak, maka 

ekstrak dapat dikelompokkan menjadi senyawa antibakteri yang bersifat 

bakterisidal dan bakteristatik (Wahyuni, 2010). 

Data hasil MBC terhadap aktivitas Morganella morganii diperoleh dengan 

membuat konsentrasi ekstrak yang bervariasi. Konsentrasi yang digunakan yaitu 

1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm dan 5000 ppm serta dilakukan 

pengulangan sebanyak 3 kali. Perhitungan nilai MBC ini didapat dari 

perpotongan sumbu X terhadap sumbu Y seperti yang dapat dilihat pada 

Lampiran 5. Penentuan nilai MBC terbaik ditentukan dari analisa keragaman 

(ANOVA) dan uji lanjut Duncan seperti yang dapat dilihat pada Lampiran 6. 
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kemampuan dalam membunuh bakteri gram negatif seperti Morganella morganii. 

Pemberian ekstrak dengan konsentrasi berbeda mampu membunuh bakteri 

hingga konsentrasi terkecil. Nilai MBC yang tampak pada gambar di atas 

memiliki kisaran bunuh bakteri antara 3,13 ± 0,11 ppm hingga 12,93 ± 0,26 ppm. 

Sri et al., (2005) menyatakan bahwa, semakin tinggi konsentrasi senyawa 

antimikroba dalam ekstrak sampel uji, maka kemampuan dalam membunuh dan 

mengendalikan mikroba semakin besar. 

  

4.1.3.2. Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration)     

Penggunaan uji MIC dimaksudkan untuk mengetahui batas minimum 

pemberian konsentrasi ekstrak dalam menghambat. Dengan mengetahui 

besarnya nilai MIC maka dapat ditentukan pula apakah senyawa dari ekstrak uji 

dapat digunakan sebagai bakteristatik. Pada penelitian ini, nilai MIC dapat 

ditentukan dari besarnya nilai MBC yang telah diperoleh dibagi dengan 0,25. 

Hasil MIC terbaik dapat ditentukan melalui analisa keragaman (ANOVA) dan uji 

lanjut Duncan seperti yang dapat dilihat pada Lampiran 7. Berdasarkan analisa 

keragaman (ANOVA) bahwa pelarut etanol, etil asetat dan etanol memiliki 

pengaruh yang berbeda nyata terhadap besarnya nilai MIC sedangkan lama 

perendaman 24, 48 dan 72 jam tidak memiliki pengaruh berbeda nyata (p>0,05). 

Adapun interaksi dari perlakuan pemberian pelarut, waktu perendaman dan 

pemberian konsentrasi ekstrak berbeda memiliki pengaruh yang berbeda nyata 

(p<0,05) terhadap besarnya nilai MIC. Adanya pengaruh berbeda nyata (p<0,05) 

pada ANOVA sehingga dilakukan uji lanjut Duncan. Secara ringkas besarnya 

nilai MIC dapat dilihat pada Gambar 8.   
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untuk menentukan besarnya MBC dan MIC. Nilai MBC dan MIC terkecil 

menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi terkecil masih memiliki kemampuan 

dalam membunuh dan menghambat bakteri. Dari hasil penelitian, diduga bahwa 

ekstrak Tetraselmis chuii yang dimaserasi dengan pelarut etanol memiliki 

kemampuan yang lebih efektif dalam membunuh dan menghambat Morganella 

morganii dibandingkan dengan pelarut etil asetat dan pelarut heksan. 

Kemampuan bunuh dan hambat hingga konsentrasi terkecil diduga karena 

adanya komponen senyawa aktif yang dapat menjadi antibakteri bagi Morganella 

morganii. Dalam penelitian Parhusip et al., (2010) menjelaskan bahwa, ekstrak 

sampel uji yang digunakan lebih efektif menghambat dan membunuh bakteri 

gram positif pada nilai MBC sebesar 1,32% dan MIC sebesar 0,53% dibanding 

bakteri gram negatif pada nilai MBC sebesar 3,22% dan nilai MIC sebesar 

1,29%. Diameter hambat yang terbentuk dalam permukaan media tumbuh 

bakteri setelah inkubasi selama 24 jam menunjukkan bahwa senyawa dalam 

ekstrak uji dapat menghambat pertumbuhan bakteri, baik bakteri gram positif 

maupun negatif (Polapa, 2015). 

 

4.1.4. Uji Fitokimia 

Uji fitokimia adalah analisa uji senyawa bioaktif yang terdapat pada 

tumbuhan yang memiliki fungsi tertentu bagi manusia. Prameswari dan Simon 

(2014), menjelaskan bahwa uji fitokimia bertujuan untuk mengetahui adanya 

senyawa bioaktif yang dapat berperan sebagai antimikroba. Adapun metode 

identifikasi fitokimia ini dibagi menjadi tiga macam yaitu, pengujian dengan KLT, 

reaksi pengendapan, dan reaksi warna. Pada penelitian ini, digunakan metode 

pengujian reaksi warna dan reaksi pengendapan dalam mengetahui kandungan 

senyawa fitokimia dalam Tetraselmis chuii. Adapun hasil uji fitokimia dapat dilihat 

pada Tabel 8.  
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Tabel 8. Hasil uji fitokimia ekstrak kasar Tetraselmis chuii 
Uji Fitokimia Pereaksi Hasil Kesimpulan

Alkaloid 
Wagner 
Mayer 

Dragendroff 

Terbentuk endapan putih 
Terbentuk endapan merah 
Terbentuk endapan coklat 

+ 
+ 
+ 

Tanin FeCl3 Terbentuk warna hijau kehitaman + 
Flavonoid Mg dan HCl Tidak terbentuk warna merah - 

Saponin HCl 2 N Busa tidak stabil selama 30 
menit - 

Steroid Asam sulfat Terbentuk warna hijau + 

Triterpenoid Asam asetat 
anhidrat Terbentuk warna jingga + 

Ket:  (+) = mengandung senyawa uji 
   (-) = tidak mengandung senyawa uji 

Dari hasil penelitian uji fitokimia, mikroalga Tetrselmis chuii diduga 

mengandung senyawa alkaloid, hal ini ditandai dengan terbentuknya endapan 

putih setelah penambahan pereaksi wagner, endapan merah bata setelah 

penambahan pereaksi Mayer dan endapan coklat setelah penambahan pereaksi 

Dragendroff. Kandungan metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid, dan 

terpenoid yang dimiliki oleh mikroalga laut dapat dimanfaatkan sebagai sebagai 

antibakteri (Mudjiman, 2004). Bowo et al., (2009) menyatakan bahwa, alkaloid 

mampu dijadikan sebagai antimikroba karena kemampuan alkaloid dalam 

mengacaukan komponen penyusun peptidoglikan pada sel mikroba, sehingga 

lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk secara utuh dan menyebabkan 

kematian sel tersebut.  

Terbentuknya warna hijau kehitaman setelah penambahan FeCl3 pada 

sampel Tetraselmis chuii diduga bahwa Tetraselmis chuii mengandung senyawa 

tanin. Harborne (2006) memaparkan bahwa kandungan senyawa tanin pada 

tumbuhan memiliki kemampuan dalam mengendapkan protein yang mampu 

membentuk kopolimer sehingga tidak larut dalam air. Tanin sebagai antibakteri 

bekerja dalam menghambat aktivasi DNA (Nuri et al., 2009) dan inaktivasi enzim 

(Widiana, 2010) sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk.  

Terbentuknya warna jingga diawal dan dilanjutkan dengan warna hijau 

dalam sampel uji setelah penambahan asam asetat dan asam sitrat anhidrat 



 
44 

 

diduga sampel uji memiliki kandungan triterpenoid dan steroid. Mekanisme kerja 

senyawa terpenoid dalam menghambat bakteri yaitu bereaksi dengan porin, 

rusaknya porin yang merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan 

mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri. Mekanisme kerja steroid yaitu, 

berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat impermeabel terhadap 

senyawa lipofilik yang menyebabkan membran menurun, turunnya integritas 

membran menyebabkan membran sel rapuh dan lisis (Sulastrianah et al., 2014).   

 

4.1.5. Identifikasi Senyawa Bioaktif Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii 
menggunakan LC-MS 
 
Pengujian LCMS-ESI ekstrak kasar mikroalga Tetraselmis chuii dilakukan 

di Laboratorium Pusat Penelitian Kimia-LIPI, Serpong, Tangerang Selatan. 

Pengujian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa yang terkandung dalam 

ekstrak berdasarkan berat molekul senyawa ekstrak. Hasil pengujian ekstrak 

kasar Tetraselmis chuii menggunakan LCMS-ESI menunjukkan dua retensi 

waktu dengan masing-masing puncak sebesar 1,9 menit dan 7,1 menit. Senyawa 

yang teridentifikasi dari dua retensi waktu yang tampak menghasilkan 2 puncak 

MS tertinggi. Anggara (2015), menyatakan bahwa puncak dengan retensi waktu 

yang besar memiliki suatu jenis senyawa dengan kelimpahan yang tinggi. Hasil 

analisa pola spektrum LC-MS ekstrak kasar Tetraselmis chuii pelarut etanol 

secara ringkas dapat dilihat pada Gambar 9, 10, dan 11.  
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Gambar 9. Pola kromatogram ekstrak kasar Tetraselmis chuii pelarut etanol 

Gambar 10. Pola spektrum massa Rt 1,9 ekstrak kasar Tetraselmis chuii  

Gambar 11. Pola spektrum massa Rt 7,15 ekstrak kasar Tetraselmis chuii 

Hasil analisa spektrum MS pada Rt 1,90 seperti pada Lampiran 10 

menunjukkan beberapa puncak tertinggi yang menandakan fragmentasi 

berdasarkan berat molekulnya. Pada Rt 1,90 dengan puncak MS tertinggi diduga 

memiliki spektrum puncak 175,18 m/z. Secara teoritis puncak yang muncul 

dengan nilai m/z berdekatan terjadi karena masih melekatnya atom H yang tidak 

hanya satu, dua bahkan lebih, sehingga untuk m/z dapat diketahui melalui 

(M+H)+. Ion H+ akan melekat pada atom N atau O pada gugus karbonil (O=C) 

(Dao et al., 2009). Analisa yang digunakan untuk menentukan senyawa dari hasil 
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kromatogram LC yaitu dengan memasukkan besarnya mass spectra ke dalam 

tabel database (massbank.jp) yang kemudian ditentukan dengan melihat unsur 

senyawa dari senyawa-senyawa yang muncul pada database. Dari unsur 

senyawa tersebut dipilih senyawa polar dengan ikatan senyawa OH. 

Berdasarkan penelusuran database spektra melalui website (massbank.jp) 

diduga senyawa yang ada pada ekstrak kasar mikroalga Tetraselmis chuii seperti 

yang dapat dilihat pada Tabel 9. 

Tabel 9. Senyawa analisa LC-MS ESI Positif 
Retensi 

Time 
Massa ion 

(m/z) 
Dugaan 

Senyawa 
Rumus 
Molekul 

1,90 176,04 7-Hydroxy-4-methylcoumarin C10H8O3 
7,1 219,11 D-Pantothenic acid C9H17NO5 

 
Penulusaran senyawa melalui database, puncak spektrum yang dapat 

dijadikan sebagai antimikroba diduga pada 176,18 m/z dengan relative intensity 

analisis 15,61. Berdasarkan penelusuran database melalui website 

(massbank.jp) senyawa teranalisis diduga merupakan senyawa 7-Hydroxy-4-

methylcoumarin (Cuthbertson et al., 2004) yang merupakan senyawa turunan 

kumarin dengan MS fragmen sebesar 176,04 m/z. Adapun rumus kimia senyawa 

ini yaitu C10H8O3. Wibowo 2010 menyatakan bahwa senyawa 7-Hydroxy-4-

methylcoumarin merupakan senyawa turunan kumarin dimana senyawa kumarin 

memiliki efek toksik terhadap bakteri, bersifat antiradang dan antialergi. Struktur 

kimia senyawa 7-Hydroxy-4-methylcoumarin dapat dilihat pada Gambar 12.  

 

 

     

 

Gambar 12. Struktur kimia senyawa 7-Hydroxy-4-methylcoumarin 
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 Dari hasil analisa LC-MS ESI positif dengan Retention time 7,15 min 

tampak bahwa puncak tertinggi sampel uji sebesar 219,20 m/z. Berdasarkan 

penelusuran menggunakan database melalui website (massbank.jp), senyawa 

analisis yang muncul ini diduga merupakan senyawa D-Pantothenic acid yang 

merupakan senyawa turunan vitamin B5 (Kakazhu et al., 2008). Adapun rumus 

kimia dari senyawa ini yaitu C9H17NO5. Haliza et al., (2007) menyatakan bahwa 

kandungan asam pantotenat efektif dalam melawan diare yang disebabkan oleh 

infeksi bakteri. Struktur kimia D-Pantothenic acid dapat dilihat pada Gambar 13.  

 

 

 

 

 Kumarin merupakan suatu metabolit yang sering dijumpai sebagai 

glikosidal (Suryaningrum, 2011). Wardakhan dan Nadia (2007) membuktikan 

bahwa senyawa kumarin mempunyai aktivitas antibakteri pada bakteri gram 

negatif. Hampir semua kumarin mempunyai oksigen pada C-7, pada posisi lain 

dapat teroksigenasi dan terdapat rantai samping alkil (Robinson, 1995). Asam 

pantotenat merupakan salah satu nutrisi yang sangat penting dalam aktivitas 

biologi bakteri probiotik hasil fermentasi produk (Isolauri et al., 2001). Munasir 

(2001) menyatakan bahwa asam pantotenat (vitamin B5) berperan dalam 

menstimulasi sistem kekebalan (imune) tubuh. 

 

4.2. Penelitian Tahap Dua 

Penelitian tahap dua ini merupakan penelitian lanjutan, dimana hasil 

terbaik yang telah didapatkan dari penelitian tahap satu dilakukan pengujian 

kembali dengan memberikan pengaruh suhu dan waktu pada ekstrak kasar 

Tetraselmis chuii. Adapun parameter pengujian pada tahap dua ini diantaranya 

Gambar 13. Struktur Kimia D-Pantothenic
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yaitu, pengujian daya hambat dengan pemberian suhu dan waktu pada ekstrak. 

Parameter uji yang dilakukan yaitu, penentuan konsentrasi ekstrak sehingga 

dapat diketahui MIC dan MBC ekstrak terhadap Morganella morganii.  

 

4.2.1. Uji Stabilitas Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii terhadap Daya Hambat 
Morganella morganii 
 
Hasil uji daya hambat bakteri dari ekstrak kasar yang telah dilakukan 

sebelumnya, diketahui bahwa ekstrak yang dimaserasi dengan pelarut etanol 

memiliki daya hambat yang lebih efektif terhadap Morganella morganii 

dibandingkan dengan ekstrak yang dimaserasi menggunakan pelarut heksan dan 

etil asetat. Setelah didapat ekstrak terbaik, uji selanjutnya yaitu dengan diberikan 

perlakuan suhu dan waktu berbeda. Suhu dan waktu yang digunakan dalam 

penelitian ini yaitu, pemberian suhu 60°C, 70°C, 80°C, 90°C dan 100°C dengan 

waktu pemanasan selama 5, 10, 15 dan 20 menit.  

Pengujian kemampuan hambat ekstrak kasar Tetraselmis chuii terhadap 

Morganella morganii dengan diberikan perlakuan suhu dan waktu yang berbeda 

dapat membentuk diameter hambat yang berbeda pula. Hasil perhitungan 

analisa keragaman (ANOVA) dan uji lanjut Duncan pada perlakuan pemberian 

suhu dan waktu terbaik dari ekstrak dapat dilihat pada Lampiran 8. Berdasarkan 

analisis keragaman (ANOVA) dari diameter hambat, terlihat bahwa suhu 60°, 

70°, 80°, 90° dan 100°C  memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) 

terhadap diametr hambat dan juga pemberian waktu pemanasan 5, 10, 15 dan 

20 menit memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05). Interaksi antara 

pemberian suhu dan waktu pemanasan terhadap diameter hambat ekstrak 

memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap kemampuan hambat 

ekstrak terhadap bakteri. Akibat adanya pengaruh berbeda nyata (p<0,05) pada 
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perlakuan sehingga dilakukan uji lanjut Duncan. Hasil uji lanjut Duncan secara 

ringkas dapat dilihat pada Gambar 14. 

 
Gambar 14. Grafik rerata daya hambat ekstrak kasar Tetraselmis chuii terhadap 

Morganella morganii 
 

Hasil lanjut uji Duncan seperti yang terlihat pada Lampiran 8 

menunjukkan bahwa pemanasan ekstrak Tetraselmis chuii pada suhu 60oC 

selama 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan selama 10 menit, 15 menit 

dan 20 menit. Pada pemanasan ekstrak dengan suhu 70oC dengan waktu 

pemanasan 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan selama 10, 15 dan 20 

menit, namun pemanasan selama 10 dan 15 menit tidak berbeda nyata. 

Pemanasan ekstrak Tetraselmis chuii dengan suhu 80oC selama 5 menit 

berbeda nyata dengan pemanasan selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit. 

Pemberian suhu 90oC dengan waktu pemanasan ekstrak selama 5 menit 

berbeda nyata dengan dengan pemanasan ekstrak selama 10, 15 dan 20 menit, 

Pada pemberian suhu sebesar 100oC dengan pemanasan selama 5 menit 

berbeda nyata dengan pemanasan ekstrak selama 10 menit, 15 menit, dan 20 

menit, namun pemanasan ekstrak selama 15 dan 20 menit tidak berbeda nyata. 
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Pemanasan pada suhu 80oC selama 5 menit didapat diameter hambat yang lebih 

besar, diduga karena pada suhu 80oC senyawa pada ekstrak Tetraselmis chuii 

belum rusak akibat pemanasan. Dari notasi grafik di atas, diduga bahwa semakin 

tinggi pemberian suhu maka semakin rendah pula diameter hambat yang 

terbentuk pada permukaan media tumbuh bakteri. Dalam penelitian Parhusip et 

al., (2005) bahwa ekstrak etanol dapat menghambat dengan lebih efektif karena 

suhu didih etanol yang mampu mencapai 78oC. Data penghambatan terendah 

diperoleh pada pemanasan dengan suhu 100oC selama 20 menit, hal ini diduga 

akibat suhu yang terlalu tinggi dengan waktu yang lama. Cornelia (2005) 

menyatakan bahwa, ekstrak yang dipanaskan hingga mendidih menunjukkan 

terjadinya penurunan diameter hambat, hal ini diakibatkan karena rusaknya 

senyawa antimikroba sampel uji akibat pemanasan yang berlebihan. Dalam 

penelitian Nugroho dan Rahayu (2003), bahwa terjadi penurunan aktivitas 

antibakteri akibat suhu yang tinggi. 

Dari Gambar 14 dapat diketahui bahwa rata-rata diameter hambat yang 

terbentuk memiliki nilai tertinggi sebesar 11,03 ± 0,653 mm. Nilai terendah yang 

diperoleh dari diameter hambat ekstrak kasar Tetraselmis chuii sebesar 8,25 ± 

0,624 mm. Semakin tinggi suhu dan semakin lama waktu pemanasan diduga 

dapat menyebabkan kerusakan pada senyawa yang terkandung dalam ekstrak 

uji. Namun, pada suhu 80oC pemanasan selama 5 menit, ekstrak Tetraselmis 

chuii diduga mampu menghambat dengan efektif Hal ini sesuai dengan penelitan 

Parhusip et al., (2005), bahwa aktivitas penghambatan pada suhu 80oC dengan 

pelarut etanol memiliki pengaruh yang cukup baik terhadap daya hambat bakteri. 
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4.2.2. Uji Stabilitas MBC (Minimum Bacterial Concentration) dan MIC 
(Minimum Inhibitory Concentration) Morganella morganii 
 
Pengujian lebih lanjut ekstrak Tetraselmis chuii setelah dilakukan uji daya 

hambat dengan pemberian suhu adalah penentuan besarnya nilai MBC dan MIC 

dari ekstrak sampel uji. Nilai MIC dan MBC ini bertujuan untuk mengetahui 

seberapa kuat sampel Tetraselmis chuii mampu dijadikan sebagai bakterisidal 

dan bakteristatik. Ibrahim (2013) dalam penelitiannya menyatakan bahwa 

dengan diketahui besarnya diameter hambat pada masing-masing konsentrasi 

ekstrak yang diberikan maka dapat diketahui bahwa ekstrak sampel uji mampu 

bersifat bakterisidal maupun bakteristatik.  

4.2.2.1. Uji Stabilitas Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii terhadap MBC 
(Minimum Bacterial Concentration) 
 

Perhitungan besarnya nilai MBC yang didapat dari uji stabilitas ekstrak 

kasar Tetraselmis chuii dilakukan melalui pengukuran daya hambat dari 

konsentrasi ekstrak yang telah ditentukan. Adapun konsentrasi ekstrak yang 

digunakan yaitu, 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm dan 5000 ppm. 

Metode uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode difusi agar 

lubang. Hasil analisis keragaman (ANOVA) dan uji lanjut Duncan terhadap 

perhitungan MBC dengan pengaruh pemberian suhu dan waktu dapat dilihat 

pada Lampiran 9. Berdasarkan analisis keragaman (ANOVA) dari diameter 

hambat, terlihat bahwa suhu 60°, 70°, 80°, 90° dan 100°C  memiliki pengaruh 

yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap MBC dan juga pemberian waktu 

pemanasan 5, 10, 15 dan 20 menit memiliki pengaruh yang berbeda nyata 

(p<0,05) pada besarnya MBC. Interaksi antara pemberian suhu dan waktu 

pemanasan serta konsentrasi terhadap besarnya nilai MBC memiliki pengaruh 

yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap hasil MBC. Akibat adanya pengaruh 

berbeda nyata (p<0,05) pada perlakuan, kemudian dilakukan uji lanjut Duncan. 

Hasil uji lanjut Duncan secara ringkas dapat dilihat pada Gambar 15. 
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Gambar 15. Grafik nilai MBC ekstrak kasar Tetraselmis chuii terhadap 

Morganella morganii. 
 
Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa perlakuan dengan notasi 

sama menyatakan perlakuan tidak berbeda nyata, sedangkan perlakuan dengan 

notasi berbeda menandakan perlakuan berbeda nyata. Hasil uji Duncan 

menunjukkan bahwa suhu 60oC pemanasan selama 5 menit berbeda nyata 

dengan pemanasan selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan 

selama 10 dan 15 menit tidak berbeda nyata. Pada suhu 70oC dengan 

pemanasan selama 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan ekstrak selama 

10 menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan ekstrak selama 10 menit 

dan 15 menit tidak berbeda nyata. Pemberian suhu 80oC dengan pemanasan 

selama 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan selama 10 menit, 15 menit, 

dan 20 menit, namun pemanasan selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit tidak 

memiliki beda yang nyata. Pemanasan ekstrak Tetraselmis chuii dengan suhu 

90oC selama 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan ekstrak selama 10 

menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan selama 10 menit, 15 menit dan 
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20 menit tidak ada beda nyata. Pemberian suhu sebesar 100oC pada ekstrak 

Tetraselmis chuii selama 5 menit dan 10 menit ada beda nyata, sedangkan pada 

pemanasan selama 15 menit dan 20 menit tidak ada beda nyata. Berdasarkan 

grafik di atas, diperoleh nilai MBC tertinggi sebesar 19,82 ± 0,74 ppm, sedangkan 

nilai MBC terendah yang diperoleh sebesar 3,76 ± 0,43 ppm. Pemberian suhu 

tinggi pada ekstrak diduga mampu mengurangi kemampuan senyawa antibakteri 

dalam menghambat pertumbuhan Morganella morganii. Hal ini sesuai dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Parhusip (2005), bahwa aktivitas penghambatan 

sampel uji cenderung semakin menurun dengan dengan semakin tingginya suhu 

yang diberikan dan lamanya waktu pemanasan.  

4.2.2.2. Uji Stabilitas Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii terhadap nilai MIC 
(Minimum Inhibitory Concentration) 
 

Penentuan besarnya nilai MIC didapat dari hasil penghitungan nilai MBC 

dibagi 0,25. Parhusip et al., (2005) menyatakan bahwa, besarnya nilai MIC dan 

MBC didapat dengan menggambarkan kurva dengan sumbu X (ln konsentrasi 

ekstrak) dan sumbu Y (diameter penghambatan dikuadratkan) sehingga 

diperoleh Mt, anti ln dari Mt merupakan nilai MBC dan nilai MIC diperoleh dari 

nilai MBC dibagi 0,25. Hasil analisis keragaman (ANOVA) dan uji lanjut Duncan 

terhadap perhitungan MIC dengan pengaruh pemberian suhu dan waktu dapat 

dilihat pada Lampiran 10. Berdasarkan analisis keragaman (ANOVA) dari 

diameter hambat, terlihat bahwa suhu 60°, 70°, 80°, 90° dan 100°C  memiliki 

pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap besarnya MIC begitu juga 

dengan pemberian waktu pemanasan 5, 10, 15 dan 20 menit memiliki pengaruh 

yang berbeda nyata (p<0,05) pada besarnya MIC. Interaksi antara pemberian 

suhu dan waktu pemanasan serta pemberian konsentrasi ekstrak terhadap 

besarnya nilai MIC memiliki pengaruh yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap 

besarnya nilai MIC yang dihasilkan. Akibat adanya pengaruh berbeda nyata 
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(p<0,05) pada perlakuan, kemudian dilakukan uji lanjut Duncan. Hasil uji lanjut 

Duncan secara ringkas dapat dilihat pada Gambar 15. 

 
Gambar 16. Grafik nilai MIC ekstrak kasar Tetraselmis chuii  terhadap 

Morganella morganii. 
 

Dari hasil uji lanjut Duncan, tampak bahwa pemberian suhu 60°C dengan 

waktu pemanasan ekstrak selama 5 menit berbeda nyata dengan pemanasan 

ekstrak selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan ekstrak 

selama 10 menit dan 15 menit tidak berbeda nyata. Pemanasan ekstrak dengan 

suhu 70°C dengan waktu pemanasan selama 5 menit berebda nyata dengan 

pemanasan selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit. Dengan pemanasan 

ekstrak pada suhu 80°C dengan waktu pemanasan 5 menit berbeda nyata 

dengan waktu pemanasan 10 menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan 

selama 10 menit dan 20 menit tidak berbeda nyata. Pemberian suhu 90°C 

dengan waktu pemanasan selama 5 menit ada beda nyata pada pemanasan 

selama 10 menit, 15 menit dan 20 menit, namun pemanasan pada suhu 15 dan 

20 menit tidak ada beda nyata. Dari hasil penentuan MIC tampak bahwa pada 

suhu 80°C dengan waktu pemanasan selama 5 menit memiliki nilai terkecil, hal 
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ini diduga karena pada suhu 80°C merupakan suhu efektif dalam menghambat 

bakteri. Pada suhu 80°C ini juga diduga bahwa ekstrak dapat dijadikan sebagai 

bakterisidal. Noer dan Nurhayati (2006) menyatakan bahwa nilai MIC terkecil 

merupakan nilai yang efektif dari ekstrak dalam menghambat bakteri 

(bakterisidal).   

Dari hasil penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak Tetraselmis chuii 

mampu menghambat pertumbuhan Morganella morganii. Hal ini dibuktikan 

dengan terbentuknya daya hambat pada media biakan. Selain itu, suhu dan 

waktu juga memiliki pengaruh yang cukup baik dalam menghambat pertumbuhan 

Morganella morganii. Adanya kandungan senyawa bioaktif yang teridentifikasi 

melalui uji fitokimia diantaranya yaitu alkaloid, tanin, steroid dan terpenoid. Hasil 

analisis LC-MS, senyawa dugaan yang diidentifikasi berupa senyawa turunan 

kumarin dan asam pantotenat. Senyawa-senyawa bioaktif ini diduga dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara menganggu dan merusak ikatan 

hidrofobik dari membran sel bakteri.      

 

 

 

 



5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 
5.1. Kesimpulan 

1. Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah, rendemen tertinggi 

yang dihasilkan dari maserasi bertingkat yaitu pada perlakuan pemberian 

pelarut etanol dengan lama maserasi selama 24 jam yang menghasilkan 

rendemen sebesar 6,78 ± 0,28%. Adapun senyawa yang terkandung dalam 

ekstrak yang diuji melalui uji fitokimia diantaranya yaitu alkaloid, tanin, 

steroid dan triterpenoid. Dari uji LC-MS senyawa dugaan yang teranalisis 

yaitu 7-Hydroxy-4-methylcoumarin dan D-Pantothenic acid. 

2. Kesimpulan yang diperoleh dari pengukuran daya hambat bakteri dengan 

perlakuan maserasi menggunakan pelarut dan waktu berbeda mampu 

menghambat bakteri Morganella morganii, pada penelitian ini besarnya daya 

hambat yang diperoleh berkisar antara  3,37 ± 0,19 mm hingga 10,88 ± 0,47 

mm. Diameter hambat tertinggi diperoleh pada perlakuan lama maserasi 24 

jam dengan pemberian pelarut etanol. Hal ini ditunjukkan dengan zona 

hambat yang terbentuk sebesar 10,88 ± 0,47 mm.  

3. Dengan pemberian suhu dan waktu yang berbeda pada ekstrak kasar 

Tetraselmis chuii dapat ditarik kesimpulan bahwa, suhu dan waktu yang 

diberikan pada ekstrak kasar Tetraselmis chuii stabil dalam menghambat 

bakteri Morganella morganii. Daya hambat yang diperoleh berkisar antara 

11,03 ± 0,65 mm hingga 8,25 ± 0,62 mm. Nilai MIC dan MBC yang diperoleh 

yaitu, untuk MBC berkisar antara 3,76 ± 0,08 ppm hingga 19,82 ± 0,76 ppm 

dan nilai MIC berkisar antara 15,02 ± 0,33 ppm hingga 79,26 ± 2,98.     
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5.2. Saran 

Untuk penelitian lebih lanjut disarankan untuk menggunakan senyawa 

ekstrak Tetraselmis chuii yang lebih murni sehingga dapat benar-benar 

diidentifikasi senyawa antibakteri dan senyawa bioaktif apa saja yang terkandung 

dalam Tetraselmis chuii sehingga mampu menghambat pertumbuhan mikroba. 

Disarankan pula untuk dilakukan penelitian dengan mengaplikasikan ekstrak 

Tetraselmis chuii dalam bahan pangan yang teridentifikasi adanya pertumbuhan 

Morganella morganii.  
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Lampiran 1. Perhitungan Rendemen Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii  

Berat sampel serbuk kering   = 50 gram 

Berat akhir sampel     = 7,74 gram 

% Rendemen = 
����� �����

����� ���� 
 x 100 % 

% Rendemen = 
�,�� ����

�� ����
 x 100 % 

% Rendemen = 15,48 % 
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Lampiran 2. Data Rendemen Ekstrak Kasar Tetraselmis chuii 

Perlakuan Rendemen (ulangan) 
Total 

Rata-
rata 

Std.Dev 
Pelarut (A) Waktu (B) U1 U2 U3 

Heksan B1 1,30 1,34 1,26 3,90 1,30 0,0400 

B2 0,84 0,86 0,90 2,60 0,87 0,0306 

B3 0,86 0,80 0,82 2,48 0,83 0,0306 

Etil asetat B1 2,70 2,77 2,58 8,05 2,68 0,0926 

B2 2,34 2,38 2,56 7,28 2,43 0,1140 

B3 2,39 2,57 2,37 7,32 2,44 0,1090 

Etanol B1 6,48 7,03 6,82 20,33 6,78 0,2796 

B2 5,20 5,56 5,52 16,28 5,43 0,1953 

B3 5,22 5,43 5,57 16,22 5,41 0,1730 

Total 27,33 28,74 28,39 84,45 - - 
 

- Analysis of Variance (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% sig 

Ulangan 2 0,12 0,06 

Perlakuan 8 116,09 14,51 2,972 0,41 0,59 ** 

Pelarut 2 111,86 55,93 3,55 0,559 0,794 ** 

Waktu 2 2,83 1,42 1,96 0,559 0,794 ** 

PW 4 1,40 0,35 1,35 0,48 0,68 ** 

Galat 16 0,25 0,02 - - - - 

Total 26 116,46 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, rendeman dengan perlakuan waktu dan pelarut 

berbeda diketahui bahwa interaksi ekstrak dengan pelarut dan 

waktu memiliki pengaruh berbeda nyata. Dari interaksi pelarut dan 

waktu tersebut dapat dicari kombinasi perlakuan yang memberikan 

pengaruh paling tinggi. 

 

- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 

Sx 5%= �
KTGalat

ulangan
=�

0,02

3
=0,071 

Perlakuan Rata-
rata 

UJD 0,05 rp Notasi 
pelarut waktu 

Heksan 1 hari 0,83 - a 

2 hari 0,87 0,215 3 a 

3 hari 1,30 0,226 3,15 ab 

Etil asetat 1 hari 2,43 0,232 3,23 b 

2 hari 2,44 0,237 3,3 b 

3 hari 2,68 0,240 3,34 bc 

Etanol 3 hari 5,41 0,242 3,37 c 

2 hari 5,43 0,243 3,39 c 

1 hari 6,78 0,244 3,41 d 
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Lampiran 3. Prosedur Pembuatan Konsentrasi  

- Konsentrasi 1000 ppm 

1 ppm = 
� ��

���� ��
 

1000 ppm  = 
���� ��

���� ��
 

                  = 
�� ��

�� ��
 

Jadi, sebanyak 10 mg ekstrak 

sampel uji dilarutkan 

dalam 10 ml pelarut uji 

 

- Konsentrasi 2000 ppm 

1 ppm = 
� ��

���� ��
 

1000 ppm  = 
���� ��

���� ��
 

                  = 
�� ��

�� ��
 

Jadi, sebanyak 20 mg ekstrak 

sampel uji dilarutkan dalam 10 ml 

pelarut uji 

 

 

 

 

 

 

 

- Konsentrasi 3000 ppm 

1 ppm = 
� ��

���� ��
 

1000 ppm  = 
���� ��

���� ��
 

                  = 
�� ��

�� ��
 

Jadi, sebanyak 30 mg ekstrak 

sampel uji dilarutkan dalam 10 ml 

pelarut uji 

 

- Konsentrasi 4000 ppm 

1 ppm = 
� ��

���� ��
 

1000 ppm  = 
���� ��

���� ��
 

                  = 
�� ��

�� ��
 

Jadi, sebanyak 40 mg ekstrak 

sampel uji dilarutkan dalam 10 ml 

pelarut uji 

 

- Konsentrasi 5000 ppm 

1 ppm = 
� ��

���� ��
 

1000 ppm  = 
���� ��

���� ��
 

                  = 
�� ��

�� ��
 

Jadi, sebanyak 50 mg ekstrak 

sampel uji dilarutkan dalam 10 ml 

pelarut uji
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Lampiran 4. Analisis Keragaman (ANOVA) Penelitian Tahap Satu 

 

- Data Hasil Diameter Daya Hambat  

Pelarut Hari  
Daya Hambat 

Total 
Rata-
rata 

Std.Dev 
U1 U2 U3 

Heksan 1 hari 3,50 3,15 3,45 10,10 3,37 0,19 

  2 hari 3,30 3,20 4,05 10,55 3,52 0,46 

  3 hari 3,75 4,00 3,40 11,15 3,72 0,30 

Etil Asetat 1 hari 5,25 5,40 6,20 16,85 5,62 0,51 

  2 hari 7,30 7,05 7,15 21,50 7,17 0,13 

  3 hari 7,80 7,25 7,00 22,05 7,35 0,41 

Etanol 1 hari 10,35 11,25 11,05 32,65 10,88 0,47 

  2 hari 10,50 10,50 11,20 32,20 10,73 0,40 

  3 hari 10,25 10,35 10,05 30,65 10,22 0,15 

Total 62,00 62,15 63,55 187,70 - - 

 

- Analysis of Variance (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% Sig 

Ulangan 2 0,16 0,08   3,24 5,29  
Perlakuan 8 232,57 29,07 208,50 2,59 3,89 ** 

Pelarut 2 226,21 113,10 811,18 3,63 6,23 ** 

Waktu 2 1,48 0,74 5,29 3,63 6,23 ** 

PW 4 7,28 1,82 13,05 3,01 4,77 ** 

Galat 16 2,23 0,14 - - - - 

Total 26 234,96 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, daya hambat (waktu dan pelarut) diketahui 
bahwa interaksi ekstrak dengan pelarut dan waktu memiliki 
pengaruh beda nyata. Dari interaksi pelarut dan waktu tersebut 
dapat dicari kombinasi perlakuan yang memberikan pengaruh 
paling tinggi. 
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Lanjutan Lampiran 4  
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 

��� �% =  �
�������

�������
= �

�, ��

�
= �, ��� 

Perlakuan Rata-
rata 

UJD 0,05 rp Notasi 
Pelarut Waktu 

Heksan 1 hari 3,37 
  

a 

 
2 hari 3,52 0,64676 3 a 

 
3 hari 3,72 0,679098 3,15 a 

Etil asetat 1 hari 5,62 0,696345 3,23 b 

 
2 hari 7,17 0,711436 3,3 c 

 
3 hari 7,35 0,72006 3,34 c 

Etanol 3 hari 10,22 0,726527 3,37 d 

 
2 hari 10,73 0,730839 3,39 d 

 
1 hari 10,88 0,735151 3,41 d 
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Lampiran 5. Penentuan Nilai Mt 

Konsentrasi 
(ppm) 

Zona Hambat 
Nilai X 

Nilai Y 

U1 U2 U3 U1 U2 U3 

1000 9,10 8,95 9,05 6,908 82,810 80,102 81,902 

2000 9,45 9,00 9,10 7,601 89,302 81,000 82,810 

3000 9,90 9,55 9,55 8,006 98,010 91,202 91,202 

4000 9,80 9,60 9,75 8,294 96,040 92,160 95,062 

5000 10,10 9,85 9,95 8,517 102,010 97,022 99,002 

Nilai MBC 
(ppm) 

19,79 19,09 20,57 - - - - 

Nilai MIC 
(ppm) 

79,14 76,34 82,29 - - - - 

Ket: Nilai X (ln konsentrasi) 
Nilai Y (kuadrat zona hambat) 
Nilai MBC (anti ln dari perpotongan Y) 
Nilai MIC (nilai MBC ÷ 0,25 
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Lanjutan Lampiran 5. Penentuan nilai Mt 
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Lampiran 6. Analisis Keragaman nilai MBC 

- Data Hasil Perhitungan MBC 

Pelarut Hari  
Daya Hambat 

Total 
Rata-
rata 

Std.Dev 
U1 U2 U3 

Heksan 1 hari 9,34 9,67 9,28 28,29 9,43 0,209 

  2 hari 9,20 9,27 8,71 27,18 9,06 0,308 

  3 hari 11,79 11,39 12,48 35,66 11,89 0,549 

Etil Asetat 1 hari 9,97 9,51 9,53 29,01 9,67 0,265 

  2 hari 12,91 13,00 12,87 38,78 12,93 0,066 

  3 hari 7,60 7,73 7,98 23,31 7,77 0,194 

Etanol 1 hari 3,26 3,04 3,09 9,40 3,13 0,113 

  2 hari 4,38 4,71 4,61 13,70 4,57 0,168 

  3 hari 3,56 3,60 3,74 10,90 3,63 0,096 

Total 72,00 71,91 72,29 216,20 - - 

 
- Analisis Keragaman (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% Sig 
ulangan 2 0,0085 0,0042 2,699 0,413 0,590 

 
perlakuan 8 299,80 37,47 3,208 0,560 0,794 ** 
Pelarut 2 241,62 120,81 1,831 0,560 0,794 ** 
Waktu 2 10,15 5,07 2,205 0,479 0,679 ** 
PW 4 48,03 12,01 2,699 0,413 0,590 ** 
Galat 16 1,199 0,075 - - - - 
Total 26 301,01 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, nilai MBC (waktu dan pelarut) diketahui 
bahwa interaksi ekstrak dengan pemberian pelarut dan waktu 
berbeda memiliki pengaruh beda nyata. Dari interaksi pelarut dan 
waktu tersebut dapat dicari kombinasi perlakuan yang 
memberikan pengaruh paling tinggi. 

 
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 

��� �% =  �
�������

�������
= �

�, ���

�
= �, ��� 

Perlakuan Rata-rata UJD 0,05 rp Notasi 

A3B1 3,13 - - a 

A3B3 3,63 0,474 3 a 

A3B2 4,57 0,498 3,15 ab 

A2B3 7,77 0,510 3,23 b 

A1B2 9,06 0,521 3,3 b 

A1B1 9,43 0,527 3,34 c 

A2B1 9,67 0,532 3,37 cd 

A1B3 11,89 0,535 3,39 d 

A2B2 12,93 0,538 3,41 e 
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Lampiran 7. Analisis Keragaman nilai MIC 

- Data Hasil Perhitungan MIC 

Pelarut Hari  
Daya Hambat  

Total 
 

Rata-rata 
 

Std.Dev U1 U2 U3 

N-Heksan 1 hari 37,35 38,68 37,12 113,15 37,72 0,84 

  2 hari 36,79 37,09 34,82 108,70 36,23 1,23 

  3 hari 47,15 45,57 49,91 142,63 47,54 2,20 

Etil Asetat 1 hari 39,90 38,02 38,10 116,02 38,67 1,06 

  2 hari 51,64 52,00 51,48 155,12 51,71 0,27 

  3 hari 30,39 30,92 31,92 93,23 31,08 0,78 

Etanol 1 hari 13,04 12,17 12,37 37,58 12,53 0,46 

  2 hari 17,52 18,82 18,45 54,79 18,26 0,67 

  3 hari 14,24 14,39 14,97 43,60 14,53 0,39 

Total 288,01 287,66 289,15 864,82 - - 

 
- Analisis Keragaman (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% Sig 

Ulangan 2 0,14 0,07 - - - - 

perlakuan 8 4796,80 599,60 500,20 2,59 3,89 ** 

Pelarut 2 3866,00 1933,00 1612,55 3,63 6,23 ** 

Waktu 2 162,39 81,19 67,73 3,63 6,23 ** 

PW 4 768,41 192,10 160,26 3,01 4,77 ** 

Galat 16 19,18 1,20 - - - - 

Total 26 4816,11 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, nilai MIC (waktu dan pelarut) diketahui 
bahwa interaksi ekstrak dengan pelarut dan waktu berbeda 
memiliki pengaruh yang berbeda nyata. Dari interaksi pelarut 
dan waktu tersebut dapat dicari kombinasi perlakuan yang 
memberikan pengaruh paling tinggi. 

 
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 

��� �% =  �
�������

�������
= �

�, ��

�
= �, �� 

Perlakuan Rata-rata UJD 0,05 rp Notasi 

A3B1 12,53 - - a 

A3B3 14,53 1,90 3,00 ab 

A3B2 18,26 1,99 3,15 b 

A2B3 31,08 2,04 3,23 c 

A1B2 36,23 2,09 3,30 d 

A1B1 37,72 2,11 3,34 d 

A2B1 38,67 2,13 3,37 de 

A1B3 47,54 2,14 3,39 e 

A2B2 51,71 2,16 3,41 f 
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Lampiran 8. Pengujian Stabilitas Ekstrak dengan Pemberian Suhu dan 
Waktu 

- Data hasil pengujian daya hambat untuk uji stabilitas 

Perlakuan 
Ulangan 

Total 
Rata-
rata 

Std.Dev 
1 2 3 

C1D1 10,05 9,25 9,30 28,60 9,53 0,448 

C1D2 9,65 9,75 8,80 28,20 9,40 0,522 

C1D3 8,25 8,90 9,00 26,15 8,72 0,407 

C1D4 7,85 8,00 9,35 25,20 8,40 0,826 

C2D1 10,55 9,60 10,85 31,00 10,33 0,653 

C2D2 10,00 9,85 8,90 28,75 9,58 0,597 

C2D3 9,75 9,85 8,60 28,20 9,40 0,695 

C2D4 8,35 9,20 9,45 27,00 9,00 0,577 

C3D1 10,35 11,10 11,65 33,10 11,03 0,653 

C3D2 9,75 10,60 10,50 30,85 10,28 0,465 

C3D3 10,15 9,35 8,80 28,30 9,43 0,679 

C3D4 8,85 10,10 9,85 28,80 9,60 0,661 

C4D1 10,30 10,25 9,50 30,05 10,02 0,448 

C4D2 9,05 10,35 9,20 28,60 9,53 0,711 

C4D3 9,15 9,05 9,00 27,20 9,07 0,076 

C4D4 9,00 8,10 9,05 26,15 8,72 0,535 

C5D1 9,95 8,80 9,70 28,45 9,48 0,605 

C5D2 8,50 9,35 8,65 26,50 8,83 0,454 

C5D3 8,20 8,55 9,15 25,90 8,63 0,480 

C5D4 7,75 8,05 8,95 24,75 8,25 0,624 

TOTAL 185,45 188,05 188,25 561,75 - - 

Ket: Simbol huruf C menyatakan perlakuan suhu (60, 70, 80, 90 dan 100oC) 
       Simbol huruf D menyatakan perlakuan waktu pemanasan (5 menit, 10 menit, 

15 menit dan 20 menit) 
- Analisa Keragaman (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% sig 

Ulangan 2 0,24 0,12 
    

Perlakuan 19 27,67 1,46 4,24 1,85 2,40 ** 

Suhu 4 12,15 3,04 8,84 2,62 3,86 ** 

Waktu 3 14,45 4,82 14,02 2,85 4,34 ** 

SW 7 1,08 0,15 0,45 2,26 3,15 - 

Galat 38 13,05 0,34 - - - - 

Total 59 40,97 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, uji stabilitas (waktu dan suhu) diketahui bahwa 
interaksi suhu dan waktu berbeda nyata. Dari interaksi suhu dan 
waktu tersebut dapat dicari kombinasi perlakuan yang memberikan 
pengaruh paling tinggi. 

 
 
 
 



 
79 

 

Lanjutan Lampiran 8  
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 

��� �% =  �
�������

�������
= �

�, ��

�
= �, �� 

Karena yang akan dibandingkan ada 20 perlakuan maka banyaknya UJD 
adalah (20 - 2 = 18) 

Perlakuan Rata-rata UJD 0,05 Notasi 

C5D4 8,25 
 

a 

C1D4 8,40 0,968 a 

C5D3 8,63 1,019 a 

C1D3 8,72 1,049 ab 

C4D4 8,72 1,073 ab 

C5D2 8,83 1,090 ab 

C2D4 9,00 1,107 ab 

C4D3 9,07 1,117 b 

C2D3 9,40 1,127 c 

C1D2 9,40 1,134 c 

C3D3 9,43 
 

cd 

C5D1 9,48 1,147 cd 

C1D1 9,53 
 

cd 

C4D2 9,53 1,157 cd 

C2D2 9,58 
 

cd 

C3D4 9,60 1,164 cd 

C4D1 10,02 
 

d 

C3D2 10,28 1,171 e 

C2D1 10,33 
 

ef 

C3D1 11,03 1,174 f 
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Lampiran 9. Nilai MBC Uji Stabilitas Ekstrak dengan Pemberian Suhu dan 
Waktu 

- Data Hasil Perhitungan Mt untuk penentuan MBC 

Perlakuan  
Ulangan  

Total 
Rata-
rata 

Std.Dev 
1 2 3 

C1D1 19,79 19,09 20,57 59,45 19,82 0,74 

C1D2 14,61 14,86 14,48 43,96 14,65 0,19 

C1D3 14,25 13,87 14,67 42,80 14,27 0,40 

C1D4 14,35 13,34 13,56 41,25 13,75 0,53 

C2D1 6,99 7,12 7,11 21,22 7,07 0,07 

C2D2 8,10 8,26 8,08 24,43 8,14 0,10 

C2D3 9,37 9,04 8,70 27,11 9,04 0,33 

C2D4 11,83 11,53 12,68 36,04 12,01 0,60 

C3D1 3,74 3,85 3,68 11,27 3,76 0,08 

C3D2 5,73 5,38 5,23 16,34 5,45 0,26 

C3D3 5,70 5,88 6,11 17,68 5,89 0,21 

C3D4 5,10 5,04 5,26 15,40 5,13 0,11 

C4D1 13,50 14,08 13,32 40,91 13,64 0,40 

C4D2 15,18 14,64 15,36 45,18 15,06 0,37 

C4D3 14,94 14,26 15,28 44,48 14,83 0,52 

C4D4 14,04 14,70 15,26 44,00 14,67 0,61 

C5D1 14,82 14,79 13,22 42,83 14,28 0,91 

C5D2 14,21 13,53 13,53 41,27 13,76 0,39 

C5D3 13,40 13,11 12,34 38,84 12,95 0,54 

C5D4 11,48 11,94 12,26 35,68 11,89 0,39 

Total 231,15 228,31 230,69 690,15 - - 

Ket: Simbol huruf C menyatakan perlakuan suhu (60, 70, 80, 90 dan 100oC) 
       Simbol huruf D menyatakan perlakuan waktu pemanasan (5 menit, 10 menit, 

15 menit dan 20 menit) 
- Analisa Keragaman (ANOVA) 

SK 
db JK KT 

F 
hitung 

F 5% F 1% sig 

Ulangan 2 0,53 2,60         

Perlakuan 19 20377,45 1072,50 3,082 1,85 2,40 ** 

Suhu 4 14667,68 3666,92 3,616 2,62 3,86 ** 

Waktu 3 2999,19 999,73 3,051 2,85 4,34 ** 

SW 7 2710,58 387,23 2,639 2,26 3,15 ** 

Galat 38 33,75 0,89 - - - - 

Total 59 39326,75 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, MBC dari uji stabilitas (waktu dan suhu) dapat 
diketahui bahwa interaksi suhu dan waktu berbeda nyata. Dari 
interaksi suhu dan waktu tersebut dapat dicari kombinasi 
perlakuan yang memberikan pengaruh paling tinggi. 
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Lanjutan Lampiran 9.  
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 
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Karena yang akan dibandingkan ada 20 perlakuan maka banyaknya UJD 
adalah (20 - 2 = 18) 

  

Perlakuan Rata-rata UJD 0,05 rp Notasi 

C3D1 3,76 
  

a 

C3D4 5,13 1,56 2,86 b 

C3D2 5,45 1,64 3,01 b 

C3D3 5,89 1,69 3,1 b 

C2D1 7,07 1,72 3,17 b 

C2D2 8,14 1,75 3,22 bc 

C2D3 9,04 1,78 3,27 bc 

C5D4 11,89 1,80 3,3 c 

C2D4 12,01 1,81 3,33 c 

C5D3 12,95 1,82 3,35 c 

C4D1 13,64 
  

c 

C1D4 13,75 1,84 3,39 cd 

C5D2 13,76 
  

cd 

C1D3 14,27 1,86 3,42 d 

C5D1 14,28 
  

d 

C1D2 14,65 1,87 3,44 d 

C4D4 14,67 
  

d 

C4D3 14,83 1,88 3,46 de 

C4D2 15,06 
 

3,46 de 

C1D1 19,82 1,89 3,47 e 
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Lampiran 10. Nilai MIC Uji Stabilitas Ekstrak dengan Pemberian Suhu dan 

Waktu 
- Data Hasil Perhitungan Mt untuk Penentuan MIC 

Perlakuan  
Ulangan  

Total rata-rata Std.Dev 
1 2 3 

C1D1 79,14 76,34 82,29 237,78 79,26 2,98 

C1D2 58,46 59,46 57,93 175,84 58,61 0,77 

C1D3 57,01 55,49 58,69 171,19 57,06 1,60 

C1D4 57,41 53,37 54,23 165,02 55,01 2,13 

C2D1 27,97 28,48 28,44 84,89 28,30 0,28 

C2D2 32,40 33,02 32,30 97,73 32,58 0,39 

C2D3 37,46 36,17 34,79 108,42 36,14 1,34 

C2D4 47,34 46,12 50,72 144,17 48,06 2,38 

C3D1 14,97 15,38 14,72 45,07 15,02 0,33 

C3D2 22,92 21,52 20,92 65,36 21,79 1,03 

C3D3 22,79 23,50 24,44 70,73 23,58 0,83 

C3D4 20,41 20,17 21,04 61,62 20,54 0,45 

C4D1 54,02 56,33 53,28 163,63 54,54 1,59 

C4D2 60,72 58,57 61,44 180,73 60,24 1,49 

C4D3 59,76 57,04 61,12 177,92 59,31 2,08 

C4D4 56,16 58,81 61,02 176,00 58,67 2,43 

C5D1 59,28 59,16 52,89 171,33 57,11 3,65 

C5D2 56,84 54,12 54,12 165,09 55,03 1,57 

C5D3 53,58 52,42 49,36 155,37 51,79 2,18 

C5D4 45,94 47,76 49,02 142,72 47,57 1,55 

Total  924,58 913,25 922,77 2760,61 - - 

Ket: Simbol huruf C menyatakan perlakuan suhu (60, 70, 80, 90 dan 100oC) 
       Simbol huruf D menyatakan perlakuan waktu pemanasan (5 menit, 10 menit, 

15 menit dan 20 menit) 
- Analisa Keragaman (ANOVA) 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% sig 

Ulangan 2 3,71 0,569 - - - - 

Perlakuan 19 16845,00 4,226 2,016 0,267 0,380 * 

Suhu 4 234683,80 5,370 2,562 0,418 0,586 ** 

Waktu 3 15,31 1,185 0,565 0,454 0,637 * 

SW 7 2241,84 3,351 1,598 0,354 0,498 ** 

Galat 38 124,78 2,096 - - - - 

Total 59 16973,48 - - - - - 

Kesimpulan: Dari analisa ragam, MBC dari uji stabilitas (waktu dan suhu) dapat 
diketahui bahwa interaksi suhu dan waktu berbeda nyata. Dari 
interaksi suhu dan waktu tersebut dapat dicari kombinasi 
perlakuan yang memberikan pengaruh paling tinggi. 
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Lanjutan Lampiran 10.  
- Perhitungan dan Notasi Duncan 5% 
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Karena yang akan dibandingkan ada 20 perlakuan maka banyaknya UJD 
adalah (20 - 2 = 18) 

  

Perlakuan Rata-rata UJD 0,05 rp Notasi 

C3D1 15,02     a 

C3D4 20,54 2,00 2,86 b 

C3D2 21,79 2,10 3,01 b 

C3D3 23,58 2,17 3,1 bc 

C2D1 28,30 2,21 3,17 c 

C2D2 32,58 2,25 3,22 d 

C2D3 36,14 2,28 3,27 e 

C5D4 47,57 2,31 3,3 f 

C2D4 48,06 2,33 3,33 f 

C5D3 51,79 2,34 3,35 fg 

C4D1 54,54   
 

fg 

C1D4 55,01 2,37 3,39 g 

C5D2 55,03   
 

g 

C1D3 57,06 2,39 3,42 gh 

C5D1 57,11   
 

gh 

C1D2 58,61 2,40 3,44 gh 

C4D4 58,67   
 

gh 

C4D3 59,31 2,42 3,46 gh 

C4D2 60,24   3,46 h 

C1D1 79,26   3,47 i 
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Lampiran 11. Hasil Analisa LC-MS 

LC MS –ESI pos ion 

Sample : Tetraselmis chuii 

Vol injection 5 ul 
Flow rate 0.5 ml/min 
Eluent  Methanol   

LC-MS : Mariner Biospectrometry 

LC : Hitachi L 6200 
System ESI (Electrospray Ionisation) 

Positive ion mode 
Kolom C18 (RP 18) Supelco Asentis 581324-U  

Column length  : 150 mm 
ID   : 4.6 mm 
Particle size  : 5 μm 

Analysis by : Puspa  .D. Lotulung,  Pusat Penelitian Kimia – LIPI 

 

Index Time  Lower Bound Upper Bound Height Area 

1 1.902067 1.512833 3.029350 627 5626.44 

2 7.149783 6.062550 9.053517 53 547.98 

Rt 1.90 min 
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Lanjutan Lampiran 11. Spektra LC-MS Rt 1,90 min 

 

 

Index Centroid 
Mass 

Relative 
Intensity 

Area 

1 143.126172 9.89 492.76 

2 143.499827 1.14 53.29 

3 144.129413 1.07 55.75 

4 147.169207 3.84 220.39 

5 161.146866 1.07 67.08 

6 174.22275 0.54 56.81 

7 175.176386 100 5036.36 

8 175.555776 8.46 62.38 

9 175.649478 8.61 73.88 

10 176.185138 15.61 811.87 

11 177.176106 14.6 780.24 

12 177.534951 1.78 52.71 

13 181.569372 0.17 50.97 

14 184.190241 0.91 63.77 

15 190.192131 0.35 48.86 

16 201.203456 2.34 120.55 

17 203.198852 33.2 2006.94 

18 203.566382 4.29 45.43 

19 204.192979 7.07 343.98 

20 205.212317 5.7 293.13 

21 207.235926 15.07 871.5 

22 208.226372 2.63 114.89 

23 209.223583 2.74 120.08 

24 215.179134 0.54 45.38 

113 214 315 416 517 618
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143.13
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176.19 207.24 235.25217.23143.13 204.19 219.22176.64 236.27191.20143.50 161.15 227.27
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25 217.231446 12.08 699.44 

26 218.215096 2.29 143.92 

27 219.215004 4.67 188.93 

28 231.250833 7.3 394.75 

29 232.243386 1.43 81 

30 233.257315 1.97 126.55 

31 235.249885 14.07 748.02 

32 236.268009 1.98 101.26 

33 245.269099 0.82 74.31 

34 247.259701 0.79 47.65 

35 249.271526 0.89 73.79 

36 259.300959 0.73 51.94 

37 263.283016 1.67 124.57 

38 265.249389 0.42 43.56 

39 271.281632 1.08 73.09 

40 273.312846 0.77 56.3 

41 285.266431 0.78 40.36 

42 287.315706 1.45 55.74 

43 289.38228 0.6 50.47 

44 301.33631 0.64 41.15 

45 303.302452 0.85 57.91 

46 313.355438 1.1 75.64 

47 317.361247 0.63 42.01 

48 329.373081 0.61 41.03 

49 331.347601 0.6 44.31 

50 339.481875 0.64 42.37 

51 341.368194 0.93 67.4 

52 343.419011 0.74 42.6 

 

Rt 7,15 min
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Lanjutan Lampiran 11. Spektra LC-MS Rt 7,15 min 

 

 

 

Index 
Centroid 

Mass 
Relative 
Intensity 

Area 

1 128.081065 0.45 3.79 

2 159.113033 34.14 34.05 

3 160.467336 1.67 2.72 

4 171.261717 4.69 4.31 

5 179.217095 1.24 2.32 

6 183.290029 94.5 83.06 

7 183.645779 10.09 2.24 

8 184.281907 6.41 5.51 

9 185.29588 30.65 35.56 

10 185.878745 4.02 26.93 

11 191.1574 35.65 41.02 

12 191.866274 4.02 2.53 

13 193.234617 4.14 6.03 

14 196.21024 1.81 3.89 

15 197.292107 20.54 27.73 

16 199.300689 7.71 11.07 

131.0 203.6 276.2 348.8 421.4 494.0
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17 207.219802 3.95 4.19 

18 209.581805 2.11 5.8 

19 211.344951 11.7 17.21 

20 213.281061 6.8 12.07 

21 214.266016 19.31 19.74 

22 215.277958 4.7 10.51 

23 218.072592 0.03 2.52 

24 219.197076 100 110.16 

25 219.653465 11.56 6.92 

26 220.133007 6.78 2.46 

27 223.258447 3.14 14.49 

28 227.301324 3.35 3.05 

29 231.333586 1.76 6.08 

30 233.221228 4.26 5.54 

31 235.294448 2.43 3.18 

32 249.334596 1.68 3.62 

33 251.268452 5.06 6.34 

34 255.232204 4.86 2.45 

35 279.307069 5.25 2.21 
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian  

Proses Ekstraksi Tetraselmis chuii 

1. Penimbangan serbuk 
Tetraselmis chuii 
sebanyak 50 g 

2. Sampel dalam 
wadah beaker glass 
(perlakuan 24 jam, 
48 jam dan 72 jam) 

3. Pemberian pelarut 
heksan sebanyak 

250 ml (1:5) 

4. Maserasi sampel 
dengan alat 
pengaduk 

5. Penyaringan hasil 
maserasi dengan 
pelarut heksan 

6. Pemisahan pelarut 
dengan vaccum 
rotary evaporator  

7. Ekstrak kasar 
Tetraselmis chuii 

8. Penimbangan 
residu pelarut 
heksan 

9. Pemberian pelarut 
etil asetat 
perbandingan 1:5 

10. Maserasi sampel 
dengan alat 
pengaduk 

11.  Penyaringan hasil 
maserasi pelarut etil 
asetat (24 jam, 48 
jam, dan 72 jam) 

12. Hasil Penyaringan 
sampel Tetraselmis 
chuii, pelarut etil 
asetat 
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Lanjutan Lampiran 12. Proses Ekstraksi Tetraselmis chuii 

13. Pemisahan pelarut 
dengan vaccum 
rotary evaporator  

14.  Ekstrak kasar 
Tetraselmis chuii 
pelarut etil asetat 

15. Penimbangan residu 
pelarut n-heksan 

16. Pemberian pelarut 
etanol (1:5) 

17. Maserasi sampel 
dengan alat 
pengaduk 

18.  Penyaringan 
sampel Tetraselmis 
chuii pelarut etanol 

19. Hasil penyaringan 
serbuk Tetraselmis 
chuii pelarut etanol 

20. Pemisahan pelarut 
dengan vaccum 
rotary evaporator 

21. Ekstrak kasar 
Tetraselmis chuii 
pelarut etanol 
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Lanjutan Lampiran 12. Proses Penanaman Bakteri 

a. Pembuatan inokulum bakteri 

 

1. Penimbangan media NB 
 

2. Pelarutan media NB 
dengan aquadest 

 

3. Proses sterilisasi 
suhu 121oC selama 
15 menit 

4. Media NB setelah 
sterilisasi dimasukkan 
dalam tabung reaksi 

5. Bakteri Morganella 
morganii 
dimasukkan 
sebanyak 1 ose 

 

6. Pengadukan 
media dan 
bakteri hingga 
homogen 

 

7. Disimpan dalam 
inkubator dengan suhu 
37oC selama 24 jam 

  
 

   

b. Uji daya hambat, MBC dan uji stabilitas 

8. Penimbangan media 
NA sesuai kebutuhan 
cawan 

9. Media NA yang telah 
dilarutkan dengan 
aquades 

 

10. Proses sterilisasi 
suhu 121oC selama 
15 menit 
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Lanjutan Lampiran 12. Uji daya hambat, MBC dan uji stabilitas 

11. Penghomogenan media 
NA dan koloni bakteri dari 
media cair NB (20:1) 

12. Media NA dituang 
dalam cawan petri dan 
ditunggu hingga padat  

13. Pembuatan sumuran  
(lubang) pada media 
NA padat 

14. Perlakuan suhu untuk uji 
stabilitas ekstrak pada 
tahap 2 

15. Pembuatan 
konsentrasi pada 
ekstrak kasar 
Tetraselmis chuii 
untuk uji MBC  

16. Pemberian 30 µl 
ekstrak Kasar 
Tetraselmis chuii 
dalam media 
sumuran (lubang) 

17. Penyimpanan media 
dalam inkubator dengan 
suhu 37

o
C selama 24 jam 

 
18. Zona hambat  

Tetraselmis chuii 
dengan pelarut 
ekstrak berbeda  

 
19. Zona hambat bakteri 

Morganella morganii 
untuk penghitungan 
nilai MBC, sampel uji 
ekstrak dengan 
pelarut heksan 

 
20. Zona hambat bakteri 

Morganella morganii untuk 
penghitungan nilai MBC, 
sampel uji ekstrak dengan 
pelarut etil asetat  

21. Zona hambat bakteri 
Morganella morganii 
untuk penghitungan 
nilai MBC, sampel uji 
ekstrak dengan 
pelarut etanol    

22. Zona hambat 
dengan pemberian 
suhu pada ekstrak  

23. Zona hambat penentuan 
nilai MBC dengan 
pemberian konsentrasi 
(ppm) pada ekstrak 

24. Uji Fitokimia ekstrak 
kasar Tetraselmis 
chuii 

 

                  


	Binder1aa.pdf
	1 COVER.pdf
	2 LEMBAR PENGESAHAN.pdf
	3 UCAPAN TERIMA KASIH.pdf
	4 RINGKASAN.pdf
	5 KATA PENGANTAR.pdf
	6 DAFTAR ISI.pdf
	7 DAFTAR GAMBAR.pdf
	8 DAFTAR TABEL.pdf
	9 DAFTAR LAMPIRAN.pdf

	Binder1a.pdf
	BAB 1.pdf
	BAB 2.pdf
	BAB 3.pdf
	Bab 4.pdf
	BAB 5.pdf
	DAFTAR PUSTAKA.pdf
	LAMPIRAN.pdf


