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ABSTRAK 

UJI EFEKTIVITAS DAYA HAMBAT FRAKSINAT ETIL ASETAT TINTA 
CUMI-CUMI (Loligo sp.) DAN SOTONG (Sepia sp.) TERHADAP 

PERTUMBUHAN BAKTERI Escherichia coli DAN Staphylococcus aureus 

DENGAN METODE KIRBY BAUER 
 

 Escherichia coli dan Staphylococcus aureus merupakan bagian dari bakteri flora 
normal yang sering mengakibatkan infeksi pada manusia dengan memicu terjadinya 
diare, folikulitis, hingga pneumonia. Penggunaan antibiotik untuk mengobati infeksi 
dapat mengakibatkan timbulnya resistensi terhadap bakteri tersebut sehingga 
diperlukan antibakteri alternatif untuk menghambat pertumbuhan bakteri tersebut. 
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektivitas daya hambat menggunakan 
fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp.) serta fraksinat etil asetat tinta sotong 
(Sepia sp.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Metode 
yang digunakan untuk melihat efektivitas zona hambat adalah Kirby Bauer. Metode 
Kirby Bauer dilakukan dengan menghitung rata-rata diameter zona hambat yang 
terbentuk di sekeliling paperdisk dengan fraksinat etil asetat tinta sotong dan cumi-
cumi konsentrasi 20%, 30%, 40%, dan 50% terhadap bakteri S.aureus dan E.coli.  
Data nilai diameter zona hambat diuji dengan menggunakan Uji Kruskal Wallis pada 
SPSS 20.0.  Hasil nilai siginifikasi Uji Kruskal Wallis adalah 0.001 menunjukkan jika 
variasi konsentrasi fraksinat tinta memiliki pengaruh terhadap besarnya diameter 
zona hambat bakteri S. aureus dan E.coli. Fraksinat tinta sotong memiliki nilai rata-
rata diameter zona hambat yang lebih besar dibandingkan dengan fraksinat etil asetat 
tinta cumi-cumi. Nilai rata-rata terbaik adalah hasil fraksinat etil asetat tinta sotong 
konsentrasi 40% terhadap bakteri S.aureus dengan nilai 11.8 mm. Nilai rata-rata 
terendah adalah hasil fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% terhadap 
bakteri E.coli dengan nilai 2.3 mm. 
 
Kata kunci: Antibakteri, Tinta, Cumi-cumi, Sotong, Fraksi, Etil asetat  
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ABSTRACT 

 

EFFECTIVENESS TEST OF THE INHIBITION OF SOLUBLE FRACTION OF 

ETHYL ACETATE OF SQUID (Loligo sp.) AND CUTTLEFISH (Sepia sp.) INK 

ON THE GROWTH OF Escherichia coli AND Staphylococcus aureus BACTERIA 

USING KIRBY BAUER METHOD 

 
 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus are a part of normal floral bacteria that 

ften cause infection in humans by triggering diarrhea, folliculitis, and pneumonia, 

The use of antibiotics to treat infections can lead to emergence of resistance to these 

bacteria so it is necessary look for alternative antibacterial agents to inhibit the 

growth of these bacteria. This study was conducted to determine the effectiveness of 

the inhibition using the ethyl acetate fraction of cuttlefish (Sepia sp.) ink and ethyl 

acetate fraction of squid (Loligo sp.) ink against Staphylococcus aureus and 

Escherichia coli. The method used to see the effectiveness of the inhibition zone is 

Kirby Bauer. The Kirby Bauer method used was carried out by calculating the 

average diameter of the inhibition zone formed around the paperdisk by ethyl acetate 

fraction of cuttlefish ink and squid ink at a concentration 20%, 30%, 40%, and 50% 

against S.aureus and E.coli. The data of diameter inhibition zone was tested using the 

Kruskal Wallis on SPSS 20.0. The test results show that the variation of the fractional 

concentration has an effect on the diameter of inhibition zone at S.aureus and E.coli. 

Cuttlefish ink fractionate had a larger average inhibition zone diameter than squid 

ink fractionate. The best average value was from fractionate ethyl acetate of 

cuttlefish (Sepia sp.) ink with concentration 40% against S.aureus bacteria with value 

11.8 mm. The lower average value was from fractionate ethyl acetate of squid (Loligo 

sp.) ink with concentration 20% against E.coli bacteria with value 2.3 mm.  

Keywords : Antibacteria, Ink, Loligo sp., Sepia sp., Fraction, Ethyl acetate 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Mikroorganisme adalah organisme hidup yang memiliki ukuran 

sangat kecil sehingga tak kasat mata dan hanya dapat diamati dengan 

menggunakan alat bantu berupa mikroskop. Mikroorganisme terdiri dari 

berbagai jenis yaitu virus, protozoa, jamur tingkat rendah seperti ragi, serta 

bakteri. Mikroorganisme yang memiliki sifat kosmopolitan  atau paling 

banyak jumlah dan persebarannya luas hingga di tempat bersuhu ekstrim 

adalah bakteri (Anggraeni, 2017; Win et al., 2014). Bakteri dapat berkembang 

biak dan memperbanyak diri, kemudian menjangkit dan menempati 

lingkungan baru yang cocok untuk ditinggali. Manusia adalah salah satu 

‘lingkungan’ yang dapat dimanfaatkan oleh bakteri untuk ditinggali. 

Keberadaan bakteri pada tubuh manusia akan memberikan dampak, baik 

positif maupun negatif. Bakteri yang berdampak positif seperti flora normal 

yang hidup dalam usus manusia membantu proses pencernaan manusia, 

namun ada beberapa bakteri bersifat patogen yang berdampak negatif dan 

dapat menimbulkan penyakit (Agustiyanti et al., 2018). 

Flora normal merupakan berbagai macam mikroorganisme seperti 

bakteri dan jamur yang berada di organ-organ tertentu tubuh. Contoh dari flora 

normal adalah bakteri Escherichia coli yang berada di usus manusia serta 

Staphylococcus aureus yang berada di kulit. Meskipun flora normal 

merupakan mikroorganisme alami yang umumnya terdapat pada tubuh 
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manusia, beberapa flora normal dapat bersifat patogen apabila menginfeksi 

saat imunitas inangnya menurun. Bakteri E. coli dapat mengakibatkan 

beberapa penyakit seperti infeksi saluran kemih, sepsis, meningitis, dan 

umumnya diare (Ihsanuddin et al., 2016). Menurut data dari Kementrian 

Kesehatan Republik Indonesia (2018), pada tahun 2017 kurang lebih sebanyak 

4.274.790 kasus diare telah terjadi di 34 provinsi, sedangkan untuk Provinsi 

Jawa Timur sendiri telah mencapai angka 604.779 atau sekitar 12,8% dari 

total kasus. Bakteri S. aureus dapat mengakibatkan gangguan kronis pada kulit 

yang mengalami luka, folikulitis, pneumonia, dan gangguan lainnya 

(Ihsanuddin et al., 2016). Menurut data Kementrian Kesehatan Republik 

Indonesia (2018) kasus pneumonia pada balita tahun 2017 mencapai 447.431 

kasus telah terjadi di 34 provinsi, dan untuk provinsi Jawa Timur mencapai 

65.139 atau sekitar 14,5% dari total kasus. 

Penyakit yang ditimpakan kepada manusia adalah salah satu ciptaan 

Allah yang berguna bagi manusia untuk lebih mempelajari kekuasaan dan 

keagungan-Nya. Allah telah menciptakan alam semesta beserta makhluk-

makhluk-Nya untuk dapat memenuhi urusan manusia seperti yang tersirat 

dalam QS. Al-Baqarah (164) yang berbunyi : 

Mِي Oَْ Q RِSَّ Uا Wِ ْX ُ Z ْUا رِ وَ ] َ^ َّ _Uا ِ̀ وَ ْa َّ X Uفِ ا cَِS dْا َرْضِ وَ fْا اتِ وَ [وَ hَ َّiUا ِj ْX dَ Rِk َّن  إِ

ضَ  َرْ fْا ِn ِo ] َ a pَْ q َ k ٍء] tَ uْ tِ ِء] hَ َّiUا uَ tِ ُ لَ اللهَّ xَ ْy َ [ أ tَ [سَ وَ َّ_U |ُ ا َZ ْ_َ }  ] hَ ِ o ِM ~َْ � ْUا Rِk

 uَ ْa َ o ِM َّ� َi hُ ْUبِ ا] ~َ َّiUا [حِ وَ َ } ِّMUا �ِ} ِM�َْ Q ٍ� وَ َّ oا ِّ̀ دَ ُ� uْ tِ ] َ^a ِk َّ�َ o ^َ[ وَ ِQ �ْ tَ َ� �ْ َ o

 ِ U ٍت]َ } َرْضِ َ� fْا [ءِ وَ hَ َّiUُ�نَ ا X ِ� �َْ مٍ { �ْ َ � 

Artinya :  
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam 

dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi 
manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air 

itu Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi 
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itu segala jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan 

antara langit dan bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan 
kebesaran Allah) bagi kaum yang memikirkan (QS. Al-Baqarah: 164).” 

Menurut tafsir Al Azhar oleh Prof. Dr. Hamka (2015), semesta 

terdiri dari tanda-tanda kebesaran Allah SWT yang ada untuk dipelajari lebih 

dalam oleh manusia dan dicari hikmahnya bagi kehidupan. Kebesaran-

kebesaran tersebut ada agar mendorong manusia berpikir dan merenungkan 

kekuasaan-Nya dalam menjaga keteraturan alam semesta beserta 

penghuninya, begitu juga dengan penyakit yang ditimpakan Allah SWT 

kepada hamba-hambanya.  

Infeksi oleh bakteri dapat diobati dengan penggunaan antibiotik. 

Penggunaan antibiotik sering dipersalahgunakan oleh masyarakat sebab 

antibiotik beredar bebas di pasar. Seiring dengan penggunaan antibiotik yang 

semakin pesat dan kurangnya edukasi, resistensi bakteri terhadap antibiotik 

yang digunakan semakin meningkat. Bakteri yang diinduksi dengan senyawa 

antibiotik secara berlebihan dan jangka panjang dapat menginaktivasi 

antibiotik, mencegah masuknya obat dengan mengubah permeabilitas 

membran, atau melakukan efflux untuk memompa obat keluar dari dalam sel 

(Ugboko & De, 2014). Hal ini memicu bakteri menjadi lebih mampu 

beradaptasi dengan antibiotik dan menjadi kebal, oleh karena itu, dibutuhkan 

obat alternatif untuk menangani infeksi bakteri (Rahayu, 2012). 

Manusia berhak untuk mengupayakan atau mencari solusi dari 

penyakit yang dideritanya. Rasulullah SAW telah bersabda dari Abu Darda’: 

وَاءَ وََ�َ�لَ �ُِ�ل� دَاءٍ دَوَاءً َ�َدَاوَوْا وَ�َ َدَاوَوْا ِ	َ�رَامٍ  اءَ وَا�د� َ أَْ�زَلَ ا�د� �� إنِ� 

Artinya: 
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“Allah telah menurunkan penyakit dan juga obatnya. Allah menjadikan setiap 

penyakit ada obatnya. Maka berobatlah, namun jangan berobat dengan yang 
haram.” (HR. Abu Daud no. 3874) 

Berdasarkan ayat tersebut jelaslah bahwa manusia harus 

mengupayakan sembuh dari penyakitnya dan mencari obat bagi suatu 

penyakit, selama obat tersebut halal maka Allah mengizinkannya (Al-

Jauziyah, 2018). 

Obat-obatan alternatif yang berasal dari alam yang bermanfaat untuk 

mengatasi infeksi dari bakteri semakin banyak dicari demi meningkatkan 

efektivitas pengobatan infeksi dan memenuhi kebutuhan manusia. Obat-

obatan alami atau alternatif dinilai masyarakat lebih alami karena minimnya 

penggunaan bahan kimia sehingga lebih aman untuk konsumsi jangka panjang 

(Rahayu, 2012) 

Alam menyediakan banyak sekali hal yang dapat dimanfaatkan demi 

kesehatan dan kebutuhan obat-obatan manusia, akan tetapi penggunaannya 

masih terbatas. Salah satu hasil alam yang masih jarang dimanfaatkan untuk 

kebutuhan obat-obatan ialah hasil perairan. Selama ini hasil perairan yang 

dinilai memiliki kandungan protein tinggi sering diabaikan potensinya untuk 

dimanfaatkan sebagai obat alternatif. Kandungan protein yang tinggi pada 

hasil perairan seperti komoditas perikanan atau rumput laut lebih banyak 

digunakan untuk memenuhi kebutuhan nutrisi pangan (Rahayu, 2012). Salah 

satu hasil perikanan yang banyak diminati oleh masyarakat berasal dari Kelas 

Cephalopoda, Ordo Teuthoidea, seperti cumi-cumi, sotong, dan gurita. 

Kekhasan dari hewan Kelas Cephalopoda adalah menghasilkan tinta sebagai 

bentuk perlindungan diri terhadap predator (Vairappan, 2003).  
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Berbeda dengan gurita yang mengkombinasikan tinta dan 

menyuntikkan racun, cumi-cumi dan sotong hanya menggunakan tinta untuk 

mengelabui predator (Hanlon & Messenger, 1996). Tinta dari cumi-cumi dan 

sotong memiliki kandungan seperti melanin, taniin, protein, alkaloid, juga 

senyawa asam karboksilat (Glass et al., 2012). Tinta sotong memiliki warna 

hitam yang lebih pekat apabila dibandingkan dengan tinta cumi-cumi, hal ini 

karena kandungan melanin pada tinta sotong lebih tinggi dibandingkan dengan 

tinta cumi-cumi yang mencapai ±15% dari berat tinta (Derby, 2014; Palumbo, 

2003). Selain lebih pekat, tinta sotong juga memiliki tingkat viskositas yang 

lebih tinggi dibandingkan dengan tinta cumi-cumi. Tinta cumi-cumi memiliki 

kemampuan absorspsi minyak yang lebih baik dengan pH 6.45±0,01% dan 

cenderung asam karena lebih tingginya kandungan senyawa asam karboksilat 

seperti oleic acid dan cinnamic acid (Affandi et al., 2019), sedangkan tinta 

sotong memiliki kemampuan absorbsi air yang lebih baik dengan pH 

7.26±0,02% karena lebih tingginya kandungan alkaloid (Ahamed et al., 2018).  

Penelitian menunjukkan bahwa tinta cumi dan sotong memiliki 

aktivitas antibakteri. Menurut penelitian dari Wulandari (2016), kandungan 

melanin tinta cumi-cumi dapat membantu menghambat pertumbuhan bakteri 

patogen Vibrio harveyi.  Vasantharaja et al. (2014) melaporkan jika ekstrak 

metanol tinta sotong menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas 

aeruginosa dan Proteus vulgaris. Ekstrak metanol dari tinta sotong juga 

menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri Aeromonas hydrophila 

(Islamy, 2019). Menurut penelitian Fitrial dan Khotimah (2017), ekstrak HCl 

0,5 M tinta sotong dan cumi-cumi memiliki kemampuan daya hambat yang 
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lebih baik dibandingkan tinta cumi-cumi terhadap bakteri gram negative 

Escherichia coli. Tairas et al. (2013) telah menggunakan metode fraksinasi 

larut etil asetat tinta cumi-cumi terhadap bakteri gram positif Streptococcuss 

pyogenes, akan tetapi hasilnya dinilai belum maksimal, sedangkan 

penggunaan metode fraksinasi larut etil asetat belum dilakukan terhadap tinta 

sotong dan bakteri lain sehingga perlu diteliti untuk mengetahui apakah 

memiliki hasil yang sama atau berbeda. 

Adanya perbedaan secara fisik dan kimiawi dari tinta cumi-cumi dan 

sotong, menunjukkan hasil aktivitas antibakteri yang berbeda. Penelitian 

fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan sotong belum dilakukan terhadap 

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Oleh karena itu, pada 

penelitian ini akan dilakukan pengujian efektivitas daya hambat dari fraksinat 

etil asetat tinta cumi-cumi dan tinta sotong, pengujian juga dalam berbagai 

tingkat konsentrasi untuk melihat potensinya sebagai antibakteri terhadap 

bakteri E.coli dan S.aureus. 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana pengaruh fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dan 

sotong (Sepia sp.) dengan konsentrasi berbeda terhadap daya hambat 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus? 

2. Bagaimana pengaruh fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dan 

sotong (Sepia sp.) dengan konsentrasi berbeda terhadap daya hambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli? 

3. Daya hambat fraksinat tinta manakah yang paling efektif terhadap 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui pengaruh fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dan 

sotong (Sepia sp.) terhadap daya hambat pertumbuhan Staphylococcus 

aureus. 

2. Mengetahui pengaruh fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp,) dan 

sotong (Sepia sp.) terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia 

coli. 

3. Mengetahui fraksinat tinta manakah yang memiliki daya hambat lebih 

efektif terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus 

aureus. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan nantinya dapat dipelajari dan menambah 

pengetahuan untuk mengetahui bagaimana perbandingan efektivitas daya 

hambat antibakteri dari tinta cumi-cumi dan sotong fraksi larut etil asetat dan 

dapat diaplikasikan sebagai salah satu bahan yang berpotensi sebagai 

antibakteri alternatif. 

1.5 Batasan Penelitian 

Batasan pada penelitian ini ialah sebagai berikut: 

1. Cumi-cumi (Loligo sp.) dan Sotong (Sepia sp.) yang digunakan memiliki 

panjang tubuh dari ujung sirip hingga tentakel ≥14 cm dan berat mencapai  

≥25 gram. 
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1.6 Hipotesis Penelitian 

1. Terdapat pengaruh daya hambat pada penggunaan fraksinat etil asetat tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) dan sotong (Sepia sp.) terhadap pertumbuhan 

bakteri Staphylococcus aureus. 

2. Terdapat pengaruh daya hambat pada penggunaan fraksinat etil asetat tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) dan sotong (Sepia sp.) terhadap pertumbuhan 

bakteri Escherichia coli. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kelas Cephalopoda 

Kelas Cephalopoda dikenal sebagai kelas dari golongan hewan 

yang memiliki kepala bertentakel, dapat diketahui dari namanya yang berasal 

dari kata “kaphale” yaitu kepala serta “podos” yang berarti kaki. 

Cephalopoda dikenal karena memiliki tentakel yang berjumlah sebanyak 

delapan buah yang pada tiap-tiap lengannya terdapat batil isap (sucker). Batil 

isap (sucker) dapat digunakan untuk menahan serta mencekram mangsa 

karena Cephalopoda adalah hewan bertubuh lunak yang tidak memiliki 

tulang sejati. Setiap subkelas juga memiliki lengan hectocotylus yang 

berfungsi untuk membantu proses berkembang biak. Selain hectocotylus, ciri 

khas hewan dari Kelas Cephalopoda dapat mengeluarkan tinta hitam dari 

tubuh mereka yang berguna sebagai perlindungan diri. Berdasarkan 

klasifikasinya, terdapat dua jenis subkelas di Kelas Cephalopoda yaitu 

Nautiloidea dan Coleoidea. Subkelas Coleoidea juga dikenal sebagai salah 

satu kelas dari bahan makanan yang berasal dari lautan dan diperdagangkan 

secara luas, subkelas ini terdiri dari tiga ordo yaitu Sepiida, Teuthida, serta 

Octopoda yang masing-masing ordonya memiliki keunikan (Jereb & Roper, 

2005). 
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2.2 Cumi-cumi (Loligo sp.) 

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi Cumi-cumi (Loligo sp.) 

Cumi-cumi (Loligo sp.) berasal dari Kelas Cephalopoda, Ordo 

Teuthoidea, dan merupakan yang paling banyak dikonsumsi oleh 

masyarakat dunia. Menurut Sudjoko (1988) cumi-cumi adalah salah satu 

hasil tangkap laut yang dagingnya banyak diminati di dunia. Produksi dari 

seluruh dunia terhadap cumi-cumi untuk hasil tangkap perairan pada tahun 

1945 saja telah mencapai 500.000 ton yang dihasilkan oleh sebanyak 30 

negara di dunia dan sebagian besarnya berasal dari Asia terutama Jepang. 

Cumi-cumi juga dikenal sebagai salah satu konsumsi sumber protein dan 

mengandung banyak sekali asam amino essensial, asam lemak tak jenuh, 

juga dapat mengatasi beberapa penyakit seperti arteriosclerosis.  

 (Sumber: Widiana, 2018) 

Tubuh cumi-cumi (gambar 2.1) berbentuk silindris panjang dan 

meruncing seperti torpedo, hewan jenis ini memiliki sirip berbentuk 

triangular (segitiga) pada ujung tubuhnya. Ikan-ikan pelagis juga udang-
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udangan adalah mangsa utama cumi-cumi sehingga hewan ini tergolong 

dalam karnivora. 

Kingdom : Animalia 

Phylum : Mollusca 

Class  : Cephalopoda 

Order  : Teuthoidea 

Family  : Loligonidae 

Genus  : Loligo 

Species : Loligo sp. (Jereb & Roper, 2005) 

2.3 Sotong (Sepia sp.) 

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi Sotong (Sepia sp.) 

Sotong secara morfologi memiliki perbedaan yang cukup 

mencolok dengan cumi-cumi, salah satunya yang paling mencolok ialah dari 

bentuk tubuh. Sotong memiliki bentuk tubuh yang cenderung bulat di ujung 

dan pipih (gambar 2.2) sedangkan cumi-cumi cenderung menyerupai tabung 

torpedo.  

(Sumber: Tuttle, 2018) 

Sotong juga dikenal sebagai perenang yang lebih lambat dibanding 

saudaranya yang lain dikarenakan lengan tentakelnya yang tidak begitu 
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panjang serta keberadaan sirip lateral yang membentang dari bagian dorsal 

hingga ventral (Nateewathana, 1997). Sotong (gambar 2.2) bukan 

merupakan bahan pangan laut dari Kelas Cephalopoda yang diproduksi 

dalam jumlah besar, akan tetapi jika ditinjau dari segi harga, harga sotong 

dapat dikatakan lebih tinggi di pasar internasional apabila dibandingkan 

cumi-cumi. Sotong biasa ditangkap oleh para nelayan pada malam hari 

ketika sotong bermigrasi ke perairan dangkal untuk berburu ikan-ikan kecil. 

Sotong yang cenderung bersifat fototaksis ditangkap oleh para nelayan 

dengan menggunakan cahaya lampu petromax pada sampan yang membuat 

sotong mendekat (Ghufran & Kordi, 2010). 

Kingdom : Animalia 

Phylum : Mollusca 

Class  : Cephalopoda 

Order  : Sepiida 

Family  : Sepiidae 

Genus  : Sepia 

Species : Sepia sp. (Jereb & Roper, 2005) 

Manusia berhak untuk memanfaatkan makhluk-makhluk yang ada 

di bumi demi kebaikan mereka. Hal ini sesuai dengan firman Allah dalam 

QS.Al-Hijr ayat 19-20 yang berbunyi: 

 Uَ ]َ_Xْ�َ�ََْ�زُوْن ٍ. و َّt ٍءRْ�َ ِّ̀ �ُ uْtِ ]َ^aِْk ]َ_Sَْ� ۢyَْوَا Rَ�ِرَوَا ]َ^aِْk ]َ_aَْ�Uَْوَا ]َ^yَْٰ�دtَ َوَاْ�َرْض ]َ^ْaِk �ْ�ُ
 uَْaِ�ِازMَoِ nَٗU �ُْSiَّْU uْtََو �َ}ِ]�َtَ 

Artinya: “Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya 

gunung-gunung dan kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut 
ukuran. Dan kami telah menjadikan untuk kamu di bumi sarana kehidupan, 

dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali 
bukan pemberi rezeki kepadanya. 
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Dalam tafsir Al-Misbah menurut Shihab (2008), Allah SWT telah 

memberikan banyak hal untuk membantu menunjang kelangsungan hidup 

manusia. Setiapnya memiliki manfaat berbeda dan beraneka ragam sesuai 

dengan kebutuhan makhluk hidup lainnya, sebagaimana Alla menghendaki 

bentuk dan perciptaannya. Ayat tersebutjuga menjadi penjelas bahwa 

apapun yang ebrada di bumi ini telah Allah ciptakan untuk membantu 

memenuhi kebutuhan manusia meski manusia tidak ikut andil dalam 

penciptaan, pembentukan, dan kelangsungan hidup makhluk-makhluk 

tersebut. 

2.4 Tinta dari Hewan Kelas Cephalopoda 

Indonesia merupakan salah satu negara maritim dengan 

keanekaragaman hayati perairan yang sangat kaya. Invertebrata laut telah 

banyak dikenal perannya sebagai sumber yang tinggi akan senyawa protein 

serta mineral yang bermanfaat bagi manusia. Senyawa-senyawa kimia yang 

terdapat pada invertebrata telah diteliti dan banyak digunakan sebagai 

senyawa bioaktif dalam farmakologis. Cephalopoda yang merupakan anggota 

dari Filum Moluska dikenal sebagai salah satu penghasil senyawa bioaktif 

yang populer yang dikenal sebagai tinta. Tinta (senyawa bioaktif) ini 

diproduksi oleh hewan itu sendiri yang digunakan untuk melindungi diri 

hewan jenis tersebut dari predator mereka (Vairappan, 2003). 

Tinta dari hewan Kelas Cephalopoda memiliki sifat alkaloid 

seperti senyawa metabolit kebanyakan yang digunakan untuk menjauhkan 

predator ketika mereka merasa terancam. Tinta ini umumnya berwarna 

kecokelatan hingga hitam pekat yang disebabkan oleh adanya kandungan zat 
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melanin. Melanin yang terdapat pada tinta dari hewan Kelas Cephalopoda 

mampu mengikat protein melalui asam amino yang juga mengandung sulfur 

sehingga dipertimbangkan dapat menjadi obat antikanker. Menurut Rudiana 

& Delianis (2004) tinta dari hewan Kelas Cephalopoda memiliki banyak 

fungsi dalam farmakositika salah satunya dapat menambah daya tahan tubuh 

sehingga dapat menghambat pertumbuhan sel kanker. Tinta yang 

diperkirakan dapat digunakan sebagai agen antikanker ini kemudian juga 

diteliti dalam peranannya sebagai antibakteri. 

2.5 Fraksinasi 

Fraksinasi adalah salah satu cara untuk melakukan proses isolasi 

metabolit sekunder dengan konsep pemurnian tiap-tiap kandungan senyawa. 

Fraksinasi terjadi dengan cara memisahkan senyawa pada fasa cair dengan 

fasa cair juga. Prosesnya terjadi secara bertingkat dimana senyawa-seyawa 

akan terpisah berdasarkan sifat kepolarannya antara polar, semipolar, dan 

nonpolar (Harbone, 1987).  

Senyawa yang bersifat polar akan terlarut dalam pelarut yang juga 

bersifat polar, begitu juga sebaliknya yang nonpolar akan larut pada pelarut 

yang nonpolar (Harborne, 1987). Terdapat dua macam metode yang 

digunakan untuk fraksinasi yaitu metode kromatografi kolom serta metode 

yang sederhana adalah corong pisah. Metode kromatografi kolom merupakan 

metode yang digunakan untuk pemurnian senyawa menggunakan kolom, 

sedang metode corong pisah (gambar 2.3) adalah metode dengan 

menggunakan corong pisah untuk memisahkan fasa pelarut yang memiliki 

massa jenis yang berbeda dalam satu wadah (Haznawati, 2012). 
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(Sumber: Tissue, 1996) 

Pelarut yang digunakan untuk proses fraksinasi dapat berbagai 

macam baik polar, semi polar, maupun non-polar tergantung zat yang ingin 

dimurnikan. Contoh pelarut polar yang banyak digunakan untuk fraksinasi 

adalah metanol, pelarut non-polar yang digunakan adalah n-heksan, serta 

pelarut semi polar adalah etil asetat. Penggunaan pelarut pada metode ini juga 

tidak memicu aktivitas toksik pelarut dan zat terlarut terhadap sampel uji 

(Irfanah, 2014). Salah satu senyawa yang dapat dilarutkan menggunakan 

pelarut polar, semipolar, maupun non-polar melalui proses ini adalah 

alkaloid. Alkaloid yang terkandung pada tinta cumi-cumi  dan sotong cukup 

tinggi, semakin non-polar pelarut yang digunakan maka akan semakin 

spesifik pula senyawa alkaloid yang didapatkan, hal ini dikarenakan semakin 

terbatasnya senyawa yang larut selain alkaloid pada senyawa nonpolar 

(Romadanu et al., 2014).  

2.6 Antimikroba 

Obat-obatan yang digunakan untuk mengatasi problema infeksi 

yang diakibatkan mikroba disebut dengan antimikroba. Antimikroba 

memiliki sifat toksisitas selektif yang artinya toksis terhadap mikroorganisme 

tertentu (khusus) dan tidak memiliki dampak negatif yang berarti bagi inang 
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yang menggunakannya. Sifat toksisitas selektif pada antimiktoba menjadikan 

antimikroba tidak dapat digunakan secara sembarangan dan harus sesuai 

anjuran dari tenaga kesehatan (Djide, 2008). Berikut adalah syarat-syarat 

yang dari antimikroba yang ideal dan aman untuk digunakan oleh manusia : 

- Memiliki kemampuan toksisitas selektif menghambat atau mematikan 

pertumbuhan mikroorganisme pada spektrum luas dan hampir tidak 

terbatas. 

- Senyawa tersebut tidak mengganggu spektrum keseimbangan flora 

normal dari host yang mengkonsumsi/menggunakannya. 

- Tidak mengakibatkan efek samping yang merugikan host baik itu yang 

sederhana seperti hipersensitivitas, iritasi, maupun yang berat seperti 

kerusakan syaraf. 

Antimikroba yang telah ditemukan dan digunakan oleh manusia 

memiliki banyak jenis seperti antivirus, antibakteri, antiparasit, dan 

antimikotik. Antibakteri merupakan agen spesifik yang bekerja khusus untuk 

menangani bakteri tertentu atau beberapa bakteri dalam spektrum luas. 

Menurut Djide (2008) antibakteri apabila dibedakan berdasarkan sifatnya 

memiliki dua jenis, yaitu : 

a. Bakteriosida, senyawa/zat antibakteri yang dapat 

membunuh/mengakibatkan kematian namun tidak mengakibatkan 

terjadinya lisis pada sel bakteri target. 

b. Bakteriostatika, senyawa/zat yang bekerja dengan cara menghambat 

atau menghentikan laju pertumbuhan bakteri tetapi tidak dapat 

membunuh/mengakibatkan kematian dari bakteri target. 
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2.6.1 Mekanisme Kerja Antibakteri 

Berdasarkan pada mekanisme kerja antibakteri (gambar 2.4) 

dalam menghambat pertumbuhan bakteri, antibakteri digolongkan sebagai 

berikut (Radji, 2011) : 

 

(Sumber: Broks, 2006) 

 
a. Antibakteri yang bekerja dengan menghambat proses sintesis dinding 

sel bakteri target 

Antibakteri jenis ini bekerja dengan melisiskan dinding sel 

bakteri yang kemudian mengakibatkan perubahan bentuk serta struktur 

sel bakteri karena tidak dapat disintesisna dinding sel. 

b. Antibakteri yang bekerja dengan cara mengganggu atau merusak 

membran sel bakteri target 

Membran merupakan sektor utama terjadinya proses 

biosintesis serta berperan dalam mengatur transportasi metabolit dan 

nutrisi dari dalam maupun keluar sel. Beberapa jenis antibakteri dapat 

Gambar 2. 4 Mekanisme Kerja Antibakteri 
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mengganggu laju aktivitas keluar dan masuk metabolit dan dapat 

menyebabkan kerusakan pada membran. 

c. Antibakteri yang mengganggu proses biosintesis asam nukleat pada 

inti sel bakteri target 

Replikasi DNA adalah siklus yang krusial dan penting bagi 

sel. Beberapa jenis antibakteri dapat mengganggu metabolisme asam 

nukleat yang mengakibatkan terganggunya fase-fase pertumbuhan 

bakteri hingga bakteri tidak dapat berkembang dengan baik. 

2.7 Uji Aktivitas Antibakteri 

Uji antibakteri merupakan serangkaian uji yang dilakukan guna 

mengetahui potensi/peluang sifat antibacterial dari suatu senyawa terhadap 

pertumbuhan bakteri. Uji ini dilakukan untuk mengetahui efek-efek utama 

antibakteri seperti daya hambat terhadap pertumbuhan, atau potensi senyawa 

dalam membunuh mikroorganisme patogen (Zeniusa, 2018). Terdapat dua 

macam pengujian yang dikenal secara umum dan dilakukan dalam pengujian 

antimikroba yaitu metode difusi dan metode dilusi. 

2.7.1 Metode Difusi 

Metode difusi merupakan metode uji antimikroba yang paling 

banyak digunakan dalam uji-uji antimikroba dan paling terkenal. Metode 

ini mengacu pada terjadinya proses perpindahan molekul secara acak suatu 

zat dari suatu area ke area lainya yang juga disebut dengan proses difusi 

(Djide, 2005). Diameter dari daerah bening yang dikenal dengan zona 

hambat adalah faktor yang diamati pada metode ini (Brooks et al., 2008). 
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Metode difusi yang telah dikenal terbagi menjadi beberapa jenis terangkum 

di bawah ini: 

 

 

a. Metode Ditch-plate 

Metode ini dilakukan dengan cara memotong medium agar 

dengan bentuk membujur persegi dalam sebuah cawan petri, kemudian 

agen antibakteri yang hendak diujikan diletakkan pada area membujur 

tersebut. Bakteri yang hendak diujikan diinokulasikan pada area yang 

sama dengan agen antibakteri kemudian diinkubasi dalam suhu 37˚C 

selama 1 hari, lalu diamati daerah bening atau zona hambat yang 

terbentuk  (Prayoga, 2013). 

b. Metode Cup-plate 

Metode ini dilakukan dengan menginokulasi terlebih dahulu 

bakteri target pada medium, lalu pada medium tersebut dibuat semacam 

sumuran. Antibakteri yang hendak diujikan diletakkan dalam sumuran 

tersebut kemudian diinkubasi selama 1 hari pada suhu 37˚C. Zona 

bening atau zona hambat pada sekitar sumuran yang diberi antibakteri 

diamati setelah diinkubasi (Pratiwi, 2008). 

c. Metode E-test  

Metode ini banyak digunakan untuk mengetahui nilai MIC 

(Minimum Inhibition Concentration) yang efektif dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri target secara in vitro. Alat uji yang digunakan 

berupa strip plastik yang mengandung agen antibiotik kadar rendah 
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hingga yang paling tinggi yang kemudian diletakkan di permukaan 

medium tanam bakteri yang hendak diuji (Pratiwi, 2008). 

 

 

d. Metode Disk Diffusion (Kirby Bauer) 

Metode ini dilakukan dengan menggunakan cakram yang yang 

telah menyerap agen antibakteri. Proses penyerapan senyawa 

antibakteri oleh cakram dapat dengan cara diteteskan secara langsung 

atau direndam selama kurang lebih 15 menit. Cakram yang telah 

menyerap agen antibakteri yang diujikan kemudian diletakkan pada 

medium agar yang sebelumnya telah ditanami bakteri yang hendak 

diuji. Senyawa yang terserap pada kertas cakram akan mengalami 

proses difusi dari kertas pada media yang telah ditanami bakteri uji 

hingga terbentuk zona hambat. Zona hambat atau zona bening yang 

mengelilingi cakram kertas diukur setelah diinkubasi selama 18-24 jam 

dalam suhu 37˚C (Pelczar & Chan, 2007). Zona hambat yang telah 

muncul setelah inkubasi di sekitar cakram kertas dapat memiliki ukuran 

diameter yang sangat kecil sehingga membutuhkan alat ukur yang lebih 

teliti seperti jangka sorong (Fatmawati, 2019). 

2.7.2 Metode Dilusi 

Metode ini umumnya dilakukan dengan cara menginokulasi atau 

menanamkan bakteri target pada tabung reaksi. Senyawa antimikroba 

selanjutnya diinduksikan dalam tabung berisi medium dan suspense 

tersebut dan kemudian diinkubasi. Pertumbuhan dari mikroorganisme target 
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dapat dipantau melalui tingkat kekeruhan dari medium cair yang 

digunakan. Suhu serta waktu dari proses inkubasi merupakan penentu 

utama dari keberhasilan metode ini, akan tetapi metode ini dapat dilakukan 

baik dalam medium cair maupun padat (Prayoga, 2013). 

a. Metode dilusi cair (Broth Dilution Test) 

Metode ini dilakukan dengan mengukur nilai MBC (Minimum 

Bactericidal Concentration) atau MIC (Minimum Inhibitory 

Concentration). Antibakteri yang dimaksudkan untuk diujikan dibuat 

dalam beberapa macam seri pengenceran yang berbeda-beda kemudian 

ditambahkan dengan medium uji. Medium yang tampak jernih tanpa 

perubahan kepekatan pada kadar paling minimum ditetapkan sebagai 

nilai MIC agen antibakteri tersebut. Medium MIC yang telah ditetapkan 

kemudian dikultur ulang tanpa menambahkan medium uji dan 

diinkubasi selama 1 hari, apabila medium kultur baru tetap terlihat 

jernih, maka konsentrasi antimikroba ditetapkan sebagai MBC 

(Prayoga, 2013). 

b. Metode dilusi padat (Solid Dilution Test) 

Metode ini dilakukan sama dengan menggunakan metode dilusi 

cair, akan tetapi metodenya dilakukan terhadap medium padat. 

Konsentrasi dari antimikroba yang bervariasi dapat digunakan untuk 

menguji beberapa bakteri sekaligus (Pratiwi, 2008). 

2.8 Bakteri Escherichia coli  

2.8.1 Klasifikasi dan Morfologi Escherichia coli 
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Escherichia coli atau dikenal dengan nama E.coli merupakan 

salah satu anggota bakteri gram negatif. Bakteri ini dikenal sebagai bakteri 

flora normal pada tubuh manusia yang bertahan hidup dalam usus. E.coli 

(gambar 2.3) berasal dari Family Enterobacteriaceae yang berbentuk 

coccobasil dengan ukuran 0,4-0,7µm x 1,4 µm yang bersifat anaerob 

fakultatif. Bakteri E.coli bersifat motil dan bergerak dengan menggunakan 

flagel. 

Dinding sel dari bakteri gram negatif umumnya tersusun atas tiga 

lapisan yakni lapisan luar yang berupa lipoprotein, lapisan tengahnya 

adalah lipopolisakarida, dan lapisan paling dalam berupa lapisan 

peptidoglikan. Membran luar dari bakteri gram negatif sendiri lipid, 

lipopolisakarida, dan protein (Febrika, 2012; Akhita, 2019).  

Kingdom : Bacteria 

Division : Proteobacteria 

Class  : Gamaproteobakteria 

Order  : Enterobacteriales 

Family  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Escherichia 

Species : Escherichia coli (Jawetz et al., 2008) 
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 (Sumber: Shutter, 2018) 

Struktur lapisan dari membran luar dapat berpengaruh banyak pada 

kemampuan patogenitas maupun resistensi bakteri. Hal inilah yang 

mempengaruhi terdapatnya variasi daya tahan bakteri terhadap suatu senyawa 

antibakteri yang digunakan untuk pengujian (Hendrayati, 2012). 

2.8.2 Patogenesis Escherichia coli 

Escherichia coli yang menginfeksi manusia pada organ yang tidak 

benar dan dalam jumlah pesat dapat mengakibatkan gangguan pada organ 

instestinal dan menyebabkan infeksi pada saluran kemih. Kendati beberapa 

jenis E.coli dapat mengakibatkan patogenesis dan menyebabkan penyakit 

seperti diare, umumnya strain bakteri ini bersifat nonpatogen. E.coli yang 

bersifat pathogen pada manusia kebanyakan melalui makanan yang 

terkontaminasi seperti produk olahan yang kurang matang, susu, produk 

hasil perairan hingga sayuran (Prescott et al., 2008). 

2.9 Bakteri Staphyococcus aureus  

2.9.1 Klasifikasi dan Morfologi Staphyococcus aureus 

Staphylococcus aureus (gambar 2.4) adalah anggota dari bakteri 

gram positif yang memiliki bentuk coccus (bulat). Bakteri ini bersifat 

anaerob fakultatif, tidak motil, tidak berspora dan memiliki diameter 

berukuran 0,8-1,0μm.  Daya tahan (resistensi) terhadap suatu senyawa 

antibakteria dari S. aureus lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri lain 

yang tidak membentuk spora (Radji, 2011). 

Staphylococcus aureus memiliki yang merupakan bakteri gram 

positif mempunya dinding sel luar yang terbuat dari peptidoglikan yang 

tebal dan lapisan kandungan lipidnya cukup rendah. Bakteri ini dapat hidup 
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pada suhu 15-40˚C dan umumnya hidup dalam koloni dengan berwarna 

agak kuning (Radji, 2011). 

 

 

 (Sumber, Ferron, 2018) 

Kingdom : Bacteria 

Division : Firmicutes 

Class  : Bacili 

Order  : Bacillales 

Family  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Species : Staphylococcus aureus Rosenbach (Todar, 2005) 

2.9.2 Patogenesis Staphyococcus aureus 

Bakteri Staphylococcus aureus juga merupakan bakteri flora 

normal yang biasanya terdapat pada kulit, saluran cerna, maupun saluran 

pernapasan manusia. Staphylococcus aureus memiliki toksin yang dapat 

berdampak negative pada manusia sehingga dapat bersifat patogen (Ciesla 

& Guerrant, 2003). Toksin bakteri ini dapat menyebabkan keracunan yang 

Gambar 2. 6 Morfologi Bakteri Staphylococcus aureus 
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fatal apabila mencapai kadar 1,0μm/gr pada makanan, gejala yang muncul 

sebagai tanda biasanya berupa mual muntah disertai diare hebat hingga 

demam (Jawetz et al., 2001). Beberapa penyakit lain yang dapat disebabkan 

oleh bakteri ini antara lain pneumonia, arthritis septik, meningitis, serta 

endokarditis (Stark, 2013). 

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang sering 

menginfeksi section pasca bedah yang membuat section tersebut semakin 

memburuk karena dapat memicu terjadinya bakteremia dan bakteri akan 

menyebar menginfeksi organ-organ lainnya dalam tubuh (Yuwono, 2010). 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/ 

 

41 

BAB 3 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental. Rancangan 

penelitian yang digunakan ialah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 

menggunakan metode Kirby Bauer terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. 

Jumlah pengulangan ditentukan dengan menggunakan rumus federer. 

Perlakuan ada 10 macam, dengan demikian : 

(n - 1)(k - 1)   ≥ 15 ……………. (1) 

(n - 1)(10 – 1) ≥ 15 

9n – 9    ≥ 15 

9n  ≥ 15 + 9 

n    ≥ 2.6 (digenapkan menjadi 3) 

Rancangan penelitian dapat dilihat pada tabel 3.1 di bawah ini: 

Tabel 3.1 Rancangan Penelitian 

Keterangan : 
K1: Fraksinat etil asetat tinta cumi konsentrasi 20% 
K2: Fraksinat etil asetat tinta cumi konsentrasi 30% 
K3: Fraksinat etil asetat tinta cumi konsentrasi 40% 
K4: Fraksinat etil asetat tinta cumi konsentrasi 50% 
K5: Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 20% 
K 6: Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 30% 
K7: Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 40% 
K8: Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 50% 
K9: Kontrol positif (Amoxicilin) 
K10: Kontrol negatif (Aquades) 

Ulangan 
Perlakuan 

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 

1 K1 1 K2 1 K3 1 K4 1 K5 1 K6 1 K71 K81 K91 K101 
2 K1 2 K2 2 K3 2 K4  2 K5 2 K6 2 K72 K82 K92 K102 
3 K1 3 K2 3 K3 3 K4 3 K5 3 K6 3 K73 K83 K93 K103 

(1) Keterangan : 
    n: Banyaknya ulangan 
    k: Jumlah sampel 
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Rancangan penelitian tersebut digunakan untuk kedua bakteri uji 

baik Escherichia coli maupun Staphylococcus aureus. Berdasarkan tabel 

rancangan penelitian, satu jenis bakteri terdapat 30 paper disk yang diamati 

hasilnya karena setiap perlakuan mendapat 3 kali ulangan.  

3.2 Bahan dan Alat 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan selama melakukan proses penelitian ini yakni 

corong pisah, biuret, erlenmeyer, batang pengaduk, tabung reaksi, plate, 

stiring hotplate, plastik sampel, pisau, talenan, neraca, gelas ukur, autoclave, 

laminar air flow, plate, jarum ose, rotary evaporator, inkubator, bunsen, 

botol asi, penggaris. 

3.2.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang diperlukan selama proses analisis ialah media 

Mueller Hinton Agar (MHA), media Manitol Salt Agar (MSA), media 

Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), tinta cumi-cumi, tinta sotong, etil 

asetat, pelarut DMSO, amoxicilin, aquades, paper disk, plastic warp, 

spirtus, kertas label, pulpen F, kertas bekas, plastik tahan panas. 

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian mulai dari persiapan  hingga proses-proses uji terhadap 

subjek penelitian dilakukan di Labolatorium Terintegrasi UIN Sunan Ampel 

Surabaya tepatnya di Labolatorium Mikrobiologi selama bulan Februari 2020 

- November 2021 seperti yang tertera pada tabel di bawah ini : 
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Tabel 3.2. Waktu yang diperlukan untuk menyelesaikan penelitian 
No

. 
Keterangan 

Waktu (Bulan) 

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1. 
Pembuatan proposal 
skripsi 

                

2. Seminar proposal                 

3. 
Persiapan alat dan 
bahan 

                

4. 
Pengambilan sampel di 
lapangan 

                

5. Proses uji antibakteri                 

6. Analisis data                 

7. 
Penyusunan draft 
skripsi 

                

8. Sidang skripsi                 

 
3.4 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian yang berperan pada penelitian ini diantaranya yaitu: 

a. Variabel Bebas 

Variable bebas pada penelitian ini ialah konsentrasi fraksinat etil asetat 

tinta cumi-cumi dan sotong yang digunakan dengan konsentrasi 20%, 

30%, 40%, dan 50%. 

b. Variabel Terikat 

Variabel terikat dari penelitian ini ialah diameter dari zona hambat. 

c. Variabel Kontrol 

Variabel kontrol dari penelitian ini ialah bakteri yang digunakan yaitu 

bakteri Escherichia coli dan bakteri Staphylococcus aureus, suhu inkubasi, 

dan waktu inkubasi. 

3.5 Prosedur Penelitian 

Prosedur penelitian terdiri dari beberapa tahap, yaitu sterilisasi dan 

bahan, fraksinasi tinta, pembuatan konsentrasi fraksinat etil asetat tinta cumi-
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cumi, sotong, dan antibiotik, pembuatan media, pembuatan standar Mc 

Farland, preparasi suspensi bakteri, serta uji daya hambat bakteri dengan 

metode Kirby Bauer. Adapun prosedur penelitian terangkum pada diagram alir 

yang dapat dilihat pada gambar 3.1.  

3.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sterilisasi dilakukan terhadap alat-alat yang digunakan untuk 

penelitian. Cawan petri dibungkus dengan menggunakan kertas kemudian 

dilapisi plastik tahan panas. Alat-alat yang telah dibungkus kertas 

dimasukkan ke dalam autoclave lalu disterilisasi dengan menggunakan 

suhu 121˚C selama 15 menit menggunakan tekanan 1 atm. Waktu, suhu, 

dan tekanan ini juga berlaku untuk sterilisasi media-media yang digunakan 

(Nurhayati, 2011). 

3.5.2 Fraksinasi Tinta 

Tinta yang digunakan pada penelitian ini adalah tinta yang 

berasal dari hewan Kelas Cephalopoda yaitu cumi-cumi (Loligo sp.) dan 

sotong (Sepia sp.). Cumi-cumi serta sotong pertama-tama dicuci bersih di 

bawah air mengalir.  Cumi-cumi dan sotong yang telah bersih dipindahkan 

di atas baki untuk kemudian dibedah tubuhnya. Bagian kepala dibedah 

membujur kemudian dibuka melebar untuk mengeluarkan organ-organ 

dalam. Organ-organ dalam cumi-cumi dan sotong dipisahkan dalam wadah 

terpisah, lalu dengan hati-hati bagian kantung tintanya diambil.  

Tinta dari kantung tinta tersebut dikeluarkan dengan cara diperas 

dengan perlahan lalu ditampung dalam botol vial, tidak lupa tiap botol 

diberi label pembeda antara tinta sotong dan cumi-cumi. Tinta sebanyak 
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40 mL dimasukkan ke dalam corong pemisah bersama 250 mL aquades 

dan 250 mL etil asetat kemudian dikocok dengan kuat. Corong pemisah 

didiamkan agar terjadi pemisahan fasa larut air dan fasa larut etil asetat, 

kemudian dipisahkan antara yang fasa larut air dan fasa larut etil asetat. 

Fasa larut etil asetat dievaporasi dengan menggunakan rotary evaporator, 

apabila hasil fraksinat dari rotary evaporator belum cukup kesat, maka 

dilanjutkan freeze drying hingga kandungan pelarut hilang barulah 

kemudian digunakan dalam pengujian antibakteri (Tairas et al., 2013).  

3.5.3 Pembuatan Konsentrasi Fraksinat Etil Asetat Tinta Cumi-cumi, 

Sotong, dan Antibiotik 

(a) Konsentrasi Fraksinat Etil Asetat Tinta Cumi-cumi dan Sotong 

Hasil fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan sotong 

diencerkan menggunakan DMSO (dimethyl sulfoxide) 20%. Untuk 

mendapatkan larutan stok konsentrasi 50%, digunakan 15 g fraksinat 

kemudian dilarutkan dalam 30mL DMSO 20%.  

 Kemudian dilakukan pengenceran secara bertingkat 

menggunakan DMSO 20% dan menghasilkan konsentrasi 40%, 30%, 

20% sebanyak 10 mL tiap konsentrasi berdasarkan perhitungan rumus 

di bawah ini.  

M1.V1=M2.V2 

Keterangan: 
M1 : Konsentrasi larutan stok (%) 
V1 : Volume larutan (mL) 
M2 : Konsentrasi larutan yang dibuat (%) 
V2 : Volume pelarut (mL) 
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(b) Konsentrasi Antibiotik Amoxicilin 

Perlakuan kontrol positif yang digunakan adalah 

Amoxicilin. Satu kapsulnya memiliki berat bersih 250 mg. Konsentrasi 

amoxicillin dibuat sebesar 0,1% dengan cara mengambil sebanyak 1 

mg kemudian dilarutkan dalam 10 mL aquades (Maida & Lestari, 

2019).  

3.5.4 Pembuatan media 

Media yang digunakan ada beberapa macam, untuk media 

selektif bakteri Escherichia coli dan Stappylococcus aureus yaitu dengan 

menggunakan media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) untuk E.coli 

dan Mannitol Salt Agar (MSA) untuk Staphylococcus aureus, sedangkan 

untuk uji efektivitas daya hambat adalah media Mueller Hinton Agar 

(MHA). Berikut ini adalah cara membuat media bakteri uji : 

(a) Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) 

Media powder Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) 

sebanyak 1,12 gram dilarutkan dengan aquades 30 mL dalam 

erlenmeyer di atas hotplate, angkat saat mendidih, lubang tabung 

ditutup dengan kapas lalu dilapisi aluminium foil, disterilisasi basah 

dengan autoclave, kemudian dituang ±10 mL dalam tabung reaksi di 

bawah laminar air flow, setelah itu tabung reaksi dimiringkan sekitar 

45˚ hingga media mengeras, disinari dengan UV dan disimpan dalam 

refrigerator (Fatmawati, 2019). 

(b) Mannitol Salt Agar (MSA) 
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Media Mannitol Salt Agar (MSA) powder ditimbang 

sebanyak 3,33 gram dilarutkan dengan aquades 30 mL dalam 

erlenmeyer di atas hotplate, angkat saat mendidih, lubang tabung 

ditutup dengan kapas lalu dilapisi aluminium foil, disterilisasi basah 

dengan autoclave, kemudian dituang ±10 mL dalam tabung reaksi di 

bawah laminar air flow, setelah itu tabung reaksi juga dimiringkan 

sekitar 45˚ hingga media mengeras, disinari dengan UV dan disimpan 

dalam refrigerator (Sa’diyah., 2012). 

(c) Mueller Hinton Agar (MHA) 

Media powder MHA ditimbang sebanyak 7,6 gram 

kemudian dilarutkan dalam 200 mL aquades dalam tabung erlenmeyer. 

Media dihomogenkan dengan menggunakan stirrer di atas hotplate 

hingga mendidih dan berubah warnanya menjadi kuning jernih 

(Febrianasari, 2018). Setelah media telah mendidih, lubang tabung 

ditutup dengan kapas lalu dilapisi aluminium foil dan dilanjutkan 

dengan sterilisasi mnggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu 

121˚C dan tekanan 1 atm (Nurhayati, 2011). 

3.5.5 Pembuatan Standar Mc Farland 

Larutan standar Mc Farland yang digunakan sebagai 

pembanding suspensi bakteri adalah ekuivalen 0.5 atau setara dengan 

suspensi sel bakteri 1,5 x 108 CFU/mL. Cara pembuatannya dengan 

menggunakan bahan BaCl2 1% sebanyak 0,05 mL serta H2SO4 1% 

sebanyak 9,95 mL sehingga didapatkan 10 mL larutan standar. Kedua 

larutan tersebut dicampurkan dan dikocok dengan perlahan hingga menjadi 
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homogen dan berubah menjadi keruh. Setelah selesai larutan ini dapat 

disimpan selama kurang lebih 3 bulan dalam refrigerator pada suhu 4˚C-

25˚C, harus diletakkan di tempat terlindung dari sinar matahari agar tidak 

terjadi perubahan pada konsentrasi maupun standar larutan ini (Rahma, 

2018; Hasibuan, 2016). 

 

3.5.6 Preparasi Suspensi Bakteri 

Bakteri yang telah dikultur pada media selektif diambil sebanyak 1 

ose, kemudian disuspensikan ke dalam 5 mL NaCl 0,9% lalu 

dihomogenkan dengan perlahan. Suspensi yang telah homogen 

dibandingkan dengan larutan Mc Farland yang telah dibuat dengan 

menggunakan spektrofotometer pada spektrum 625nm (Rahma, 2018; 

Hasibuan 2016). Jika suspensi telah memiliki nilai yang sama, suspensi 

siap digunakan untuk uji daya hambat. 

3.5.7 Uji Daya Hambat Metode Kirby Bauer 

Suspensi bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang 

telah distandar diambil sebanyak 1 mL dituang pada cawan petri bersama 

20 mL media MHA, cawan petri kemudian digoyang membentuk angka 8 

agar media dan suspense bakteri homogen kemudian ditunggu hingga 

memadat. Apabila media telah memadat, paper disk yang telah dicelupkan 

dalam fraksinat tinta cumi-cumi, tinta sotong, aquades, serta amoxicillin 

diletakkan pada permukaan media MHA. Media diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 35˚C±1˚C kemudian dihitung diameter horizontal dan vertikal 

(Barus, 2013). 
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Diagram alir penelitian telah terangkum pada gambar 3.1. Setelah 

didapatkan data dari prosedur penelitian, data yang telah didapat dianalisis. 

 

(Sumber: Dokumen Pribadi, 2020) 

3.6 Analisis Data 

Data perhitungan diameter zona hambat yang didapatkan dari 

penelitian ini dianalisis secara komparatif atau membandingkan variabel yang 

terlibat dalam penelitian sedangkan pengamatan terhadap analisis sampelnya 

dilakukan dengan menggunakan software uji statistik SPSS 20.0. Uji yang 

digunakan pertama kali setelah data didapatkan yaitu uji normalitas untuk 

mengetahui apakah data terdistribusi normal atau tidak, untuk uji, akan 

diamati pada kolom tabel shapiro-wilk sebab total sampel berjumlah <50, data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bakteri Escherichia coli & 
Staphylococcus aureus yang didapatkan 

dari Labolatorium 

Kultur murni bakteri  

Suspensi bakteri  

Suspensi bakteri yang sesuai standar  
Mc Farland 0.5  

• Dikultur pada media selektif 

• Disuspensikan pada 5 mL NaCl  
  0,9% kemudian dihomogenkan 

• Dibuat larutan Mc Farland 0.5 
• Disamakan nilai OD antara suspensi  
   dengan larutan Mc Farland 0.5 
 

• Diinokulasikan pada media MHA 
• Diinkubasi 24 jam pada suhu 35˚C±1˚C 
 

Media MHA dengan kultur bakteri 
Escherichia coli & Stapphylococcus 

aureus 

• Diinkubasi 24 jam pada suhu 35˚C±1˚C 
• Diukur zona hambat tiap paper disk 

• Dilakukan pengulangan 
 

Hasil dan analisis data 

Paper disk dengan sampel 

Cumi-cumi, sotong, dan 
amoxicilin 

• Dipreparasi & fraksinasi  
  Sesuai perlakuan 
 

Sampel uji 

• Dimasukkan paper disk, 
   direndam 15 menit 
 

Gambar 3. 1 Diagram Alir Penelitian 
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yang didapatkan dinyatakan terdistribusi normal apabila P value > 0,05. 

Setelah didapatkan data normalitas dank arena nilai P value < 0,05 maka Uji 

One Way Annova tidak dapat dilakukan. Uji yang digunakan adalah Uji Non-

Parametrik Kruskal Wallis untuk mengetahui pengaruh setiap perlakuan 

terhadap rata-rata diameter zona hambat. Hasil rata-rata diameter kemudian 

dilanjutkan pada Uji Mann Whitney untuk mengetahui apakah tiap-tiap 

perlakuan memiliki perbedaan hasil yang signifikan satu sama lain. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Fraksinat Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) dan Sotong (Sepia sp.) 

Cumi-cumi (Loligo sp.) dan sotong (Sepia sp.) merupakan spesies dari 

anggota kelas cephalopoda yang dapat menghasilkan tinta. Cumi-cumi dan 

sotong yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari wilayah perairan 

Jumiang di Desa Pademawu, Kabupaten Pamekasan, Madura dalam keadaan 

segar setelah ditangkap oleh nelayan. Untuk menghindari cumi-cumi dan 

sotong menyemburkan tinta sebelum perlakuan, cumi-cumi dan sotong 

disimpan dalam coolbox bersama es batu sehingga membeku. Cumi-cumi dan 

sotong dibedah secara horizontal seperti pada gambar 4.1. dan dicari letak 

kantung tintanya. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.1. Morfologi; (a - c) Sotong, (b - d) Cumi-cumi 

(Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

a b 

c d 

Ink sac 

Ink sac 
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Tinta dari cumi-cumi dan sotong diambil langsung dari kantong tinta 

dan diperas secara perlahan ke dalam botol ASI. Kendati sama-sama tinta dari 

hewan Kelas Cephalopoda, tinta dari cumi cumi dan sotong memiliki 

karakteristik fisika dan kimiawi yang berbeda. Tinta yang dihasilkan oleh 

cumi-cumi bersifat lebih cair, sedangkan tinta dari sotong lebih seperti essence 

dan memiliki gumpalan-gumpalan yang merupakan kumpulan melanin. Chen 

et al. (2009) dan Mbonyiryiruve et al. (2015) telah mengkonfirmasi bahwa 

tinta sotong memiliki melanin berupa agregat-agregat halus dengan ukuran 

berkisar 100-200nm, sedangkan ukuran butiran melanin pada tinta cumi-cumi 

lebih kecil lagi yaitu berkisar 50-150nm. Hal tersebut menjelaskan bahwa tinta 

cumi-cumi lebih halus dibanding sotong. 

Tinta cumi-cumi memiliki warna yang cenderung keabu-abuan 

sedangkan tinta sotong hitam pekat. Tinta sotong memiliki derajat 

keasamannya lebih basa yaitu 7.2 seperti yang telah diungkap oleh Ahmed et 

al. (2018). Hal tersebut karena tinta sotong memiliki kandungan alkaloid yang 

lebih tinggi (Affandi et al., 2019).  

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Perbedaan karakteristik pH dan kepekatan; (a - c) Sotong, (b - d) Cumi-cumi 
(Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

 
Tingginya kandungan alkaloid juga mengakibatkan tinta sotong 

memiliki aroma alkali yang lebih kuat dibanding aroma amis sehingga aroma 

a b d c 
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tintanya sangat khas. Tinta cumi-cumi memiliki pH 6.8 atau 0.4 lebih tinggi 

dibanding yang diungkap oleh Affandi et al. (2019). Berbeda dengan tinta 

sotong, tinta cumi tidak memiliki aroma khas dan hanya tercium bau amis. 

Perbedaan karakteristik dari tinta cumi dan sotong dapat dilihat pada gambar 

4.2. di atas. 

Tinta sotong dan cumi-cumi kemudian difraksinasi dengan 

menggunakan pelarut etil asetat dan aquades. Etil asetat merupakan pelarut 

yang bersifat semi polar dan memiliki titik didih yang cukup rendah yaitu 

77˚C sehingga dapat menghindari kemungkinan senyawa-senyawa aktif dalam 

tinta sotong dan cumi-cumi menjadi rusak karena proses pemanasan. Seperti 

yang telah dijelaskan oleh Guenther (1987) bahwa pelarut dapat sangat 

mempengaruhi terjadinya proses fraksinasi dan senyawa yang dihasilkan 

sehingga dalam melakukan pemilihan pelarut dipengaruhi oleh beberapa 

faktor seperti selektivitas (apakah pelarut dapat melarutkan senyawa-senyawa 

dalam zat dengan sempurna), titik didih yang tidak tinggi agar fraksinat tidak 

rusak, pelarut yang tidak mudah terlarut dalam air karena memiliki polaritas 

yang berbeda, serta memiliki sifat inert yang tidak mudah bereaksi dengan 

komponen-komponen lain dengan senyawa yang akan difraksinasi. Etil asetat 

telah dapat memenuhi semua karakteristik tersebut dengan baik. 

Pemilihan metode fraksinasi adalah dengan mempertimbangkan faktor 

volume tinta pada hewan cephalopoda yang tidak banyak. Murrukmihadi & 

Afiyati (2013) mengungkap bahwa fraksinasi cocok dilakukan untuk 

mendapatkan senyawa ekstrak yang diinginkan dalam jumlah yang lebih 

banyak namun dengan kemurnian yang lebih tinggi. Konsep pada metode 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/ 

55 

 

 

fraksinasi adalah melarutkan senyawa sesuai dengan tingkat kepolaran 

mengikuti tingkat kepolaran pelarut yang digunakan, maka senyawa-senyawa 

polar yang terkandung dalam tinta seperti air akan terlarut dalam aquades, 

sedangkan senyawa yang semipolar-nonpolar seperti alkaloid akan larut 

bersama etil asetat (Harbone, 1987). Ketika terjadi pemisahan fasa cair-cair 

dengan etil asetat dan aquades, tinta cumi dan sotong dapat larut dengan 

mudah pada kedua tipe pelarut tersebut. Setelah didiamkan selama kurang 

lebih tiga jam, terjadi pemisahan fasa larut etil asetat pada lapisan atas yang 

berwarna hitam dan bertekstur seperti endapan, sedangkan dengan fasa larut 

air keruh. 

Sebelum kandungan pelarutnya diuapkan, tinta hasil proses fraksinasi 

dengan etil asetat memiliki tekstur lebih cair dan mudah menyebar dapat 

dilihat seperti pada gambar 4.3 (a dan c), fraksinat juga lebih licin saat 

disentuh dengan tangan dan memiliki aroma khas etil asetat yang sangat kuat. 

Fraksinat yang kandungan pelarutnya telah dihilangkan melalui proses 

evaporasi dan digunakan dalam proses uji memiliki perbedaan tekstur menjadi 

lebih kental (b dan d). 

  

 

 
 

 

 

Gambar 4.3. Perubahan kekentalan tekstur tinta; (a)Fraksinat tinta cumi-cumi sebelum dievaporasi, 
(b)Fraksinat tinta cumi-cumi sesudah dievaporasi, (c)Fraksinat tinta sotong sebelum dievaporasi, 

dan (d)Fraksinat tinta sotong sesudah dievaporasi 
(Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

a c 

b d 
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Fraksinat tinta cumi memiliki kekentalan seperti madu sedangkan 

fraksinat tinta sotong lebih menyerupai pasta. Kedua fraksinat memiliki warna 

hitam karena adanya kandungan melanin. Aroma yang dikeluarkan oleh kedua 

fraksinat berubah menjadi amis dan sedap seperti aroma masakan, namun 

aroma dari fraksinat sotong masih memiliki aroma anyir alkali. 

Tabel 4.1. Nilai rendemen fraksinat 
Simplisia Volume 

(mL) 
Berat Tinta 
(gram) 

Berat Fraksinat 
Kental (gram) 

Rendemen 
(%) 

Cumi-cumi 
(Loligo sp.) 
 
Sotong 
(Sepia sp.) 

40 
 
 
40 

57,6 
 
 
60,3 
 
 

8,5 
 
 
9,4 

14,7% 
 
 
15,5% 

 
Perhitungan rendemen pada tabel 4.1 menunjukkan hasil bahwa nilai 

rendemen fraksinat tinta sotong menunjukkan nilai yang lebih besar yaitu 

15,5% dibandingkan dengan fraksinat tinta cumi yaitu 14,7%. Tingginya nilai 

rendemen pada fraksinat tersebut menunjukkan jika kandungan senyawa-

senyawa bioaktif yang terlarut pada fraksinat sotong lebih banyak 

dibandingkan fraksinat cumi yang memiliki rendemen rendah (Dewatisari, 

2017). Derby (2014) mengungkap bahwa kandungan melanin dalam kantong 

tinta hewan cephalopoda dapat mencapai berat maksimal 1 gr dari berat total 

kantong tinta 4 gr untuk ukuran cephalopoda dewasa. Rendemen yang didapat 

telah sesuai seperti yang dikutip oleh Wang et al. (2014), nilai rendemen 

kandungan melanin dapat mencapai ±15% dari berat awal.   

Hernani et al. (2007) mengungkap bahwa salah satu faktor yang 

mempengaruhi hasil ekstraksi adalah ukuran simplisia. Semakin kecil ukuran 

simplisia maka senyawa-senyawa dalam zat tersebut akan semakin mudah 
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diekstrak karena semakin halus. Tinta sotong dan cumi-cumi memiliki wujud 

cair sehingga senyawa bioaktif lain berbentuk senyawa terlarut, adapun 

komposisi melanin pada tinta sotong lebih banyak dan berdiameter lebih besar 

dibandingkan cumi-cumi sehingga mempengaruhi berat rendemen secara 

signifikan antara sotong dan cumi-cumi.  

4.2 Uji Daya Hambat Fraksinat Etil Asetat Tinta Cumi-cumi dan Sotong 

terhadap Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus aureus 

 Hasil uji daya hambat fraksinat etil asetat tinta cumi dan sotong 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat seperti pada gambar 4.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4. Hasil uji fraksinat etil asetat terhadap bakteri Staphylococcus aureus; 
 (a) fraksinat cumi-cumi 20%, (b) ) fraksinat cumi-cumi 30%, (c) ) fraksinat cumi-cumi 40%, (d) 

fraksinat cumi-cumi 50%, (e) fraksinat sotong 20%, (f) fraksinat sotong 30%,  
(g) fraksinat sotong 40%, (h) fraksinat sotong 50%, (i) kontrol negatif,  

(j) kontrol positif Amoxicilin  
 (Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

(a) 

(e) 

(d) 
(c) 

(b) 

(h) (g) (f) 

(j) (i) 
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Berdasarkan gambar 4.4 Hasil menunjukkan bahwa fraksinat etil asetat 

tinta cumi-cumi dan sotong memiliki efek daya hambat terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus karena terbentuknya zona bening di sekitar paper disk. 

Zona hambat yang terbentuk di sekitar paper disk juga memiliki diameter 

yang berbeda-beda tergantung pada konsentrasi dan jenis dari fraksinat yang 

digunakan. Besar diameter zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada 

tabel 4.2. 

Tabel 4.2. Nilai Rata-rata zona hambat ± standar deviasi terhadap bakteri 
Styaphylococcus aureus 

Perlakuan 
Rata-Rata 
Diameter (mm) ± 
SD 

Kategori 
Mean Rank 

(Kruskal 

Wallis)  

K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

K6 

K7 

K8 

K9 

K10  

4 ± 0 

6 ± 0 

7,66 ± 0,57 

9,33 ± 1.15 

6,66 ± 0,57 

9 ± 1 

11,83 ± 0,28 

9,66 ± 0,57 

14,3 ± 0,57 

0 ± 0 

Sedang 

Sedang 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Tidak ada 

5,00 

8,50 

14,33 

19,83 

10,83 

18,67 

26,00 

20,83 

29,00 

2,00 

Nilai Signifikasi Kruskal Wallis 0.001 
Keterangan:  
K1 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 
K2 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 30% 
K3 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 40% 
K4 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 50% 
K5 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 20% 
K6 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 30% 
K7 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 40% 
K8 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 50% 
K9 : Kontrol positif (Amoxicillin) 
K10 : Kontrol negatif 
Mean rank: Peringkat nilai rata-rata diameter zona hambat (semakin 
besar nilainya semakin bagus) 
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Berdasarkan data dari tabel 4.2 dapat diketahui bahwa nilai rata-rata 

diameter zona hambat dari fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dengan 

konsentrasi 20%, 30%, 40%, dan 50% berturut-turut adalah 4 mm, 6mm, 7,66 

mm, dan 9,33 mm. Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dengan nilai diameter 

tertinggi adalah pada konsentrasi 50% dan terendah pada 20%. Fraksinat etil 

asetat tinta sotong dengan konsentrasi 20%, 30%, 40%, dan 50% berturut-turut 

adalah 6,66 mm, 9 mm, 11,83 mm, dan 9,66 mm. Fraksinat etil asetat tinta 

sotong tertinggi adalah pada konsentrasi 40% dan merupakan konsentrasi 

tertinggi untuk menghambat bakteri Staphylococcus aureus,  sedangkan 

terendah pada konsentrasi 20%.  

Terbentuknya zona hambat di sekitar paper disk disebabkan karena 

tinta cumi-cumi dan sotong bersifat alkaloid, memiliki beberapa kandungan 

seperti melanin, protein, lemak, glikosaminoglikan, serta beberapa asam 

amino seperti lisin, leusin, arginin, dan fenilanin (Agusandi et al., 2013). 

Alkaloid merupakan bagian dari metabolit sekunder. Alkaloid memiliki sifat 

basa dan beratom nitrogen. Beberapa senyawa alkaloid telah dikenal memiliki 

manfaat pengobatan seperti anti-inflamasi, anti-hipertensi, anti-diare, anti-

mikroba, bahkan anti-tumor, selain itu kandungan melanin yang terdapat di 

tinta juga berperan sebagai anti-oksidan (Lei et al., 2007a) dan antiradiasi (Lei 

et al., 2007b). Menurut Mimura et al. (1982), kandungan melanin yang 

terkandung pada cumi-cumi dan sotong dapat mencapai 20% dari seluruh 

kandungan senyawa yang lain. Kandungan melanin pada cephalopoda 

umumnya berbentuk butiran melanoprotein dimana ukuran melanoprotein 
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tersebut berbeda antar genus atau spesies. Melanin yang terdapat pada tinta 

hewan cephalopoda terdiri dari DHI (5.6-dihydroxyndole), DHICA (5.6-

dihydroxy-indole-2-carboxylic-acid), serta 2-carboxyl indole. Melanin dapat 

mengikat Fe2+ sehingga dapat menghambat proses oksidasi yang berpengaruh 

terhadap lipid sel (Nasution et al., 2017), menghambat aktivitas plasmin 

(Zhang et al., 2009), dan mengakibatkan aktivitas metabolisme bakteri 

terganggu. 

Penggunaan tinta cumi-cumi dan sotong dalam penelitian sebagai agen 

antibakteri sudah pernah dilakukan sebelumnya. Hasil yang didapatkan dari 

penelitian ini sejalan dengan penelitian Fitrial dan Khotimah (2017) yang 

menunjukkan bahwa tinta sotong (Sepia sp.) memiliki daya hambat yang lebih 

baik dibandingkan dengan tinta cumi-cumi (Loligo sp.). Penelitian dari Nithya 

et al. (2011) juga menunjukkan bahwa tinta dari sotong (Sepia pharaonis) 

yang diekstrak menggunakan pelarut nonpolar kloroform juga memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dengan 

diameter mencapai 10 mm, sedangkan Rahayu et al. (2019) menunjukkan jika 

ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang diekstrak menggunakan HCl 

memiliki daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan rata-

rata diameter 7-9 mm sehingga memiliki sensitivitas yang tergolong himedia.  

Pada perlakuan kontrol negatif tidak terbentuk zona hambat di sekitar 

paper disk menunjukkan jika kontrol negatif tidak mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri, sedangkan pada kontrol positif amoxicillin 0,1% 

diameter yang terbentuk mencapai 14,3 mm. Menurut Maidah & Lestari 

(2019) zona hambat yang dibentuk oleh amoxicillin terhadap bakteri 
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Staphylococcus aureus memang tergolong pada golongan intermediet dengan 

diameter berkisar 14 - 16mm. Amoxicilin merupakan salah satu antibiotik 

spektrum luas yang bekerja dengan cara menghambat sintesis dinding sel 

bakteri (Tairas et al., 2013) sehingga dinding sel tidak terbentuk dengan 

sempurna. Bakteri kemudian melakukan penyerapan air melalui osmosis yang 

justru membuat tekanan osmotik internal pada bakteri lebih tinggi 3-5 kali 

dibandingkan tekanan eksternal (Rao et al., 2011). 

Kategori zona hambat dari fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan 

sotong bervariasi. Pada fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 

dan 30% menunjukkan kategori sedang, sedangkan pada fraksinat tinta cumi-

cumi konsentrasi 40%, 50% dan fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 

20% - 50% menunjukkan kategori kuat walau nilai diameternya tidak sebesar 

kontrol positif amoxicillin. Pan et al. (2009) mengkategorikan kekuatan 

antibakteri menjadi empat macam berdasarkan besarnya diameter zona hambat 

yang terbentuk di sekeliling paper disk, yaitu kategori 0 mm (tidak ada 

aktivitas antibakteri), 0 – 3 mm (kategori lemah), 3 - 6 mm (kategori sedang), 

dan terakhir adalah > 6 mm (kategori kuat). 

Data diameter tersebut kemudian diolah dengan software uji statistik 

SPSS 20.0 (Lampiran 3). Sebelum menggunakan Uji Kruskall wallis, 

dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas untuk mengetahui apakah data 

yang didapat dari penelitian bersifat normal dan homogen seperti yang 

diungkap oleh Walpole (1995). Berdasarkan uji normalitas, nilai signifikan p 

value < 0,05, sehingga Uji One Way Annova tidak dapat dilakukan. Uji yang 

dapat dilakukan apabila syarat untuk melakukan uji tidak terpenuhi adalah 
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menggunakan uji alternatif non-parametrik Kruskall Wallis. Uji Kruskall 

Wallis adalah salah satu uji non parametrik yang digunakan apabila data tidak 

terdistribusi normal (Walpole, 1995).  

Hasil yang didapatkan dari Uji Kruskall Wallis menunjukkan jika nilai 

signifikan adalah 0,001 (< 0,05) sehingga H0 ditolak dan H1 diterima; jenis 

konsentrasi berpengaruh terhadap diameter zona hambat yang terbentuk di 

sekeliling paper disk. Nilai mean rank tertinggi adalah pada fraksinat etil 

asetat tinta sotong konsentrasi 40% dengan nilai 26,00, sedangkan terendah 

adalah pada fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% dengan nilai 

5,00. Terjadinya kenaikan atau penurunan diameter zona hambat fraksinat etil 

asetat tinta cumi-cumi dan sotong terhadap bakteri S.aureus dapat dilihat pada 

gambar 4.5. Nilai diameter zona hambat yang didapatkan kemudian 

dilanjutkan pada Uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan pengaruh 

tiap-tiap konsentrasi ekstrak, hasil yang didapatkan seperti pada tabel 4.3. 

Tabel 4.3. Hasil Uji Mann Whitney diameter zona hambat fraksinat etil asetat 
tinta cumi dan sotong terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

Perlakuan K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 
K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

K6 

K7 

K8 

K9 

1 

0.025 

0.034 

0.034 

0.034 

0.037 

0.034 

0.034 

0.034 

0.025 

1 

0.034 

0.034 

0.114* 

0.037 

0.034 

0.034 

0.034 

0.034 

0.034 

1 

0.099* 

0.099* 

0.105* 

0.043 

0.043 

0.043 

0.034 

0.034 

0.099* 

1 

0.043 

0.637* 

0.043 

0.796* 

0.043 

0.034 

0.114* 

0.099* 

0.043 

1 

0.046 

0.043 

0.043 

0.043 

0.037 

0.037 

0.105* 

0.637* 

0.046 

1 

0.046 

0.346* 

0.046 

0.034 

0.034 

0.043 

0.043 

0.043 

0.046 

1 

0.043 

0.043 

0.034 

0.034 

0.043 

0.796* 

0.043 

0.346* 

0.043 

1 

0.043 

0.034 

0.034 

0.043 

0.043 

0.043 

0.046 

0.043 

0.043 

1 

Keterangan:  
(*)Tidak ada perbedaan 
K1 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 
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K2 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 30% 
K3 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 40% 
K4 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 50% 
K5 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 20% 
K6 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 30% 
K7 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 40% 
K8 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 50% 
K9 : Kontrol positif (Amoxicillin) 
 

Hasil Uji Mann Whitney seperti pada tabel 4.3 menunjukkan hasil yang 

berbeda-beda untuk tiap konsentrasi ekstrak. Nilai p value yang < 0,05 

menunjukkan apabila kedua konsentrasi ekstrak tersebut tidak memiliki 

perbedaan diameter zona hambat yang siginifikan satu sama lain. Apabila nilai 

p value yang didapatkan > 0,05 maka menunjukkan bahwa kedua konsentrasi 

ekstrak tersebut memiliki perbedaan diameter zona hambat yang signifikan 

(Walpole, 1995). Beberapa perlakuan yang tidak memiliki perbedaan nilai 

rata-rata diameter zona hambat signifikan adalah perlakuan K3 dengan K5 

yang memiliki nilai signifikasi 0.114, perlakuan K3 dengan K4, serta K3 

dengan K5 yang memiliki nilai signifikasi 0,099, dan beberapa perlakuan lain. 

Beberapa perlakuan yang memiliki perbedaan nilai rata-rata diameter zona 

hambat yang signifikan adalah perlakuan K1 dengan K2 yang memiliki nilai 

signifikasi 0.025, perlakuan K2 dengan K3 yang memiliki nilai signifikasi 

0.034, perlakuan K5 dengan K6 yang memiliki nilai signifikasi 0.043, dan 

beberapa perlakuan lainnya. 

Perbedaan diameter zona hambat yang terbentuk di sekeliling paper 

disk dapat dipengaruhi oleh konsentrasi yang digunakan. Konsentrasi-

konsentrasi didapat melalui proses pengenceran fraksinat sehingga total 

kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder tiap-tiap konsentrasi 
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fraksinat memiliki keefektifan yang berbeda. Ornay et al. (2017) menyatakan 

jika konsentrasi juga berpengaruh terhadap daya hambat yang terbentuk. 

Semakin tinggi konsentrasinya, maka semakin baik pula daya hambatnya 

karena kandungan senyawa-senyawa yang berperan sebagai antibakteri 

semakin banyak dan tinggi. Berdasarkan hasil penelitian, perlakuan dengan 

konsentrasi terendah seperti K1 dan K5 (konsentrasi 20%) memiliki nilai 

diameter zona hambat yang tergolong rendah dengan kategori lemah-sedang. 

Diameter zona hambat kemudian mengalami peningkatan ke kategori kuat 

pada konsentrasi yang semakin meningkat.  Diameter zona hambat mengalami 

penurunan nilai pada fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 50% seperti 

yang terlihat pada gambar 4.5.  

 

Gambar 4.5 Rata-rata diameter zona hambat fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan sotong 
terhadap bakteri S.aureus megalami kenaikan dan penurunan yang berbeda tiap konsentrasi; (C) 

cumi-cumi, (S) sotong, (K) kontrol. 
 (Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

Menurut Soleha (2015) dalam Trisia (2018) penurunan nilai diameter 

zona hambat pada konsentrasi yang tinggi dapat dikarenakan tiap senyawa 

memiliki konsentrasi efektif yang berbeda-beda, selain itu diameter zona 

hambat yang terbentuk pada metode difusi juga dipengaruhi oleh beberapa hal 
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seperti kecepatan difusi senyawa antibakteri, kecepatan pertumbuhan bakteri 

(Koneman, 2006; Soleha, 2015). Selain itu, besarnya diameter zona hambat 

juga dipengaruhi viskositas dari ekstrak yang digunakan. Semakin tinggi 

viskositasnya maka proses difusi dari senyawa antibakteri ke dalam media 

agar yang digunakan dalam uji juga akan semakin rendah (Masyithah & 

Herman, 2015). 

Hasil menunjukkan jika bakteri Staphylococcus aureus lebih sensitif 

terhadap fraksinat etil asetat tinta sotong dibandingkan dengan cumi-cumi. 

Koneman (2006) dalam Soleha (2015) mengungkap bahwa salah satu faktor 

yang mempengaruhi diameter zona hambat adalah derajat sensitivitas bakteri. 

Nilai rata-rata diameter zona hambat bakteri S.aureus menggunakan fraksinat 

etil asetat tinta sotong lebih tinggi dibandingkan dengan cumi-cumi sehingga 

tinta sotong lebih efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus. 

Fitrial dan Khotimah (2017) telah melakukan penelitian uji anti bakteri 

menggunakan ekstrak HCl tinta sotong dan cumi-cumi terhadap bakteri 

Escherichia coli, hasil dari penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak 

HCl tinta sotong memiliki nilai diameter penghambatan yang lebih baik 

dibandingkan dengan tinta cumi-cumi. Ukuran butiran melanin pada sotong 

lebih besar dibandingkan pada cumi-cumi, hal ini mempengaruhi beberapa 

kualitas pada tinta sotong dan cumi-cumi, yaitu tinta sotong lebih pekat, 

memiliki luas permukaan yang lebih besar, juga bersifat lebih basa (Hernani et 

al., 2007). Fraksinat etil asetat tinta sotong memiliki keunggulan dibandingkan 

dengan fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dalam penelitian ini. Setiap 

persentase konsentrasi memiliki nilai diameter zona hambat yang berbeda-
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beda. Hasil penelitian menunjukkan jika fraksinat etil asetat tinta sotong 

konsentrasi 40% lebih efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus. 

4.3 Uji Daya Hambat Fraksinat Etil Asetat Tinta Cumi-cumi dan Sotong 

terhadap Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli 

Uji daya hambat fraksinat etil asetat tinta cumi dan sotong terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat seperti pada gambar 4.4. 

Berdasarkan gambar 4.6 dapat diamati bahwa fraksinat etil asetat tinta cumi-

cumi mampu merubah warna paper disk menjadi semakin hitam semakin 

tingginya konsentrasi, demikian juga pada sotong.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.6. Hasil uji fraksinat etil asetat terhadap bakteri Escherichia coli; 
 (a) fraksinat cumi-cumi 20%, (b) ) fraksinat cumi-cumi 30%, (c) ) fraksinat cumi-cumi 40%, (d) ) 

fraksinat cumi-cumi 50%, (e) fraksinat sotong 20%, (f) fraksinat sotong 30%,  
(g) fraksinat sotong 40%, (h) fraksinat sotong 50%, (i) kontrol negatif,  

(b) kontrol positif amoxicilin  
 (Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

(a) 

(h) 

(i) (j) 

(g) (f) (e) 

(d) 
(c) (b) 
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Hasil menunjukkan jika fraksinat memiliki efek daya hambat terhadap 

bakteri Escherichia coli  karena terbentuknya zona bening di sekitar paper 

disk. Zona hambat yang terbentuk di sekitar paper disk juga memiliki diameter 

yang berbeda-beda tergantung pada konsentrasi dan jenis dari fraksinat yang 

digunakan. Besar diameter zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada 

tabel 4.4.  

Berdasarkan data dari tabel 4.4 dapat diketahui jika fraksinat etil asetat 

tinta cumi-cumi dengan konsentrasi 20%, 30%, 40%, dan 50% berturut-turut 

adalah 2 mm, 2,66 mm, 4,33 mm, dan 5,66 mm. Fraksinat etil asetat tinta 

cumi-cumi dengan diameter terbaik adalah pada konsentrasi 50% dan terendah 

pada 20%. Fraksinat etil asetat tinta sotong dengan konsentrasi 20%, 30%, 

40%, dan 50% bertutur-turut adalah 3,6 mm, 6 mm, 8 mm, dan 7,66 mm. 

Fraksinat etil asetat tinta sotong terbaik adalah pada konsentrasi 40% dengan 

nilai diameter 8mm dan merupakan konsentrasi terbaik untuk menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli.  

Penelitian uji antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dengan 

menggunakan tinta sotong dan cumi-cumi yang diekstrak menggunakan 

pelarut HCl telah dilakukan oleh Fitrial dan Khotimah (2017). Hasil penelitian 

dari Fitrial dan Khotimah (2017) menunjukkan jika melanin dari tinta sotong 

(Sepia sp.) memiliki aktivitas daya hambat yang lebih baik terhadap bakteri 

Escherichia coli dibandingkan dengan melanin dari tinta cumi-cumi (Loligo 

sp.).  

Zona hambat di sekitar paper disk tidak terbentuk pada perlakuan 

kontrol negatif menunjukkan jika kontrol negatif tidak mempengaruhi 
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pertumbuhan bakteri, sedangkan pada kontrol positif amoxicillin 0,1% 

diameter yang terbentuk mencapai 14 mm. Menurut Maidah & Lestari (2019) 

zona hambat yang dibentuk oleh amoxicillin terhadap bakteri Escherichia coli 

memang tergolong pada golongan intermediet dengan diameter berkisar 14 - 

16mm karena amoxicillin memang bersifat bactericidal terhadap bakteri gram 

positif dan gram negatif. 

Tabel 4.4. Nilai Rata-rata zona hambat ± standar deviasi terhadap bakteri 
Escherichia coli 

Perlakuan 
Rata-Rata 
Diameter (mm) 
± SD 

Kategori 
Mean Rank 

(Kruskal 

Wallis) 

K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

K6 

K7 

K8 

K9 

K10 

2 ± 0 

2,66 ± 0,57 

4,33 ± 1,15 

5,66 ± 0,28 

3,6 ± 0,57 

6 ± 0 

8 ± 0 

7,66 ± 1,15 

14 ± 0 

0 ± 0 

Lemah 

Lemah 

Sedang 

Sedang 

Sedang 

Sedang 

Kuat 

Kuat 

Kuat 

Tidak ada 

5,50 

8,17 

12,83 

17,50 

11,50 

19,50 

25,00 

24,00 

29,00 

2,00 

Nilai Signifikan Kruskal Wallis 0,001 

Keterangan:  
K1 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 
K2 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 30% 
K3 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 40% 
K4 : Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 50% 
K5 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 20% 
K6 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 30% 
K7 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 40% 
K8 : Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 50% 
K9 : Kontrol positif (Amoxicillin)  
K10 : Kontrol negatif 
Mean rank: Mean rank: Peringkat nilai rata-rata diameter zona hambat 
(semakin besar nilainya semakin bagus) 
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Kategori zona hambat dari fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan 

sotong juga bervariasi. Fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 

dan 30% menunjukkan kategori lemah, sedangkan pada fraksinat tinta cumi-

cumi konsentrasi 40% - 50% dan fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 

20% - 30% menunjukkan kategori sedang, lalu untuk fraksinat etil asetat tinta 

sotong konsentrasi 40% - 50% menunjukkan kategori kuat, walau nilai 

diameternya tidak sebesar kontrol positif amoxicillin. Terdapatnya kategori 

lemah pada penghambatan pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan 

menggunakan fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi menunjukkan jika fraksinat 

etil asetat ini kurang sensitif terhadap bakteri Escherichia coli. Hal tersebut 

dipengaruhi oleh perbedaan gram dari kedua bakteri. Staphylococcus aureus 

tergolong sebagai bakteri gram positif yang memiliki struktur lapisan dinding 

sel yang berbeda dengan E.coli yang merupakan bakteri gram negatif.  

Jawetz et al. (2005) mengungkap jika perbedaan struktur dinding sel 

pada bakteri gram positif dan negatif dapat mempengaruhi kemampuan 

penetrasi, ikatan yang terjadi, juga aktivitas dari antibateri yang digunakan 

terhadap sel. Dinding sel bakteri gram positif memiliki lebih sedikit 

kandungan lipid (1 - 4%), lebih banyak kandungan peptidoglikan (mencapai 

50%), mengandung polisakarida dengan susunan sel yang kompak (Pelczar & 

Chan, 2006; Pratiwi, 2008; Lestari et al., 2020). Lapisan peptidoglikan dari 

bakteri gram positif berada pada membran terluar, hal tersebut menyebabkan 

fraksinat yang bekerja aktif dalam menghambat sintesis dinding sel (lipid) 

lebih peka terhadap bakteri S.aureus dibanding E.coli.  
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Bakteri E.coli termasuk dalam golongan bakteri gram negatif dengan 

komposisi peptidoglikan sebesar 10%, kandungan lipidnya cukup tinggi (11 - 

22%), dilengkapi dengan asam lemak serta protein, susunan dinding selnya 

pun tidak kompak akan tetapi lebih kompleks. Lapisan peptidoglikannya 

terdapat pada membran plasma bagian dalam dan bagian luar membran adalah 

senyawa golongan lipopolisakarida. Lipopolisakarida memiliki peran 

pertahanan bagi bakteri gram negatif terhadap senyawa-senyawa asing, 

termasuk senyawa metabolit sekunder seperti antibakteri yang diinduksi 

(Pelczar & Chan, 2006; Pratiwi, 2008; Lestari et al., 2020). 

 

Gambar 4.7 Rata-rata diameter zona hambat fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi dan sotong 
terhadap bakteri E.coli megalami kenaikan dan penurunan yang berbeda tiap konsentrasi, (C) 

cumi-cumi, (S) sotong, (K) kontrol. 
 (Sumber: Dokumen Pribadi, 2021) 

Nilai rata-rata diameter zona hambat menunjukkan jika bakteri 

Escherichia coli lebih sensitif terhadap fraksinat etil asetat tinta sotong 

dibandingkan dengan cumi-cumi, dapat diketahui dari lebih besarnya rata-rata 

diameter pada fraksinat etil asetat tinta sotong.  Tiap bertambahnya presentase 

konsentrasi, nilai diameter yang didapatpun lebih besar, namun   nilai rata-rata 
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diameter mengalami penurunan pada fraksinat etil asetat tinta sotong 

konsentrasi 50% seperti pada gambar 4.7.  Penelitian ini dapat menunjukkan 

jika pengaruh penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri juga dapat 

dipengaruhi oleh bakteri itu sendiri selain konsentrasi. Sunatmo (2009) 

berpendapat jika adanya variasi zona hambatan dapat terjadi karena 

kemampuan dan laju difusi senyawa antibakteri ke media yang cepat atau 

lambat, interaksi dari senyawa antibakteri dengan bakteri uji, jumlah bakteri 

uji yang diinokulasi, laju pertumbuhan bakteri uji, serta kerentanan bakteri uji 

tersebut terhadap senyawa antibakteri yang digunakan. 

Data diameter yang didapat kemudian diolah dengan software uji 

statistik SPSS 20.0 Kruskal Wallis. Sebelum menggunakan Uji Kruskal 

Wallis, dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas untuk mengetahui 

apakah data yang didapat bersifat normal dan homogen (Walpole, 1995). 

Berdasarkan uji normalitas, nilai signifikan p value < 0,05, sehingga Uji One 

Way Annova tidak dapat dilakukan sehingga uji yang dapat dilakukan apabila 

syarat untuk melakukan uji tidak terpenuhi adalah menggunakan uji alternatif 

non-parametrik Kruskal Wallis. Uji Kruskal Wallis adalah salah satu uji non 

parametrik yang digunakan apabila data tidak terdistribusi normal (Walpole, 

1995). 

Hasil yang didapatkan dari uji Kruskal Wallis menunjukkan jika nilai 

signifikan adalah 0,001 (< 0,05) sehingga H0 ditolak dan H1 diterima; 

konsentrasi berpengaruh terhadap besar diameter zona hambat yang terbentuk 

di sekeliling paper disk. Nilai mean rank tertinggi adalah pada fraksinat etil 

asetat tinta sotong konsentrasi 40% dengan nilai 25,00, sedangkan terendah 
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adalah pada fraksinat etil asetat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% dengan nilai 

5,50. Terjadinya kenaikan atau penurunan diameter zona hambat fraksinat etil 

asetat tinta cumi-cumi dan sotong terhadap bakteri E.coli dapat dilihat pada 

gambar 4.7. 

Tabel 4.5. Hasil Uji Mann Whitney diameter zona hambat fraksinat etil asetat 
tinta cumi dan sotong terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

Perlakuan K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 
K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

K6 

K7 

K8 

K9 

1 

0.114* 

0.034 

0.034 

0.034 

0.025 

0.025 

0.034 

0.025 

0.114* 

1 

0.099* 

0.043 

0.099* 

0.034 

0.034 

0.043 

0.034 

0.034 

0.099* 

1 

0.034 

0.361* 

0.034 

0.034 

0.043 

0.034 

0.034 

0.043 

0.034 

1 

0.043 

0.114* 

0.034 

0.043 

0.034 

0.034 

0.99* 

0.361* 

0.043 

1 

0.034 

0.034 

0.043 

0.034 

0.025 

0.034 

0.034 

0.114* 

0.034 

1 

0.025 

0.034 

0.025 

0.025 

0.034 

0.034 

0.034 

0.034 

0.025 

1 

0.480* 

0.025 

0.034 

0.043 

0.043 

0.043 

0.043 

0.034 

0.480* 

1 

0.034 

0.025 

0.034 

0.034 

0.034 

0.034 

0.025 

0.025 

0.025 

1 

Keterangan: (*)Tidak ada perbedaan 
K1 : Fraksinat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% 
K2 : Fraksinat tinta cumi-cumi konsentrasi 30% 
K3 : Fraksinat tinta cumi-cumi konsentrasi 40% 
K4 : Fraksinat tinta cumi-cumi konsentrasi 50% 
K5 : Fraksinat tinta sotong konsentrasi 20% 
K6 : Fraksinat tinta sotong konsentrasi 30% 
K7 : Fraksinat tinta sotong konsentrasi 40% 
K8 : Fraksinat tinta sotong konsentrasi 50% 
K9 : Kontrol positif (Amoxicillin) 

Uji kemudian dilanjutkan ke Uji Mann Whitney untuk mengetahui 

adakah perbedaan yang siginifikan pada tiap-tiap konsentrasi ekstrak. 

Beberapa perlakuan memiliki nilai signifikasi > 0.05 seperti perlakuan K1 dan 

K2 dengan nilai siginifikan 0.114, K2 dan K3 dengan nilai sifnifikasi 0.099, 

serta K3 dan K5 dengan nilai sifnifikasi 0.361. Nilai signifikasi yang > 0.05 

menunjukkan jika tidak terdapat perbedaan hasil yang signifikan pada kedua 
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perlakuan tersebut. Sebaliknya, seperti pada perlakuan K1 dan K3 dengan nilai 

signifikasi 0.034 serta K3 dan K4 dengan nilai signifikasi 0.043 yang < 0.05, 

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan hasil yang signifikan antara kedua 

perlakuan. 

Tinta cumi-cumi dan sotong yang merupakan senyawa metabolit 

sekunder makhluk hidup memiliki potensi sebagai senyawa antibakteri baik 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus maupun Escherichia coli. Allah SWT 

telah berfirman dalam QS. Al Luqman  ayat 10 yang berbunyi: 

تِ ِ[َ\ْ]UََV XٍYَZَ UِوRSََTْ ۖ وَأJِK JَٰMNَْ ٱHْرَْضِ  ٰ_َ ٰYَ َّaNٱ bََcdَ ِّfhُ ijِ RSَ[ِK َّkَ]َو lْmُ]ِ Xَ[YَِV أَن Jَoِ رَوَٰ

 ٍlpUِhَ ٍزَوْج ِّfhُ ijِ RSَ[ِK RَstَْuTَۢwKَ ًٓءRjَ ِٓءRYَ َّaNٱ iَjِ RَsNْ{َTَوَأ ۚ }ٍَّ]ٓدَا 

Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang sebagaimana kamu melihatnya, 
dan Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi agar ia (bumi) 

tidak menggoyangkan kamu; dan memperkembangbiakkan segala jenis 
binatang di bumi. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami 

turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala macam 
tumbuh-tumbuhan yang baik.” 

 
Melalui ayat tersebut, Syaikh Abdurrahman bin Nashir as Sa’di 

menafsirkan bahwa Allah menunjukkan kepada hambanya mengenai tanda-

tanda kekuasaanNya yang juga dapat menjadi nikmat bagi manusia. Allah 

telah menghamparkan langit yang terpancang di atas kepala, serta gunung 

yang mempasak bumi. Allah juga telah menciptakan berbagai macam binatang 

dan menyebarluaskannya di muka bumi agar dapat bermanfaat bagi 

kemaslahatan umat manusia, Allah juga menurunkan air dari langit, serta 

menumbuhkan berbagai macam tanaman yang memiliki banyak kebaikan. 

Segala kekuasaan Allah tersebut tidaklah diciptakan dengan penuh kesia-siaan 

melainkan pasti memiliki manfaat bagi manusia. Allah juga telah berfirman 

dalam QS. Ali Imran ayat 191 yang berbunyi: 
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 ْ�َp iَp�َِّNرَْضِ ٱHْتِ وَٱ ٰ_َ ٰYَ َّaNٱ bِcْdَ JِK َونUُ َّmَ�َtَpَو lْSِِ]_ُs�ُ JَٰcZََوَ�ُُ�_دًا و RYً ٰ[َ�ِ َ َّ�Uُhُونَ ٱ

Zَ RَsMَِK �ََsَ�ابَ ٱRَّsNرِ  ٰ�َuْoُ �ً�ِ َ�ا [َٰ ٰSَtMَْcdَ Rjَ Rَsَّ]َر 

Artinya : “(Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk, 

atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan 

langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau 

menciptakan semua ini sia-sia; Maha Suci engkau, lindungilah kami dari azab 

neraka.” 

 

Menurut Prof. Dr. Umar bin Abdullah al-Muqbil, ayat tersebut 

menunjukkan bahwa terdapat pembelajaran dalam setiap hal bahkan hal kecil 

sekalipun. Orang-orang beriman adalah orang-orang yang dianjurkan untuk 

merenungkannya (dengan berdzikir) sebelum mengerjakan sesuatu, untuk 

mematangkan pikirannya, agar dapat berbuat sesuatu yang bermanfaat karena 

dalam-dalam hal sederhana selalu terdapat manfaat. Selain itu, ayat ini juga 

menjadi dalil bahwasanya sebagai seorang hamba haruslah bertawasul kepada 

sang pencipta agar setiap hal dapat dimaknai sebagai karunia.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah didapatkan, disimpulkan bahwa: 

a. Fraksinat etil astetat tinta sotong (Sepia sp.) dan fraksinat etil asetat tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) dengan konsentrasi berbeda memiliki pengaruh 

terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.  

b. Fraksinat etil astetat tinta sotong (Sepia sp.) dan fraksinat etil asetat tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) dengan konsentrasi berbeda memiliki pengaruh 

terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. 

c. Fraksinat etil asetat tinta sotong konsentrasi 40% memiliki efek daya 

hambat terbesar terhadap bakteri S.aureus dengan nilai rata-rata diameter 

sebesar 11.8 mm dan E.coli dengan nilai 8mm. Nilai rata-rata diameter 

terendah adalah oleh fraksinat tinta cumi-cumi konsentrasi 20% yaitu 4 

mm pada bakteri S.aureus dan 2 mm pada E.coli. Fraksinat etil asetat tinta 

sotong (Sepia sp.) lebih efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherchia coli dibandingkan dengan fraksinat 

etil asetat tinta cumi-cumi (Loligo sp.). 

5.2 Saran 

Untuk mengetahui konsentrasi penghambatan terbaik perlu 

dilakukan penelitian dengan menggunakan metode-metode lainnya seperti 

Minimum Inhibition Concentration (MIC) serta Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC). Selain itu untuk mengetahui keakuratan efektifitas 

daya hambat terhadap bakteri gram positif maupun negatif, perlu 
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dilakukan pengujian terhadap beberapa bakteri patogen lain sehingga hasil 

tidak subjektif pada satu jenis bakteri. 
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