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Abstrak
Alga cokelat merupakan salah satu sumber antioksidan yang dapat berkontribusi dalam 

mempromosikan fungsi kesehatan. Tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kombinasi jenis alga 
cokelat dan jenis pelarut terbaik berdasarkan parameter kapasitas antioksidan, toksisitas pada sel Vero dan 
cemaran bakteri yang memengaruhi simplisia alga cokelat selama 30 hari masa simpan. Alga cokelat jenis 
Sargassum aquifolium dan Padina australis dikumpulkan dari Pantai Sanur pada titik surut terendah di 
zona intertidal. Ekstraksi dilakukan menggunakan tiga jenis pelarut, yaitu etanol, metanol, dan akuades. 
Ekstrak alga cokelat diukur kapasitas antioksidannya menggunakan metode DPPH. Ekstrak alga cokelat 
yang menunjukkan kapasitas antioksidan dan IC50 dengan kategori kuat dilanjutkan untuk pengujian 
sitotoksisitas. Pengujian cemaran bakteri dilakukan berdasarkan waktu simpan simplisia alga cokelat 
selama 30 hari. Hasil penelitian menunjukkan kombinasi ekstrak etanol S. aquifolium dan P. australis (rasio 
1:10) memiliki persentase rendemen sebesar 3,72% dengan kapasitas antioksidan sebesar 0,935±0,003 
mg/L GAEAC dan nilai IC50 89,03 μg/mL (kategori kuat). Kombinasi ekstrak etanol S. aquifolium dan P. 
australis memiliki nilai IC50 pada konsentrasi 382,30 μg/mL (kategori lemah). Total plate count (TPC), 
Enterobacteriaceae, dan koliform meningkat seiring dengan lama penyimpanan simplisia selama 30 hari. 
Temuan ini menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol S. aquifolium dan P. australis memiliki potensi 
baik untuk dikembangkan sebagai sumber antioksidan alami. 
Kata kunci:  DPPH, etanol, IC50, P. australis, S. aquifolium

Antioxidant Capacity, Cytotoxicity, and Bacterial Contamination of Brown 
Macroalgae Simplicia

Abstrak
Brown algae are considered to be a source of antioxidants that can contribute to improving health. 

The purpose of this study was to determine the best combination of brown algae and solvent types based 
on the parameters of antioxidant capacity, toxicity to Vero cells, and bacterial contamination that affects 
brown algae simplicia during 30 d of storage. Brown algae, Sargassum aquifolium and Padina australis, were 
collected from Sanur Beach at the lowest point in the intertidal zone. Extraction was performed using three 
solvents: ethanol, methanol, and distilled water. The antioxidant capacity of the brown algae extracts was 
measured using the DPPH method. The brown algae extract, which showed antioxidant capacity and IC50 
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PENDAHULUAN
Sumber nutrisi lengkap non-hewani 

dapat diperoleh dari sumberdaya hasil laut, 
yaitu makroalga (Permatasari et al., 2022). 
Produksi makroalga sebagai sumber pangan 
di seluruh dunia mengalami peningkatan dari 
44% pada tahun 1996 menjadi 51,3% pada 
tahun 2018 (FAO, 2021; Ullmann & Grimm, 
2021). Total ekspor makroalga nasional pada 
tahun 2020 sebesar 195.574 ton dengan nilai 
mencapai US$ 279,58 juta (Kementerian 
Kelautan dan Perikanan, [KKP], 2021). Negara 
Inggris, Spanyol, Norwegia, Prancis, Filipina, 
Vietnam, Cina, Jepang hingga Indonesia telah 
menyumbang sekitar 90% dari total produksi 
makroalga di dunia (Chopin & Tacon, 2021; 
Fleurence, 2016). 

Makroalga telah menjadi bagian integral 
dari ekosistem pesisir yang mendukung 
kehidupan akuatik hingga masyarakat pesisir 
(Ganesan et al., 2019a). Negara di Asia 
memanfaatkan makroalga sebagai makanan 
tradisional hingga dikembangkan dalam 
bentuk kemasan (Permatasari et al., 2022). 
Penelitian terkini juga melaporkan manfaat 
makroalga sebagai bahan pangan fungsional 
guna meningkatkan kesehatan manusia 
(Bizzaro et al., 2022; Blikra et al., 2021; 
Embling et al., 2022; Govaerts & Olsen, 2022). 
Makroalga cokelat (Phaeophyceae) memiliki 
2.000 spesies dan menjadi kelompok terbesar 
kedua setelah markoalga merah (Permatasari 
et al., 2022). 

Makroalga cokelat merupakan salah 
satu sumber daya alam perikanan yang 
tersebar luas di perairan laut tropis termasuk 
Indonesia (Hakim & Patel, 2020). Alga cokelat 
mengandung senyawa bioaktif penting di 
antaranya senyawa polifenol, asam lemak, 
polisakarida, dan karotenoid (Menaa et al., 
2021). Alga cokelat (Sargassum sp. dan Padina 

sp.) mengandung nutrien dan fitohormon 
(Sofiana et al., 2024). Komposisi asam amino 
berbagai alga cokelat didominasi oleh asam 
aspartat dan glutamat (Lafarga et al., 2020). 
Senyawa bioaktif pada alga cokelat memiliki 
sifat antioksidan (Ghazali et al., 2018; Diharmi 
et al., 2020; Sanger et al., 2021), antifungal 
(Hidayah et al., 2024), antibakteri (Nurjanah 
et al., 2018), antidiabetes (Puspantari et 
al., 2020), antikanker, antitumor, antivirus, 
antiinflamasi, dan antikoagulan (Li et al., 
2021). Senyawa aktif tersebut berpeluang 
dimanfaatkan untuk pengembangan produk 
pangan fungsional dan biomedis di masa 
depan (Ganesan et al., 2019b). Namun 
demikian, alga cokelat yang dieksplorasi pada 
lingkungan perairan memerlukan pengujian 
lebih lanjut guna meningkatkan keamanan 
pangannya jika dikembangkan sebagai pangan 
fungsional. 

Kajian mengenai keamanan konsumsi 
suatu bahan hayati dapat dilakukan melalui 
beberapa pendekatan. Pengujian sitotoksisitas 
umumnya diperuntukkan sebagai metode 
yang relatif cepat, efisien, dan murah untuk 
pengembangan bahan alam (Widiastuti et 
al., 2023). Penggunaan sel kultur sebagai 
alat pengujian bahan tambahan makanan 
(Krasteva et al., 2021), resistensi antibiotik 
(Madhusoodanan, 2021), logam berat 
(Prabhu & Gadgil, 2021), dan sediaan herbal 
(Le-Trilling et al., 2022; Pelvan et al., 2022) 
telah dilaporkan. Uji sitotoksisitas fukoidan 
dari tiga alga cokelat yang dikoleksi dari 
perairan pantai Gunung Kidul, Yogyakarta 
telah dilaporkan sebelumnya (Isnansetyo et 
al., 2019). Penelitian tersebut menunjukkan 
bahwa alga jenis Enteromorpha sp. dan 
Laurencia sp. aman dikonsumsi oleh manusia 
melalui pengukuran dari tingkat proliferasi 
sel yang tetap tinggi dan mencapai LC50 pada 

in the strong category, was used for cytotoxicity testing. Bacterial contamination testing was performed 
based on the simple storage time of brown algae for 30 d. The results showed that the combination of S. 
aquifolium and P. australis ethanol extract (ratio 1:10) had a yield percentage of 37.2% with an antioxidant 
capacity of 0.935±0.003 mg/L GAEAC and an IC50 value of 89.03 μg/mL (strong category). The combination 
of  S. aquifolium and P. australis ethanol extracts had an IC50 value of 382.30 μg/mL (the weak category). 
Total plate count (TPC), Enterobacteriaceae, and coliforms increased with the storage time of simplicia for 
30 days. These findings indicate that the combination of ethanol extracts of S. aquifolium and P. australis is 
a potential source of natural antioxidants.
Keywords: DPPH, ethanol, IC50, P. australis, S. aquifolium
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dosis yang sangat tinggi (10.000 μg/mL). Alga 
hijau Halimeda opuntia memiliki kapasitas 
antioksidan total sebesar 57,36 mg AAE/g 
pada konsentrasi 1,0 mg/mL dan memiliki 
efek sitotoksisitas pada beberapa sel kanker 
yang diukur dengan uji MTT (Nazarudin et al., 
2022). Pengujian kapasitas antioksidan yang 
tinggi juga telah dilakukan pada beberapa 
alga cokelat, seperti yang telah dilakukan 
pada spesies Sargassum holopelagik yang 
dikoleksi dari Karibia Meksiko (Fagundo-
Mollineda et al., 2023). Kapasitas antioksidan 
juga telah dievaluasi pada Padina boergesenii 
yang memiliki nilai IC50 sebesar 55,62 μg/
mL sekaligus menunjukkan efek sitotoksik 
pada sel karsinoma serviks manusia (HeLa) 
dengan persentase penghambatan sebesar 
54% pada konsentrasi 40 μg/mL (Cholaraj 
& Venkatachalam, 2024). Namun, laporan 
yang mengungkapkan kapasitas antioksidan 
alga cokelat yang dikoleksi dari perairan di 
Indonesia, khususnya di Pulau Bali masih 
sangat terbatas dilaporkan.  

Tantangan yang masih dihadapi 
dalam upaya pengembangan alga cokelat 
sebagai sumber pangan adalah pencemaran 
lingkungan perairan yang berupa logam 
berat (Rosiana et al., 2022), mikroplastik 
(Li et al., 2020; Li et al., 2022), dan sumber 
kontaminan lainnya yang berasal dari 
berbagai aktivitas antropogenik manusia. 
Cemaran patogen bawaan makanan (food-
borne pathogen) terutama bakteri, virus, dan 
parasit merupakan penyebab penyakit utama 
di antaranya keracunan makanan hingga 
penurunan kualitas produk pasca panen. 
Laporan dari Food and Drug Administration 
(FDA) menjelaskan food-borne pathogen 
dikategorikan berdasarkan jenis makanan 
spesifik yang dikonsumsi yang kemudian 
memunculkan gejala penyakit (FDA, 2021). 
Selama beberapa tahun terakhir, masyarakat 
menjadi skeptis tentang efek kesehatan yang 
ditimbulkan dari makanan olahan atau 
bahannya (Gavahian & Khaneghah, 2020; 
Zhu et al., 2020). Oleh karena itu, penyiapan 
bahan baku makanan harus dilakukan 
secara komprehensif untuk meminimalisir 
kejadian tersebut di lapang, baik melalui 
pengujian keamanannya pada tingkat sel dan 
standardisasinya (Ansari et al., 2022).

Pantai Sanur yang terletak di Kota 
Denpasar, Provinsi Bali merupakan salah 
satu wilayah pesisir yang ditujukan sebagai 
destinasi pariwisata bahari yang mengalami 
potensi pencemaran akibat kegiatan 
pariwisata hingga antropogenik yang 
bersumber dari wilayah daratan (Suartika, 
2015). Biodiversitas alga cokelat yang terdapat 
di perairan Pantai Sanur sangat melimpah 
namun masih memerlukan pengkajian lebih 
lanjut, terutama potensinya sebagai sumber 
antioksidan alami dan pangan fungsional 
(Rosiana et al., 2022). Guna memperoleh hasil 
yang lebih baik dari penelitian sebelumnya, 
dibutuhkan pengujian berupa pemilihan 
pelarut terbaik dan kombinasi alga cokelat 
yang diharapkan mampu meningkatkan 
kapasitas antioksidan sekaligus informasi 
mengenai keamanan konsuminya melalui 
pengujian pada sel kultur. Tujuan penelitian 
ini adalah untuk menentukan kombinasi 
jenis alga cokelat dan jenis pelarut terbaik 
berdasarkan parameter kapasitas antioksidan, 
toksisitas pada sel Vero, dan cemaran bakteri 
yang memengaruhi simplisia alga cokelat 
selama 30 hari masa simpan. Penelitian ini 
diharapkan dapat memberikan informasi awal 
mengenai pengembangan alga cokelat sebagai 
bahan baku pangan fungsional dan obat–
obatan hasil perikanan. 

BAHAN DAN METODE 
Preparasi Alga Cokelat 

Alga cokelat Sargassum aquifolium dan 
Padina australis diperoleh dari zona intertidal 
Pantai Sanur, Denpasar, Bali (titik koordinat 
8°42’26.2”S 115°15’46.8”E). Alga cokelat yang 
diperoleh telah dideterminasi taksonomi 
spesiesnya di Badan Riset dan Inovasi 
Nasional (BRIN) dengan nomor registrasi: 
25498 (Permatasari et al., 2022). Alga cokelat 
disimpan dalam kantong plastik ziplock 
steril berukuran 30×40 cm dan diberi label 
kemudian disimpan dalam cool box untuk 
ditranportasikan ke laboratorium. Sampel 
yang sudah dibawa ke laboratorium dicuci 
dengan air mengalir untuk menghilangkan 
sisa-sisa kontaminan meliputi pasir, hewan 
epifit dan lainnya. Sampel yang telah bersih 
kemudian disortasi berdasarkan jenis alga 
untuk pengujian selanjutnya. Ketampakan 
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Figure 1 (A) Sargassum aquifolium; (B) Padina australis
Gambar 1 (A) Sargassum aquifolium; (B) Padina australis

Figure 2 Research flowchart
Gambar 2 Diagram alir penelitian

            (A)                                  (B) 

Brown algae sampling Species determination: 
S. aquifolium and P. australis

Brown algae simplicia
Brown algae sample extracted 

using various solvent

Moisture (max 10%) 
was determinated

Sorted into pp 
container

Stored for 30 d at room 
temperature

Analysed for bacterial 
contamination

Examinated at week 0, 
1, 2, 3, and 4

Determination of yield percentage
and antioxidant activity

Ethanol solvent: S. aquifolium, P. australis, and 
combination

Water solvent: S. aquifolium, P. australis, and combination
Methanol solvent: S. aquifolium, P. australis, and 

combination

Measurement of cytotoxicity against 
Vero cell in selected extract

alga cokelat yang digunakan dalam penelitian 
ini dapat dilihat pada Figure 1. Diagram alir 
penelitian ini ditampilkan pada Figure 2.

Ekstraksi Alga Cokelat
Rumput laut S. aquifolium dan P. 

australis yang telah bersih lalu diekstraksi 

dengan tiga jenis pelarut berbeda, yaitu 
etanol 70% (Sigma-Aldrich, AS), metanol 
50% (Sigma-Aldrich, AS), dan akuades 
(Sigma-Aldrich, AS). Perbandingan rumput 
laut dan pelarut masing-masing perlakuan 
1:3 (b/v) (Isnansetyo et al., 2017; Sobuj et 
al., 2021). Makroalga dikeringkan terlebih 
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dahulu menggunakan oven pada suhu 50℃ 
selama 3 hari untuk memperoleh simplisia. 
Simplisia yang telah diperoleh kemudian 
digiling menggunakan grinder mill electric 
untuk memperoleh sediaan bubuk makroalga. 
Ekstraksi dilakukan menggunakan metode 
maserasi selama 7 hari dengan suhu 29℃ 
dan pada kondisi dim light untuk mencegah 
terjadinya oksidasi. Hasil ekstraksi lalu 
disaring menggunakan kertas saring steril 
Whatman no. 42 mengacu pada metode Sari 
et al. (2021). Selanjutnya, residu pada tahap I 
ditambahkan dengan pelarut sebanyak 75 mL 
untuk memperoleh rekoversi maksimal dari 
komponen bioaktif, dihomogenkan selama 
10 menit dan disaring kembali sehingga 
menghasilkan filtrat II. Hasil filtrat I dan 
II digabungkan dan dihomogenkan untuk 
selanjutnya dilakukan pemekatan ekstrak (Sari 
et al., 2021). Pemekatan ekstrak dilakukan 
menggunakan rotary vacuum evaporator pada 
suhu 40℃ hingga diperoleh ekstrak kental. 
Kapasitas antioksidan dan sitotoksisitas dari 
ekstrak kental diujikan (Widhiantara et al., 
2021). 

Ekstrak kombinasi alga cokelat dibuat 
berdasarkan metode yang dikembangkan dari 
Pratama & Budiharjo (2017) dengan sedikit 
modifikasi. Simplisia dari masing-masing 
serbuk alga cokelat dimaserasi dengan pelarut 
etanol, ekstrak air, dan metanol dengan 
perbandingan simplisia dan pelarut yaitu 
1:10. Perbandingan simplisia dan pelarut 
ini digunakan untuk meningkatkan profil 
fitokimia yang terkandung dalam ekstrak 
kental. Sampel sebanyak 10 g serbuk simplisia 
alga cokelat (masing-masing 5 g) dimasukkan 
ke dalam erlenmeyer berukuran 250 mL dan 
direndam menggunakan 100 mL masing-
masing pelarut dan ditutup dengan aluminium 
foil. Kombinasi sampel diekstraksi selama 7 
hari pada suhu 29℃. Hasil maserasi difiltrasi 
dengan metode yang dijelaskan sebelumnya, 
kemudian diuji aktivitas antioksidan dan 
sitotoksisitas.

Penentuan Aktivitas Antioksidan
Penentuan aktivitas antioksidan 

dilakukan menggunakan metode 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH). Asam galat (standar) 
sebanyak 0,01 g diencerkan dengan akuades 

hingga 100 mL. Seri pengenceran dibuat 
menjadi 6 konsentrasi, yaitu 1, 5, 10, 15, 20 
dan 25 ppm. Larutan standar pada masing-
masing konsentrasi diambil sebanyak 0,5 mL 
(sebagai kelompok standar) serta ditempatkan 
pada tabung reaksi steril. Ekstrak kering 
ditimbang sebanyak 0,1 g dan dicampurkan 
dengan 5 mL metanol 99,9%. Ekstrak 
kemudian dihomogenkan dan disentrifugasi 
pada kecepatan 3.000 rpm selama 15 menit. 
Supernatan yang dihasilkan kemudian 
disaring hingga diperoleh filtrat. Filtrat 
tersebut diencerkan kembali hingga mencapai 
volume 5 mL. Filtrat diambil sebanyak 0,5 
mL dan ditempatkan pada tabung reaksi. 
Masing-masing tabung reaksi yang sudah 
mengandung standar dan filtrat kemudian 
ditambahkan sebanyak 1 mL larutan DPPH 
0,1 mM atau (0,0039 g DPPH) dalam 100 mL 
metanol 99,9%. 

Standar dan filtrat lalu diinkubasi 
selama 30 menit. Absorbansi standar 
dan sampel diukur menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 517 nm. Absorbansi standar 
digunakan untuk membuat persamaan regresi 
linier dan absorbansi sampel digunakan untuk 
menentukan nilai konsentrasi ekuivalen 
antioksidan (x) yang dinyatakan dalam 
satuan mg GAEAC atau gallic acid equivalent 
antioxidant capacity (Watiniasih et al., 2022). 
Pengukuran kapasitas antioksidan pada tiap 
ekstrak dilakukan sebanyak 3 kali. Penentuan 
nilai IC50 dari masing-masing ekstrak 
dilakukan untuk mengetahui konsentrasi 
zat yang mengandung antioksidan yang 
diperlukan untuk menghambat sebesar 50% 
radikal DPPH awal (Olugbami et al., 2014). 
Pengulangan tidak dilakukan pada penentuan 
nilai IC50.

Sitotoksisitas Ekstrak Alga Cokelat
Ekstrak alga cokelat yang memiliki 

kapasitas antioksidan tertinggi digunakan 
untuk pengujian sitotoksisitas menggunakan 
Normal African Green Monkey Kidney 
Epithelial Cells (Vero cell line; IBRC C10001) 
diperoleh dari Institut Tropical Disease 
Center (ITDC) Universitas Airlangga. Sel vero 
dikultur pada medium M199 (Sigma-Aldrich, 
AS) dengan penambahan 10% Fetal Bovine 
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Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, AS), antibiotik 
Penicillin-Streptomycin sebanyak 2% (Sigma-
Aldrich, AS) dan Fungison (Sigma-Aldrich, 
AS) sebanyak 1% (Isnansetyo et al., 2017). 
Ekstrak alga cokelat terpilih ditambahkan pada 
medium kultur sel baru dengan konsentrasi 
akhir secara berturut-turut 10.000; 8.000; 
4.000; 2.000; 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 
16,125; dan 8,626 μg/mL. Kontrol negatif 
adalah akuades steril dan kontrol positif 
adalah biakan kultur sel tanpa penambahan 
ekstrak alga cokelat. Pengulangan dilakukan 
sebanyak 3 kali. Perlakuan ekstrak alga cokelat 
dilakukan selama 24 jam. Pertumbuhan sel 
diamati menggunakan metode MTT. Analisis 
pertumbuhan sel dideteksi dengan microplate 
reader pada panjang gelombang 550 nm. 
Tingkat pertumbuhan sel yang dipapar 
dengan ekstrak alga cokelat dibandingkan 
dengan kontrol negatif dan dinyatakan 
dalam persentase atau % (Isnansetyo et al., 
2017). Nilai IC50, maka ditentukan melalui 
analisis probit berdasarkan hubungan 
antara konsentrasi log terhadap persentase 
penghambatan pertumbuhan sel dari metode 
MTT. Klasifikasi sifat sitotoksik suatu senyawa 
mengacu kepada National Cancer Institute 
(NCI) of US, meliputi IC50 < 20 μg/ml (tinggi), 
IC50 berkisar antara 21-200 μg/mL (sedang), 
IC50 berkisar antara 201-500 μg/mL (lemah), 
dan IC50>500 μg/mL berarti tidak ada aktivitas 
(Sajjadi et al., 2015).

Penyimpanan Simplisia Alga 
Cokelat

Alga cokelat kering merupakan produk 
dalam sediaan segar yang telah mengalami 
proses pengeringan (Permatasari et al., 2022). 
Sampel alga cokelat yang telah diperoleh 
kemudian dikeringkan menggunakan 
pengeringan oven pada suhu 40℃ selama 3 
hari hingga diperoleh sediaan kering dengan 
kandungan air maksimum 10% (Permatasari 
et al., 2022). Sampel ditimbang sebanyak 
100 g (berat kering). Sampel dikemas dalam 
wadah plastic grade polypropylene (bobot 100 
g/kemasan) dan kemudian disimpan dalam 
suhu ruang selama 30 hari. Analisis food-borne 
pathogen bacteria dilakukan secara berturut-
turut pada minggu ke-0; 1; 2; 3; dan 4.

Analisis Cemaran Bakteri 
Cemaran bakteri yang dianalisis 

meliputi koliform, Escherichia coli, Salmonella 
spp., Enterobacteria, Listeria monocytogenes, 
Vibrio spp. dan Staphylococcus aureus, dan 
total plate count (TPC). Metode pengujian 
koliform dan E. coli mengacu pada prosedur 
dari SNI 2332.1:2015 dan AOAC 020902 
yang ditumbuhkan pada media agar koliform 
dan eosin methylen blue agar (EMBA). 
Metode pengujian bakteri Enterobacter 
mengacu pada ISO 21528-2:2017 yang 
ditumbuhkan pada media selektif agar violet 
red bile dextrose (VRBD). Metode pengujian 
S. aureus mengacu pada SNI 2332:9:2015 dan 
ISO 6888-1: 2003 yang ditumbuhkan pada 
media selektif agar baird parker. Metode 
pengujian L. monocytogenes mengacu pada 
ISO normative 11920-2 microbiology of food 
and animal feeding stuff yang ditumbuhkan 
pada media selektif agar PALCAM Listeria-
selective medium. Analisis Vibrio spp. 
dilakukan dengan mengacu pada SNI 2332.5-
2006 (V. parahaemolyticus), dan SNI 2332.4-
2006 (V. cholerae) pada medium selektif agar 
thiosulfate-citrate-bile salts sucrose (TCBS) 
agar. Metode pengujian total plate count (TPC) 
mengacu pada SNI 2332.1:2015 dan Animal 
Origin Declaration for 105463 pada medium 
agar plate count. Pengulangan tidak dilakukan 
pada pengujian analisis cemaran bakteri. 

Analisis Data 
Penelitian ini menggunakan rancangan 

acak lengkap faktorial dengan dua faktor 
berupa kombinasi antara perbedaan jenis 
alga cokelat dan jenis pelarut. Perlakuan pada 
penelitian ini antara lain: P1 (Ekstrak etanol 
P. australis); P2 (Ekstrak etanol S. aquifolium); 
P3 (Ekstrak etanol kombinasi P. australis + 
S. aquifolium); P4 (Ekstrak air P. australis); 
P5 (Ekstrak air S. aquifolium); P6 (Ekstrak 
air kombinasi P. australis + S. aquifolium); P7 
(Ekstrak metanol P. australis); P8 (Ekstrak 
metanol S. aquifolium); dan P9 (Kombinasi 
ekstrak P. australis + S. aquifolium). Data 
sitotoksisitas ekstrak alga cokelat terhadap 
sel Vero dianalisis dengan statistik One 
Way Anova menggunakan perangkat lunak 
SPSS 23.0 (IBM, AS) dan untuk mengetahui 
perbedaan yang signifikan dari tiap ekstrak 
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alga digunakan uji lanjut Duncan pada taraf 
kepercayaan 95%. Data kapasitas antioksidan 
dan cemaran bakteri dianalisis menggunakan 
Ms. Excel dan ditampilkan dalam bentuk tabel 
dan grafik. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Rendemen Ekstrak 

Rendemen merupakan persentase 
berat ekstrak yang dihasilkan dibandingkan 
dengan berat simplisia yang digunakan. 
Rendemen yang diperoleh dari alga cokelat 
yang diekstraksi dengan tiga pelarut berbeda 
menunjukkan hasil yang bervariasi. Hasil 
penelitian menunjukkan rendemen tertinggi 
dari ekstrak akuades kombinasi S. aquifolium 
dan P. australis sebesar 3,78% dan terendah 
pada ekstrak etanol dan metanol S. aquifolium 
sebesar 3,04%. Hasil rendemen dapat dilihat 
pada Table 1.  

Polaritas pelarut sangat berdampak 
terhadap rendemen ekstrak, kelarutan 
senyawa fenol, dan aktivitas antioksidan 
yang dihasilkan pada makroalga (Nawaz 
et al., 2020). Oleh karena itu, pelarut yang 
digunakan untuk tahap ekstraksi senyawa 
bioaktif harus dipilih secara selektif karena 
dapat memengaruhi jumlah dan kualitas 
ekstrak. Rendemen ekstrak metanol Padina 
linearis pada penelitian sebelumnya sebesar 

16,55% atau lebih tinggi jika dibandingkan 
dengan ekstrak aseton H. musciformis 
yag hanya 1,13%. Penelitian tersebut juga 
menunjukkan pelarut metanol memiliki 
persentase rendemen yang tinggi jika 
dibandingkan dengan pelarut etanol dan 
aseton untuk seluruh ekstrak makroalga yang 
diujikan (Emu et al., 2023). Penelitian lainnya 
juga menyebutkan bahwa pelarut metanol 
menjadi pelarut terbaik untuk memperoleh 
hasil rendemen ekstrak yang tinggi pada 
makroalga di Jepang (Airanthi et al., 2011). 
Namun, berbeda dengan rendemen ekstrak 
air makroalga hijau (Caulerpa racemosa 
dan Caulerpa lentilifera) yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan metanol (Yap et al., 
2019). Hal ini semakin menegaskan pengaruh 
polaritas pelarut sangat berdampak pada 
kelarutan unsur kimia sehingga memengaruhi 
rendemen ekstrak yang dihasilkan (Dhanani 
et al., 2017). Semakin tinggi persentase 
rendemen menunjukkan bahwa ekstrak yang 
dihasilkan semakin tinggi. Nilai rendemen 
juga dikaitkan dengan banyaknya senyawa 
bioaktif yang terkandung dalam suatu bahan. 

Nilai IC50 dan Aktivitas Antioksidan 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

ekstrak etanol kombinasi S. aquifolium dan P. 
australis memiliki nilai kapasitas antioksidan 

Table 1 Yield, antioxidant capacity and IC50 of brown algae extracts with different solvents
Tabel 1 Rendemen, kapasitas antioksidan, dan IC50 ekstrak alga cokelat dengan pelarut berbeda

Solvent Sample Yield (%) Antioxidant capacity 
(mg/L GAEAC) IC50 (μg/mL)

Ethanol

P. australis 3.33±0.03a 0.913±0.004a 180.85
S. aquifolium 3.04±0.45b 0.869±0.035b 140.05

Combination 3.72±0.02c 0.935±0.003c 89.03

Aquadest

P. australis 3.58±0.02c 0.914±0.007a 190.03

S. aquifolium 3.39±0.03a 0.915±0.026a 198.14

Combination 3.78±0.02c 0.876±0.035b 170.93

Methanol
P. australis 3.39±0.03a 0.674±0.418d 199.89

S. aquifolium 3.04±0.45b 0.890±0.052ab 197.67
Combination 3.52±0.02c 0.882±0.003ab 189.39

Different letter notations in the same column indicate there are significant differences between 
sample groups (p≤0.05)
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tertinggi sebesar 0,935±0,003 mg/L GAEAC 
dengan nilai IC50 sebesar 89,03 μg/mL (kategori 
kuat). Nilai tersebut berbeda secara signifikan 
jika dibandingkan dengan kelompok lainnya 
(p≤0,05). Nilai IC50 dan kapasitas antioksidan 
dapat dilihat pada Table 1.  

Nilai antioksidan dapat dipengaruhi 
oleh habitat bahan baku. Kondisi lingkungan 
perairan di antaranya salinitas, suhu, 
pengayaan nutrisi, paparan UV, keberadaan 
hewan laut lain dan polutan (Manlusoc et al., 
2019; Matos et al., 2021) dapat memengaruhi 
pertumbuhan dari alga dan komposisi 
biokimia (pigmen atau protein), asimilasi 
nutrisi hingga kapasitas antioksidannya 
(Michalak et al., 2022). Perbedaan aktivitas 
antioksidan juga dapat dipengaruhi dari 
metode ekstraksi, penggunaan jenis pelarut, 
dan lama waktu ekstraksi. 

Penelitian sebelumnya melaporkan 
aktivitas antioksidan ekstrak metanol U. lactuca 
menunjukkan aktivitas penambatan radikal 
DPPH yang relatif tinggi (0,486±0,42 mg/L 
GAEAC) jika dibandingkan dengan ekstrak 
rumput laut lainnya pada penelitian ini (Emu et 
al., 2023). Protein pigmen phycoerythrin yang 
berhasil diekstraksi dari Gracilaria corticata 
memiliki aktivitas antioksidan sebesar 
0,264±10,20 mg/L GAEAC (Sudhakar et al., 
2023). Hasil tersebut masih lebih rendah jika 
dibandingkan dengan aktivitas antioksidan 
yang dihasilkan dari kombinasi ekstrak etanol 
P. australis dan S. aquifolium yang dihasilkan 
pada penelitian ini. Banyak variabel yang 
menentukan aktivitas antioksidan, termasuk 
metode pengujian aktivitas antioksidan yang 
dikembangkan untuk mewakili beragam 
mekanisme aksi dari antioksidan. Berat 
molekul dari suatu senyawa yang dimiliki 
oleh makroalga, juga berkorelasi positif 
terhadap tingginya aktivitas antioksidan yang 
dihasilkan (Liu et al., 2018). 

Pengujian berbagai jenis pelarut dan 
bahan alam sangat penting untuk tujuan 
standardisasi sekaligus untuk memperoleh 
efek antioksidan yang relatif baik. Sampel yang 
dikombinasikan dan diekstraksi menggunakan 
pelarut yang tepat dapat meningkatkan 
kapasitas antioksidan dan nilai IC50 yang 
memungkinkan efek farmakologisnya sebagai 
agen antioksidan. Demikian pula dengan 

antioksidan makroalga yang memiliki peran 
sebagai free radical scavengers yang mampu 
mencegah dan memperbaiki kerusakan yang 
diakibatkan oleh stres oksidatif dan berpeluang 
sebagai agen terapi berbagai penyakit (Liu & 
Sun, 2020). Penelitian serupa mengungkapkan 
komponen bioaktif dari ekstrak petroleum 
eter S. aquifolium yang memiliki aktivitas 
antibakteri patogen manusia dan diketahui 
mengandung fitokonstituen berupa tannin 
dan saponin (Moni et al., 2021). Penelitian 
sebelumnya juga mengungkapkan aktivitas 
antidoabetes dari ekstrak P. asborescens 
terhadap penghambatan enzim α-amilase dan 
α-glukosidase dengan nilai IC50 sebesar 0,23 ± 
0,03 mg/mL dan 0,26 ± 0,05 mg/mL (Park & 
Han, 2012).

Sitotoksisitas 
Pengembangan obat tradisional harus 

memiliki kemampuan dalam menghadapi 
penyakit tertentu dan tanpa menimbulkan efek 
toksisitas yang berarti terhadap kelangsungan 
hidup dari sel normal. Hasil viabilitas sel Vero 
untuk kelompok kontrol dan ekstrak etanol 
kombinasi P. australis dan S. aquifolium dapat 
dilihat pada Table 2. Ekstrak etanol kombinasi 
P. australis dan S. aquifolium menunjukkan 
aktivitas sitotoksisitas lemah dengan nilai IC50 
sebesar 382,30 μg/mL. 

Nilai rerata sitotoksisitas dari sel Vero 
yang dipapar dengan kombinasi ekstrak 
etanol P. australis dan S. aquifolium bervariasi 
tergantung konsentrasi ekstrak. Nilai rerata 
sitotoksisitas sel tertinggi ditunjukkan pada 
kelompok kontrol yaitu sebesar 122±0,000%, 
dilanjutkan dengan konsentrasi 7,812 μg/
mL, yaitu sebesar 106,45±0,0005%. Viabilitas 
sel Vero terus mengalami penurunan yang 
dimulai dari konsentrasi 125 µg/mL dan tidak 
tidak ditemukan pertumbuhan sel Vero pada 
konsentrasi 250 – 10,000 µg/mL. Hasil ini 
menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol 
S. aquifolium dan P. australis aman terhadap 
pertumbuhan sel Vero dengan konsentrasi 
ekstrak yang lebih rendah, sedangkan 
pertumbuhan sel justru mengalami kematian 
pada konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi 
(Table 2). 

Penelitian telah membuktikan 
kemampuan senyawa aktif yang bersumber 
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dari alga laut di antaranya sebagai 
antibiotik, antioksidan, antivirus, antitumor, 
sitotoksisitas, dan kemampuan meninduksi 
apoptosis pada beberapa sel kanker. Ekstrak 
etil asetat dan metanol Ulva flexuosa yang 
dikoleksi dari Teluk Persia pada konsentrasi 
100 μg/mL menyebabkan kematian sel 
tertinggi pada sel Vero (Mashjoor et al., 2016). 
Fukoidan yang diisolasi dari Sargassum sp. 
dan Turbinaria sp. menunjukkan sitotoksisitas 
yang rendah dengan nilai CC50, yaitu berkisar 
461-663 μg/mL (Isnansetyo et al., 2016). 
Bahan dari sumberdaya perairan selain alga 
cokelat juga telah banyak dilaporkan aktivitas 
sitotoksiknya terhadap beberapa model sel 
termasuk Vero cell line. Ekstrak etil asetat 
jamur yang berasosiasi dengan spons laut 
Acanthostrongylophor ingens memiliki sifat 
sitotoksisitas yang tinggi pada lini sel WiDr 
namun rendah pada pada sel Vero (Aminah 
et al., 2019). Jamur endofit yang berhasil 
diisolasi dari daun, kulit batang, dan akar 
mangrove Sonneratia alba asal Sumatera barat 
menunjukkan sifat sitotoksiknya terhadap sel 

T47D tetapi tidak pada Sel Vero (Handayani 
et al., 2018). 

Cemaran Bakteri 
Cemaran bakteri dapat didefinisikan 

sebagai agen biologis berupa bakteri 
yang dapat menimbulkan penyakit atau 
penurunan kualitas pada bahan baku 
makanan. Waktu penyimpanan alga cokelat 
kering menghasilkan jumlah yang bervariasi 
terhadap keberadaan cemaran bakteri. Alga 
cokelat kering yang disimpan pada wadah 
plastic food-grade polietilen selama 4 minggu 
berpengaruh terhadap peningkatan total 
plate count (TPC), Enterobacteriaceae, dan 
koliform.   

Total Plate Count (TPC)
Total plate count (TPC) adalah jumlah 

pencacahan terhadap organisme aerobik, 
mesofilik yang tumbuh dalam kondisi aerobik 
pada suhu sedang (20-45℃). Penentuan TPC 
mencakup keseluruhan patogen dan non-
patogen yang digunakan untuk menentukan 

Table 2 Cytotoxicity of Vero cells due to exposure to combined ethanol extract of P. australis and 

Tabel 2 Sitotoksisitas sel Vero akibat paparan ekstrak etanol kombinasi P. australis dan S.  aquifolium 

Extract concentration (µg/mL) Cell viability (%)
Control 122±0.000a

7.8 106.45±0.0005a

15.6 79.83±0.0015b

31.2 50.19±0.003c

62.5 21.77±0.0015d

125 9.67±0.0011e

250 0.00±0.0000f

500 0.00±0.0000f

1,000 0.00±0.0000f

2,000 0.00±0.0000f

4,000 0.00±0.0000f

8,000 0.00±0.0000f

10,000 0.00±0.0000f

Columns with different notations show significant differences 
between treatments based on the Duncan test (p≤0.05)

S. aquifolium at several concentrations and controls 

pada beberapa konsentrasi dan kontrol 
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status higienitas suatu bahan atau produk 
makanan yang diproduksi. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa angka lempeng total 
mengalami tren peningkatan seiring lamanya 
penyimpanan bahan. Total plate count                                                                                                   
S. aquifolium tertinggi pada awal penyimpanan 
sebesar 129,6×102 cfu/g. Nilai ini lebih tinggi 
jika dibandingkan dengan P. australis pada 
masa penyimpanan yang sama sebesar 
16,0×102 cfu/g. Hasil TPC tertinggi pada 
kedua sampel ditemukan pada penyimpanan 
minggu ke-4 dengan nilai sebesar 299,7×102 
cfu/g (S. aquifolium) dan 289,4×102 cfu/g. 
Peningkatan yang signifikan terjadi pada 
minggu ke-2 pada penyimpanan P. australis 
sebesar 152,0×102 cfu/g. Hasil angka lempeng 
total rumput laut kering S. aquifolium dan P. 
australis selama 4 minggu penyimpanan dapat 
dilihat pada Figure 3.

Total plate count hasil penelitian lebih 
tinggi dibandingkan dengan sampel keripik 
alga berbahan Sargassum sp. dan Eucheuma 
cottonii masing–masing sebesar 2,6×102 cfu/
mL dan 2,8×102 cfu/mL (Zainuri et al., 2020). 
Nilai TPC dapat dipengaruhi oleh beberapa 
faktor di antaranya, yaitu ketersediaan 
nutrisi yang mencukupi untuk pertumbuhan 
komunitas bakteri yang mencemari 
permukaan alga selama proses penyimpanan 
(Hollants et al., 2013). Proses pengeringan 
yang belum optimal sehingga menyisakan 
kadar air yang cukup tinggi juga memiliki 

efek selektif pada pertumbuhan konsorsium 
bakteri pembentuk spora misalnya Bacillus 
spp. yang berasosiasi dengan alga (Bourdoux 
et al., 2016; del Olmo et al., 2018). Bakteri 
pembentuk spora seperti Bacillus spp. 
penghasil toksin telah berhasil diisolasi dari 
alga dan mampu bertahan selama pemrosesan 
termal (Blikra et al., 2019). 

Bakteri Gram Negatif
Eneterobacteriaceae

Enterobacteriaceae merupakan 
kelompok heterogen dari bakteri Gram 
negatif yang bertindak sebagai mikroflora 
usus mamalia. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa cemaran Enterobacteriaceae berhasil 
terdokumentasikan di masing-masing alga 
cokelat kering yang disimpan skala in vitro. 
Jumlah koloni Enterobacteriaceae yang 
mengalami peningkatan berdasarkan lama 
waktu penyimpanan. Enterobacteriaceae 
dapat tumbuh pada media Violet Red Bile 
Dextrose dengan menunjukkan warna 
koloni merah muda. Pertumbuhan koloni 
Enterobacteriaceae telah dimulai sejak 
minggu ke-1 penyimpanan pada masing–
masing alga, yaitu S. aquifolium (50×102 cfu/g) 
dan P. australis (20×102 cfu/g). Pertumbuhan 
koloni tertinggi terjadi pada minggu ke-4 
penyimpanan, yaitu masing-masing sebesar 
S. aquifolium (250×102 cfu/g) dan P. australis 
(310×102 cfu/g). Hasil pengamatan bakteri 

Figure 3 Total plate count (TPC) of dried brown algae stored for 4 weeks;  S. aquifolium, 

Gambar 3 Total plate count (TPC) pada alga cokelat kering berdasarkan waktu penyimpanan 
 P. australis

selama 4 minggu;  S. aquifolium,  P. australis
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Enterobacteriaceae rumput laut kering S. 
aquifolium dan P. australis selama 4 minggu 
penyimpanan dapat dilihat pada Figure 4.

Enterobacteriacea dapat menyebabkan 
berbagai macam penyakit termasuk infeksi 
luka, infeksi saluran kemih, gastroenteritis, 
mengingitis, pneumonia, septicemia, dan 
sindrom uremik hemolitik walaupun 
beberapa dari mereka bertindak sebagai 
patogen opportunistic (D’Agostino & Cook, 
2016). Beberapa spesies yang termasuk 
keluarga Enterbacteriaceae mencakup 
sejumlah patogen bawaan makanan penting 
di antaranya Salmonella spp., Yersinia 
enterocolitica., Escherichia coli O157:H7., 
Shigella spp., dan Cronobacter spp. Kelompok 
bakteri ini dapat mengkontaminasi bahan 
pangan karena terjadinya kontaminasi 
silang ataupun berasal dari lingkungan 
perairan tempat melakukan koleksi sampel. 
Enterobacteriaceae juga dapat menjadi 
indikator untuk menentukan kebersihan dan 
kontaminasi pasca pengolahan makanan yang 
disimpan atau diolah dengan perlakuan panas. 
Penelitian serupa menunjukkan peningkatan 
koloni Enterobacteriaceae pada alga cokelat 
segar yang mencapai 4,0-7,0 log cfu/g. Hal ini 
menunjukkan bahwa kualitas mikrobiologis 
dari alga ini dipertanyakan untuk konsumsi 
oleh manusia (Lytou et al., 2021). 

Bakteri Gram Negatif
Koliform adalah bakteri Gram-negatif 

yang dapat tumbuh secara aerobik atau 
fakultatif anaerobik dengan adanya tambahan 
garam empedu dan memfermentasi laktosa. 
Bakteri yang termasuk kelompok koliform 
meliputi genera Escherichia, Enterobacter, 
Klebsiella, Proteus, Serratia, dan Citrobacter. 
Hasil pengukuran jumlah koliform pada alga 
cokelat kering menunjukkan bahwa koliform 
belum tumbuh hingga minggu ke-2. Koloni 
koliform mulai muncul pada minggu ke-3 
pada masing – masing alga cokelat kering 
sebesar S. aquifolium (80 cfu/g) dan P. australis 
(131 cfu/g). Peningkatan tertinggi terjadi pada 
minggu ke-4, dengan P. australis sebesar 178 
cfu/g lebih tinggi dibandingkan S. aquifolium 
sebesar 100 cfu/g. Hasil pengamatan bakteri 
koliform rumput laut kering S. aquifolium dan 
P. australis selama 4 minggu penyimpanan 
dapat dilihat pada Figure 5. 

Bakteri koliform pada suatu bahan 
makanan dapat memberikan korelasi 
mengenai potensi cemaran food-borne bacteria. 
Proses pemanasan dapat menurunkan jumlah 
bakteri koliform pada produk alga. Choi 
et al. (2014) melaporkan bahwa produk 
olahan rumput laut “Nori” yang diproses 
menggunakan bejana yang dipanaskan pada 
suhu 260-400℃ selama 2-10 detik mampu 
mengurangi jumlah bakteri aerobik dan tidak 

Figure 4 Number of Enterobacteriaceae colonies of dried brown algae stored for 4 weeks;  . 

Gambar 4 Jumlah koloni Enterobacteriacea pada alga cokelat kering berdasarkan waktu 
S. aquifolium,  P. australis

penyimpanan selama 4 minggu;  S. aquifolium,  P. australis

Time of storage (weeks)C
ol

on
y 

Fo
rm

in
g 

U
ni

ts
 (C

FU
/g

r)



JPHPI 2024, Volume 27 Nomor 10 Kapasitas antioksidan, sitotoksisitas dan cemaran bakteri, Permatasari et al.

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia 910

 http://dx.doi.org/10.17844/jphpi.v27i10.53930

terdeteksi bakteri koliform. Fekal koliform 
umumnya diketahui sebagai kolonisasi bakteri 
alami yang terdapat pada saluran pencernaan 
mamalia dan sering ditemukan berada di 
lingkungan muara dan pesisir. Fekal koliform, 
yaitu E. coli merupakan indikator suatu 
lingkungan terkontaminasi oleh tinja hewan 
berdarah panas dan beresiko mengakibatkan 
infeksi gastrointestinal (Barberi et al., 2020). 
Peningkatan Coliform pada produk memiliki 
hubungan dengan kadar air dan nutrisi yang 
terkandung dalam alga cokelat kering. Begitu 
pula dengan waktu simpan yang meningkat, 
memberikan kesempatan untuk bakteri ini 
dalam memanfaatkan nutrisi secara maksimal.

KESIMPULAN 
Ekstrak etanol kombinasi S. aquifolium 

dan P. australis merupakan perlakuan terbaik 
yang memiliki kapasitas antioksidan sebesar 
0,935±0,003 mg/L GAEAC dengan IC50 89,03 
μg/mL (kuat) dan kapasitas sitotoksisitas sel 
Vero yang lemah yaitu IC50 382,30 μg/mL. 
Peningkatan cemaran food-borne bacteria 
(kelompok Enterobacteriacea dan koliform) 
pada bahan alga cokelat kering terjadi 
berdasarkan lama waktu penyimpanan. 
Penelitian lebih lanjut dibutuhkan untuk 
memberikan penegasan bioaktivitas 
kombinasi ekstrak alga cokelat terhadap 
sel kanker dan penyakit degeneratif terkait, 
terutama pada studi praklinis.
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