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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1 Bagan Prosedur 

Maserasi 

 

 

 

 

 

 

Fraksinasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

   

 

 

   

Padina minior 

Ekstrak metanol 

Dimaserasi sebanyak 800 gr selama 6 x 24 jam 

Didekantasi, disaring dan diuapkan 
menggunakan rotary evaporator 

Ekstrak metanol 

Filtrat n-heksana  Filtrat metanol 

Dipartisi dengan diklorometana 

150 mL selama 11 kali 

Fraksi n-heksana 

Filtrat metanol Filtrat diklorometana 

Dipekatkan dengan 

rotary evaporator 

Dilarutkan dalam 150 mL metanol 

Dipartisi dengan 150 mL n-heksana dan 

dipartisi hingga bening 

Dipekatkan dengan  

rotary evaporator     

Fraksi diklorometana Fraksi metanol 

Dipekatkan dengan  

rotary evaporator  
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Uji Fitokimia 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatografi Lapis Tipis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ekstrak metanol, fraksi metanol, n-heksana,Fraksi diklorometana 

Dilarutkan 

Ditotolkan ke plat KLT 

Dielusi dengan eluen bergradien n-heksana 100%, 

n-heksana:diklorometana (9:1, 8:2, dan 6:4) 

Diamati dibawah lampu UV 254 dan 366 nm 

Disemprot dengan serium sulfat dan dipanaskan 

Spot noda 

Ekstrak metanol, fraksi metanol, n-heksana,Fraksi diklorometana 

Flavonoid Alkaloid Fenolik Steroid/Terpenoid Saponin 

Serbuk Mg 

HCl 

Pereaksi mayer, 

wagner 

dragendroff 

FeCl3 Pereaksi 

Liberman-

Buchard 

Akuades 

Dikocok 

Perubahan warna, endapan, dan busa 

Dimasukkan kedalam plat tetes dan tabung reaksi 
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Kromatografi Kolom Tekan (KKT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fraksi n-heksana 

Ditentukan eluen terbaik 

Dilakukan kromatografi klom tekan 

240 fraksi hasil KKT 
Diamati dengan KLT 

Dilakukan penggabungan 

11 Fraksi penggabungan 

Diamati dengan KLT, lalu disemprot 

dengan reagen serium sulfat 

Dilakukan pemilihan fraksi terbaik 

Fraksi F1RW2 

Ditimbang 

Dilakukan kromatografi kolom tekan kedua 
456 fraksi hasil KKT kedua 

Diamati dengan KLT 

Dilakukan penggabungan 
18 Fraksi gabungan 

Diamati dengan KLT, lalu disemprot 

dengan reagen serium sulfat 

Dilakukan pemilihan fraksi terbaik 

Fraksi F2RW3 dan F2RW4 

Ditimbang 10 mg untuk FTIR 

Ditimbang 7 mg untuk GC-MS 

Hasil 
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Uji Aktivitas Antibakteri 

Pembuatan Larutan Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Larutan Kontrol Positif 

 

 

 

 

 

 

Peremajaan Kultur Murni Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Ekstrak Metanol dan fraksi n-heksana 

Ditimbang sebanyak 0,25 g 

Dilarutkan dalam 5 mL  

Dibuat konsentrasi 50 μg/μL, 25 

μg/μL, 12,5 μg/μL, dan 12,5 μg/μL 
Variasi Konsentrasi 

Tetrasiklin 

Ditimbang sebanyak 10 mg 

Dilarutkan dalam 10 mL 

Larutan Tetrasiklin 

Agar, Pepton, NaCl, Yeast Ekstrak 

Dilarutkan dalam 100 mL akuades dan diaduk 

Dipanaskan dan disterilkan dalam autoklaf 

Dituang kedalam petridisk dan dipadatkan 

Diambil 1 ose kultur bakteri S. aureus dan E. coli 

Digoreskan ke media agar 

Diinkubasi selama 24 jam 

Bakteri 
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Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengujian Aktivitas Terhadap Pertumbuhan Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Pepton, NaCl, Yeast ekstrak 

Suspensi bakteri uji 

Dilarutkan dalam 100 mL akuades dan diaduk 

Dipanaskan dan disterilkan dalam autoklaf 

Diambil 1 ose kultur bakteri S. aureus dan E. coli 

Dimasukkan ke NB 

Dishaker selama 24 jam 

Agar, Pepton, NaCl, Yeast Ekstrak 

Dilarutkan dalam 250 mL akuades dan diaduk 

Dipanaskan dan disterilkan dalam autoklaf 

Dituang kedalam petridisk dan dipadatkan 

Ditambahkan suspense bakteri sebanyak 200μL 

Diratakan dan dan dibuat sumur 

Ditambahkan sampel uji 20 μL kedalam sumur 

Diinkubasi selama 24 jam 

Diukur diameter zona hambat dan diulangi 

secara triplo 
Zona Hambat 
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Lampiran 2 Perhitungan 

Perhitungan Massa 

1. Massa ekstrak metanol 

Diketahui: Massa botol kosong = 98,905 gram 

 Massa botol + sampel = 114,009 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 114,009 gr – 98,905 gr 

  = 15,104 gram 

2. Massa fraksi n-heksana 

Diketahui: Massa botol kosong = 14,685 gram 

 Massa botol + sampel = 16,894 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 16,894 gr – 14,685 gr 

  = 2,209 gram 

3. Massa fraksi diklorometana 

Diketahui: Massa botol kosong = 14,924 gram 

 Massa botol + sampel = 15,842 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 15,842 gr – 14,924 gr 

  = 0,918 gram 

4. Massa fraksi metanol 

Diketahui: Massa botol kosong = 7,028 gram 

 Massa botol + sampel = 10,100 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 10,100 gr – 7,028 gr 

  = 3,072 gram 

Perhitungan Massa Fraksinasi 

Massa ekstrak metanol 

Diketahui: Massa botol kosong = 98,905 gram 

 Massa botol + sampel = 108,713 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 
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 = 108,713 gr – 98,905 gr 

  = 9,808 gram 

Perhitungan Rendemen 

1. Ekstrak metanol 

Diketahui: Massa ekstrak = 15,104 gram 

 Massa sampel = 800 gram 

R  x 100%  

 =  x 100% 

 = 1,888 % 

2. Fraksi n-heksana 

Diketahui: Massa fraksi = 2,209 gram 

 Massa sampel = 9,808 gram 

R  x 100%  

 =  x 100% 

 = 22,522 % 

3. Fraksi diklorometana 

Diketahui: Massa fraksi = 0,918 gram 

 Massa sampel = 9,808 gram 

R  x 100%  

 =  x 100% 

 = 9,359 % 

4. Fraksi metanol 

Diketahui: Massa fraksi = 3,072 gram 

 Massa sampel = 9,808 gram 

R  x 100%  

 =  x 100% 

 = 31,321 % 
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Perhitungan Massa Fraksi n-heksana untuk Kolom Tekan 

Diketahui: Massa botol kosong = 14,685 gram 

 Massa botol + sampel = 16,186 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 16,186 gr – 14,685 gr 

  = 1,501 gram 

Perhitungan Fraksi F1RW2 

Diketahui: Massa botol kosong = 10,815 gram 

 Massa botol + sampel = 10,994 gram 

Massa sampel  = (massa botol + sampel) - (massa botol kosong) 

 = 10,994 gr – 10,815 gr 

  = 0,179 gram 

Perhitungan Pembuatan Konsentrasi Larutan 

Tetrasiklin 1 μg/μL 

Diketahui: Konsentrasi Tetrasiklin = 1 μg/μL 

 Volume Metanol  = 10 mL = 10.000 μL 

Konsentrasi   

1 μg/μL =   

 = 10.000 μg 

 =10 mg 

 = 0,01 g 

Larutan Induk 50 μg/μL 

Diketahui: Konsentrasi Larutan Induk = 50 μg/μL 

 Volume Metanol  = 5 mL = 5.000 μL 

Konsentrasi   

50 μg/μL =   

 = 250.000 μg 

 =250 mg 

 = 0,25 g 
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Larutan konsentrasi 25 μg/μL 

M1 x V1  = M2 x V2 

50 μg/μL .  X =  25 μg/μL . 5 mL 

50 X  = 125 mL 

 X = 2,5 mL 

Larutan konsentrasi 12,5 μg/μL 

M1 x V1  = M2 x V2 

25 μg/μL .  X =  12,5 μg/μL . 5 mL 

25 X  = 62,5 mL 

 X = 2,5 mL 

Larutan konsentrasi 6,25 μg/μL 

M1 x V1  = M2 x V2 

12,5 μg/μL .  X =  6,25 μg/μL . 5 mL 

12,5 X  = 31,25 mL 

 X = 2,5 mL 

Diameter Zona Hambat Kontrol Positif 

No S.aureus dalam 

Metanol 

E. coli dalam 

Metanol 

S. aureus dalam 

n-heksana 

E. coli dalam 

n-heksana 

1. 26,1 24,0 23,1 21,1 

2. 25,6 25,5 23,8 21,4 

3. 23,8 24,5 23,0 21,5 

4. 26,0 24,6 22,5 21,8 

5. 26,3 26,1 23,0 21,3 

6. 26,8 23,9 24,3 21,9 

7. 27,0 26,0 24,2 21,6 

8. 27,2 24,8 23,4 21,2 

9. 24,3 25,8 23,8 21,7 

10. 25,5 24,8 23,3 21,5 

Rata-rata 25,86 25 23,44 21,5 

STD 1,111755 0,802773 0,575809 0,258199 
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Lampiran 3 Dokumentasi 

Preparasi Sampel 

   
Preparasi sampel 

Ekstraksi Senyawa Aktif 

 

 
Maserasi 6 x 24 jam 

 

   
Partisi n-heksana 
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Partisi diklorometana 

Uji Fitokimia 

 

 
 

 

 

 

 

 

Kontrol Wagner Meyer Dragendroff 
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Kontrol 
Terpenoid

/ steroid Fenplik Flavonoid 

Wagner Meyer Dragendroff 

Fr
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Terpenoid

/ steroid 
Fenplik Flavonoid 

Saponin 

Ekstrak 

metanol 

Saponin 

Fraksi n-

heksana 

Saponin Fraksi 

diklorometana 

Saponin 

Fraksi 

metanol 

Kontrol 
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Kromatografi Kolom Tekan 

   
Kromatografi kolom tekan pertama 

   
Kromatografi kolom tekan kedua 

Profil Kromatogram Fraksi Hasil KKT Pertama 
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Profil Kromatogram Hasil KKT kedua 
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Lampiran 4 Hasil Determinasi 

 
 


