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LAMPIRAN 

1. Bagan Preparasi Sampel  
 
 

   

 

 

 
 
 
2. Bagan Ekstraksi Sampel 

 
 

 

 

 

 
 
 

 

3. Bagan Penentuan Kandungan Flavonoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Disortir  

- Dibersihkan/dicuci dengan air 

- Dikeringkan di oven pada suhu 40oC 

- Dihaluskan 

 

 Biji gorek halus 

Biji gorek C. bonduc  

- Ditimbang sebanyak 300 gram  

- Ditambahkan metanol secara perlahan-lahan sambil 

diaduk hingga pelarut merata.  

- Didiamkan selama 3 x 24 jam dan setiap 24 jam disaring. 

- Ekstrak hasil penyaringan diuapkan menggunakan Rotary 

Evaporator suhu 30-40oC 

 
Ekstrak Kental 

Biji gorek  C. bonduc  

 

- Ditambahkan 3 mL metanol  

- Ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10% 

- Ditambahkan 0,2 mL CH3COOK 1 M 

- dicukupkan volumenya menjadi 10 mL dengan 

akuades  

- Diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang maksimum.  

 

0,5 mL ekstrak biji gorek 1 mg/mL 

 

Kadar Flavonoid 
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4. Bagan Penentuan Kandungan Fenolik Total 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Bagan Pembuatan Nanokitosan Dengan Metode Gelasi Ionik   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Ditambahkan 15,8 mL aquades 

- Ditambahkan 1 mL reagan Folin–Ciocalteu lalu 

dikocok.  

- Didiamkan selama 8 menit 

- Ditambahkan 3 mL Na2CO3 10% ke dalam 

campuran.  

- Didiamkan larutan selama 2 jam pada suhu kamar. 

Diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang maksimum.  

 

0,2 mL ekstrak biji gorek 1 mg/mL 

 

Kadar fenolik total 

- Dilarutkan dalam 1 L asam asetat 0,3%.  

- Disaring  

- Dilakukan pengecilan ukuran (sizing) dengan magnetik stirrer 

selama 30 menit atau sampai terlihat larutan jernih. 

- Ditambahkan 500 µL twin 0,1%.  

- Proses sizing dilanjutkan sampai 1 jam.  

- Ditambahkan 500 mL larutan natrium tripoliposfat 0,75%, sambil 

terus diaduk selama 1 jam.  

- Dikeringan dengan cara spray drying 

 

 

- Dikarakterisasi dengan FTIR, XRD dan SEM.  

 

2 gram kitosan 

Nanokitosan 

 

Data 
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6. Bagan Uji Aktivitas Antioksidan  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: sampel berupa ekstrak biji gorek C. bonduc, nanokitosan, ekstrak 

difortifikasi nanokitosan, dan kontrol positif. Nanokitosan dan ekstrak 

difortifikasi nanokitosan dibuat dengan konsentrasi 250, 500, 1.000, 

2.000, dan 4.000 ppm. 

 
 
 

7. Bagan Uji Aktivitas Antibakteri 
 
a) Peremajaan strain bakteri 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dibuat dengan varian konsentrasi, yaitu 300, 400, 500, 600, 

700 ppm.  

- Ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM  

- Dicukupkan 5 mL untuk setiap tabung dengan metanol p.a  

- Dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar ditempat gelap  

- Diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum.  

 

 

- Dihitung persentase hambatan radikal  

 

Sampel 

 

Data Absorbansi 

 

Data IC50 

 

 

- Ditumbuhkan dalam media Mueller hinton agar (MHA) 

- Diinkubasi selama 24 jam pada 25OC 

 

Strain bakteri 

 

Koloni Bakteri 

 

Medium Terinokulasi 

 

 

- Diinokulasikan satu ose dalam 3 mL larutan NaCl 0,9% 

- Suspense sebanyak 100 μL diinokulasikan ke medium MHA baru 
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b) Uji daya hambat sampel terhadap pertumbuhan bakteri 

 

 

 

 

 

 

 
 
Catatan: 
1. Sampel berupa ekstrak metanol biji gorek C. bonduc, nanokitosan, dan 

fortifikasinya (10.000 ppm).  
2. Bakteri yang digunakan adalah E. coli dan S. aureus. 
3. Kontrol positif adalah kloramfenikol dan kontrol negatif adalah pelarut asam 

asetat. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

- Dilarutkan dalam asam asetat dan dibuat deret standar 100, 

1.000, dan 10.000 ppm. 

- Disk cakram kertas dibasahi dengan sampel 

- Diletakkan pada medium yang terinokulasi bakteri  

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 25OC 

- Diukur zona bening yang terbentuk 

Sampel  

 

Diameter zona hambat (mm) 
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8. Hasil Spektroskopi FTIR  

1. Na-TPP 
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2. Kitosan 
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3. Nanokitosan 
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4. Ekstrak metanol biji gorek C. bonduc 
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5. Fortifikasi ekstrak dan nanokitosan 
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9. Hasil analisis XRD nanokitosan  

 

 

Peak list 

No. 2-theta d(ang.) Height(cps) FWHM(deg) Int. I(cps deg) Int. W(deg) Asym. factor 

1 19.86 4.466(8) 1177(63) 0.93(5) 1690(58) 1.44(13) 0.91(17) 

2 23.335 3.809(3) 493(41) 0.43(7) 322(32) 0.65(12) 2.0(13) 

3 25.255 3.5235(16) 480(40) 0.28(3) 143(16) 0.30(6) 1.8(11) 

4 28.7 3.10(3) 137(21) 1.7(2) 255(35) 1.9(5) 1.4(3) 

5 32.154 2.7815(9) 979(57) 0.517(14) 539(18) 0.55(5) 2.8(3) 

6 33.94 2.6391(11) 661(47) 0.27(2) 239(11) 0.36(4) 2.1(5) 

7 34.7 2.5830(11) 568(44) 0.31(2) 231(14) 0.41(6) 2.5(5) 

8 47.84 1.8999(11) 171(24) 1.25(8) 238(13) 1.4(3) 3.9(13) 
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Perhitungan diameter partikel nanokitosan hasil analisis XRD 

No. 2-Theta Theta (θ) FWHM k λ (nm) cos θ β Diameter (nm) 

1 19.86 0.1733 0.93 0.98 0.15406 0.9850 0.0162 9.4430 

2 23.335 0.2036 0.43 0.98 0.15406 0.9793 0.0075 20.5418 

3 25.255 0.2204 0.28 0.98 0.15406 0.9758 0.0049 31.6603 

4 28.7 0.2505 1.7 0.98 0.15406 0.9688 0.0297 5.2524 

5 32.154 0.2806 0.517 0.98 0.15406 0.9609 0.0090 17.4130 

6 33.94 0.2962 0.27 0.98 0.15406 0.9565 0.0047 33.4972 

7 34.7 0.3028 0.31 0.98 0.15406 0.9545 0.0054 29.2348 

8 47.84 0.4175 1.25 0.98 0.15406 0.9141 0.0218 7.5706 

 

Menghitung %Kristalinitas atau derajat Kristalinitas 

Derajat Kristalinitas =
 Fraksi luas kristalin

Luas difraktogram
 X 100 

Integral Result Area Fraksi Luas Kristalin Luas Difraktogram Kristalinitas 

5499.26467 30504.57983 65333.49549 46.6905675 

4021.11009 

2988.67198 

3752.97518 

2993.17516 

4562.22791 

1331.79479 

5355.36005 

 

10.  Hasil analisis SEM nanokitosan  
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11. Pengukuran kandungan Flavonoid 
 

Standar Konsentrasi (ppm) Absorban panjang gelombang Absorban 

Quarsetin 

2 0.017 428 0.017 

4 0.033 361 0.033 

8 0.084 358 0.084 

16 0.148 354 0.148 

32 0.292 

Sampel 1 2.3 0.023 

Sampel 2 2.5 0.024 

 

 

y = 0.0091x + 0.0016
R² = 0.9975

-3.89E-16
0.05
0.1

0.15
0.2
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0.3
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
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Konsentrasi (ppm)

Kurva Kalibrasi Kuarsetin
y = 0.009x + 0.001 

0.0235 = 0.009x + 0.001 

0.0235 = 0.009x + 0.001 

0.0225 = 0.009x 

x =2.5 mg/L  

2,5 mg/L x 0,01 L = 0,025 mg 

0,025 mg/0.05 g = 0.5 mgQE/g 

 



72 
 

 

 

12.  Pengukuran kandungan Fenolik Total 
  

Standar Konsentrasi (ppm) Absorbansi panjang gelombang Absorbansi 

Asam 
galat 

1 0.059 750 0.252 

2 0.114 

4 0.227 

8 0.458 

16 0.885 

Sampel 1 2.8 0.161 

Sampel 2 2.7 0.154 

 

 
 
 
13. Pengukuran Aktivitas Antioksidan  

a. Asam askorbat  

Larutan Konsentrasi 
Absorbansi 

1 
Absorbansi 

2 
Absorbansi 

rata-rata 
Absorbansi 

rata-rata 
Inhibisi 

Sampel 1 0.638 0.641 0.6395 0.091 12.45722108 

 2 0.515 0.503 0.509 0.2215 30.32169747 

 3 0.401 0.411 0.406 0.3245 44.42162902 

 4 0.291 0.29 0.2905 0.44 60.23271732 

 5 0.179 0.186 0.1825 0.548 75.01711157 

Kontrol  0.734 0.727 0.7305 0.7305  

 

 

y = 0.0552x + 0.0064
R² = 0.9997

0

0.2

0.4

0.6

0.8
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Konsentrasi (ppm)

Kurva Kalibrasi Asam Galat

y = 15.503x - 2.0192
R² = 0.9987

0
20
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0 2 4 6
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s
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Konsentrasi

Asam Askorbat

y = 0.055x + 0.006 

0.1575 = 0.055x + 0.006 

0.1575 - 0.006 = 0.055x  

0.1515 = 0.055x 

x =2,7545 mg/L  

2,7545 mg/L x 0.01 L 

0.027545  mg / 0.05 g 

0,55 mg GAE/g 

 

y = 15.50x - 2.019 

50 = 15.50x - 2.019 

50 + 2.019 = 15.50x  

52.019 = 15.50x  

52.019/15.50 = x  

 x  = 3.3561 

IC50 = 3.36 ppm 
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b. Ekstrak metanol biji gorek C. bonduc  

Larutan  Konsentrasi  
Absorbansi 

1 
Absorbansi 

2 
Absorbansi 

rata-rata 
Absorbansi 

rata-rata 
Inhibisi 

Sampel 300 0.688 0.69 0.689 0.035 4.834254144 

  400 0.685 0.684 0.6845 0.0395 5.455801105 

  500 0.674 0.672 0.673 0.051 7.044198895 

  600 0.662 0.663 0.6625 0.0615 8.494475138 

  700 0.649 0.65 0.6495 0.0745 10.29005525 

Kontrol   0.724 0.724 0.724 0.724   

 

 

 
c. Nanokitosan 

Larutan  Konsentrasi  Absorbansi Absorbansi Inhibisi 

 nanokitosan 1000 0.454 0.091 16.69724771 

  2000 0.425 0.12 22.01834862 

  4000 0.341 0.204 37.43119266 

kontrol   0.545    

 

 

y = 0.014x + 0.2486
R² = 0.9787
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y = 0.007x + 8.9908
R² = 0.993
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Konsentrasi

Nanokitosan

y = 0.014x + 0.248 

50 = 0.014x + 0.248 

50-0.248= 0.014x  

 49.752= 0.014x  

49.752/0.014= x  

x = 3553,714 

IC50 = 3553,714ppm 

 

 

y = 0.007x + 8.990 

50 = 0.007x+ 8.990 

41.01 = 0.007x 

X = 5858.571429 

IC50 = 5858.57 ppm 
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d. Fortifikasi 1:1 

Larutan Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Inhibisi 

Fortifikasi 1:1 250 0.76 0.084 9.952606635 

  500 0.758 0.086 10.18957346 

  1000 0.747 0.097 11.492891 

  2000 0.698 0.146 17.2985782 

  4000 0.642 0.202 23.93364929 

Kontrol   0.844     

 

 

 

a. Fortifikasi 1:2 

Larutan Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Inhibisi 

Fortifikasi 1:2 250 0.802 0.02 2.433090024 

  500 0.774 0.048 5.839416058 

  1000 0.743 0.079 9.610705596 

  2000 0.681 0.141 17.15328467 

  4000 0.473 0.349 42.45742092 

kontrol   0.822     

 

 

y = 0.0039x + 8.4962
R² = 0.9853
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Fortifikasi 1:1

y = 0.0104x - 0.6944
R² = 0.9872
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Fortifikasi 1:2

y = 0.003x + 8.496 

50 = 0.003x + 8.496 

0.003x = 41.504 

X = 13834.67 

IC50 = 13834.67 ppm 

 

 

y = 0.010x - 0.694 

50 = 0.010x - 0.694 

0.010x = 50.694 

X = 5069.4 

 

IC50 = 5069.4 ppm 
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b. Fortifikasi 1:3 

Larutan Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Inhibisi 
 250 0.532 0.013 2.385321101 

Fortifikasi 1:3 500 0.536 0.009 1.651376147 
 1000 0.501 0.044 8.073394495 
 2000 0.416 0.129 23.66972477 
 4000 0.35 0.195 35.77981651 

kontrol  0.545   

 

 

 
c. Fortifikasi 2:1 

Larutan Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Inhibisi 

Fortifikasi 2:1 250 0.827 0.017 2.014218009 

  500 0.8 0.044 5.213270142 

  1000 0.788 0.056 6.63507109 

  2000 0.757 0.087 10.30805687 

  4000 0.745 0.099 11.72985782 

kontrol   0.844     

 

 

y = 0.0097x - 0.8775
R² = 0.948
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Fortifikasi 1:3

y = 0.0023x + 3.5742
R² = 0.8206
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Fortifikasi 2:1

 y = 0.002x + 3.574 

50 = 0.002x + 3.574 

0.002x = 46.426 

X = 23213 

 

y = 0.009x - 0.877 

50 = 0.009x - 0.877 

0.009x  = 49.123 

X = 5458.111111, 

 

IC50 = 5458.11 ppm 
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a. Fortifikasi 3:1 

Larutan Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Inhibisi 

Fortifikasi 3:1 250 0.797 0.047 5.568720379 

  500 0.803 0.041 4.857819905 

  1000 0.806 0.038 4.502369668 

  2000 0.782 0.062 7.345971564 

  4000 0.775 0.069 8.17535545 

Kontrol   0.844     

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0011x + 4.0877
R² = 0.7729
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Fortifikasi 3 : 1 y = 0.001x + 4.087 

50 = 0.001x + 4.087 

0.001x = 45.913 

X = 45913 

 

IC50 = 45913 ppm 
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14. Dokumentasi Penelitian  

a. proses ekstraksi  

 

 
b. Uji fitokimia 

 

 
c. Penentuan kadar flavonoid fenolik total 

 

 
d. Sintesis nanokitosan 
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e. Uji antioksidan  
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f. Uji antibakteri 

  

 

  

Fortifikasi 
A. 1:1 
B. 1:2 
C. 1:3 
D. 2:1 
E. 3:1 

Ekstrak dan Nanokitosan 
a. Ekstrak 100 ppm 
b. Ekstrak 1.000 ppm 
c. Ekstrak 10.000 ppm 
d. Nanokitosan 100 ppm 
e. Nanokitosan 1.000 ppm 
f. Nanokitosan 10.000 ppm 

A. Fortifikasi 1:1 
B. Fortifikasi 1:2 
C. Fortifikasi 1:3 
D. Fortifikasi 2:1 
E. Fortifikasi 3:1  
 


