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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Sampel Alga Coklat
(Sargassum sp.)

Preparasi

Ekstraksi Serbuk Sampel
Menggunakan Maserasi dengan
Pelarut n-heksana

Ekstrak n-heksana 3,1982 gram

Uji Bioaktivitas
Antiinflamasi dan
Antibakteri

Analisis KLT Uji Fitokimia

Fraksinasi Menggunakan KKV

30 fra

ksi

DIKLT fraksi 1-18 (2,4 EA : 7,6 n-hx),
19-30 (2 AC : 2 EA : 6 n-hx)
Digabung sesuai dengan kesamaan
noda hasil kromatogram KLT (setelah
digabung di KLT Kembali)

1 2 3 4

5

6

8 9 10 11 12

6 fraksi gabungan

- Mencari eluen untuk fraksinasi selanjutnya (etil:n-heksana)
- Fraksinasi ke-2 menggunakan kromatografi radial (berat
sampel 425,4 mg)

- KLT fraksi 1-18 (1,5 EA:8,5 n-hx) dan fraksi 19-23
(1 AC:2,5 EA:6,5 n-hx)

- Fraksi digabung sesuai dengan kesamaan noda hasil
kromatogram KLT (setelah digabung di KLT Kembali)

30



6 fraksi gabungan

31

3A1

3A2

3B

3D 3E

Mencari  eluen untuk fraksinasi
selanjutnya

Fraksinasi ke-3 menggunakan
kromatografi radial (berat sampel 141.3

mg)

14 fraksi

KLT fraksi 1-10 (2,85 EA:7,15 n-hx)
dan fraksi 11-14 (1 AC:3 EA:6 n-hx)

Frkasi digabung sesuai dengan
kesamaan noda hasil kromatogram
KLT (setelah digabung di KLT Kembali)

6 fraksi gabungan

3C1

3C2

3C3

3C4

3C5

3C6

Direkristalisasi menggunakan n-hx
Disaring

Kristal 3C2 (15,7 mg)

Uji fitokimia

Uji kemurnian
dan
karakterisasi

Uji bioaktivitas
antibakteri dan
antiinflamasi




Lampiran 2. Bagan Kerja

1. Preparasi Sampel

Alga Coklat (Sargassum sp.)

Dicuci hingga bersih
Dikering-anginkan
Dipotong kecil-kecil

Dihaluskan dengan blender
Diayak dengan ayakan 60 mesh

Sampel serbuk
Sargassum sp.

2. Ekstraksi Sampel

Serbuk Alga Coklat
(Sargassum sp.)

Residu |

Catatan:

- Dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup

- Dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana selama
1x24 jam beberapa kali

- Disaring menggunakan corong Buchner

Filtrat |

Diuapkan
pelarutnya dengan
rotary evaporator

Ekstrak n-Heksana

- Dilakukan proses re-maserasi sambil dipantau melalui KLT
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3. Skrining Fitokimia
a. Uji Alkaloid
1 mL Ekstrak n-Heksana
- Dimasukkan ke dalam 3 tabung reaksi
berbeda
Larutan 1 Larutan 2 Larutan 3
- Ditambahkan 3 - Ditambahkan 3 - Ditambahkan
tetes reagen tetes reagen 3 tetes reagen
dragendorff mayer wagner
Hasil 1 Hasil 2 Hasil 3
b. Uiji Flavonoid

1 mL Ekstrak n-Heksana

Hasil

C.

Uji Fenolik

1 mL Ekstrak n-Heksana

Hasil

- Ditambahkan 0,05 gram serbuk Mg
- Ditambahkan beberapa tetes larutan HCI pekat

- Ditambahkan 1 mL FeCls 10%



d. Uji Tanin

1 mL Ekstrak n-Heksana

- Ditambahkan 1 mL FeCls 10%

Hasil
e. Uiji Terpenoid/Steroid
1 mL Ekstrak A
- Ditambahkan 1 mL kloroform
- Ditambhkan 0,5 mL anhidrida asetat
- Ditambahkan 2 mL H2SO4
Hasil
f.  Uji Saponin
1 mL Ekstrak A
- Ditambahkan akuades (1:1)
- Dikocok kuat selama 15 menit
- Ditambahkan 3 tetes HCI 1 N
Hasil
Catatan:

- Dilakukan semua pengujian fitokimia dengan prosedur yang sama terhadap
Ekstrak etil asetat dan metanol.
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Pemurnian dan ldentifikasi Senyawa

Ekstrak n-heksana

- Analisis KLT
- Difraksinasi menggunakan kromatografi kolom vakum (KKV)

Fraksi-fraksi hasil KKV

- Analisis KLT
- Digabungkan fraksi yang memiliki spot noda yang sama

Fraksi gabungan KKV

- Analisis KLT

- Difraksinasi menggunakan kromatografi kolom tekan (KKT)
atau Kromatografi Radial

Fraksi-fraksi hasil KKT atau
Kromatografi Radial

- Analisis KLT
- Digabungkan fraksi yang memiliki spot noda yang sama

Fraksi gabungan KKT atau
Kromatografi Radial

- Analisis KLT
- Diamati pertumbuhan isolat berupa kristal

Isolat kotor

- Direkristalisasi hingga isolat menjadi murni
- Diuji kemurnian dengan KLT dan uji titik leleh

Isolat Murni

- Uji Fitokimia
- Dikarakterisasi dengan menggunakan spektrofotometer FT-IR
- Diuji aktivitas antiinflamasi dan antibakteri

Hasil




5. Pengujian Antibakteri

a. Preparasi Sampel Uji

1 mg ekstrak n-heksana dan
1 mg isolat

Dilarutkan dengan n-heksana sebanyak 1 mL

Hasil

b. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

8 g NB

- Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer

- Ditambahkan 1000 mL akuades steril

- Dipanaskan hingga homogen

- Diukur pH 7,4

- Disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
Hasil

¢. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

2 g NB (1%) dan 4 g agar (2%)

Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer

Ditambahkan 200 mL air garam dan diaduk menggunakan stirer
Ditutup menggunakan kapas dan alumunium foil dan disterilkan
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama kurang lebih 1
jam

Dituang secara aseptik pada cawan petri steril

Didiamkan hingga mengeras dan ditutup menggunakan cling wrap

Hasil
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d. Pembuatan Median Muller Hilton Agar (MHA)

4,08 gram MHA

- Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer

- Ditambahkan 120 mL NaCl 2,5 % yang sudah disterilkan

- Dihomogenkan dan disterilkan di dalam autoklaf dengan suhu 121°C
selam 15 menit

- Dituangkan ke dalam 6 cawan petri

Hasil

e. Pembuatan Media Tryptone Soya Agar (TSA) dan Tryptone Soya Broth (TSB)

10g TSAdan 7,59 TSB

- Ditambahkan 250 mL akuades dalam erlenmeyer

- Dipanaskan sampai mendidih sambaing dihomogenkan
menggunakan magnetic stirer

- Disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121 °C

Hasil

f. Peremajaan Bakteri Salmonella typhi dan Aeromonas hydrophila

Kultur murni S. typhi dan A. hydrophila

- Diinokulasikan secara aseptis pada media NB dan TSA selama
24 jam pada suhu 37 °C.

Hasil
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g. Pengujian Daya Hambat

1 mL Kultur Bakteri S. typhi dan A. hydrophila

Diinokulasi pada media TSA dalam cawan petri

Dicelupkan paper disc steril (diameter 6 mm) ke dalam 10 pl
sampel uji (Ekstrak n-heksana 50% dan isolat 1%), 5 ug kontrol
positif (ciprofloxacin) dan 5 pl kontrol negatif (n-heksana)
Dikering-anginkan paper disc yang berisi sampel uji

Diletakkan pada media TSA dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 1x24 jam.

Diukur zona bening yang terbentuk menggunakan jangka sorong

Hasil

6. Pengujian Aktivitas Antiinflamasi

a. Pembuatan Larutan TBS (Tris Buffer Saline)

0,3125 gram tris base
dan 2,1275 gram NaCl

Ditambahkan akuades sebanyak 150 mL
Ditambahkan asam asetat glasial hingga pH 6,2-6,5
Ditambahkan akuades hingga volume 250 mL

Hasil

b. Pembuatan Larutan 0,2% BSA (Bovine Serum Albumin)

0,2 gram BSA

Ditambahkan larutan TBS hingga 100 mL

Larutan 0,2% BSA
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c. Pembuatan Kontrol Positif

3 mg Natrium diklofenak

- Ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 1000 ppm

- Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 500 ppm

- Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 125 ppm

- Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 31,25 ppm

d. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak n-heksana

24 gram ekstrak n-heksana

- Ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan ekstrak n-heksana 8000 ppm

- Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan ekstrak n-heksana 2000 ppm

- Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan ekstrak n-heksana 500 ppm




e. Pembuatan Larutan Uji Isolat 3C2

3 mg Isolat 3C2

- Ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Isolat 3C2 1000 ppm

- Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Isolat 3C2 500 ppm

- Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Isolat 3C2 250 ppm

- Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Isolat 3C2 125 ppm

f.

Pengukuran Aktivitas Antiinflamasi

500 pL (Larutan uji, kontrol positif dan
kontrol negatif)

- Ditambahkan larutan 0,2% BSA hingga volume 5 mL

- Diinkubasi 25 °C 30 menit

- Dipanaskan di dalam water bath selama 5 menit pada suhu 72 °C

- Didinginkan selama 25 menit pada suhu ruang

- Divortex dan dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan A= 660 nm.

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Ekstrak n-Heksana Sargasssum polycystum

% Rendemen =

% Rendemen

berat ekstrak (g)

13,1982 g

X 100%
berat sampel (g) °

0
2400 g X 100%

0,13%
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan Untuk Pengujian Antibakteri

1.

Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak n-Heksana dan Isolat 3C2 1000 ppm

_ berat sampel (mg)
" volume larutan (L)
_ berat sampel (mg)
- 0,001 L
Berat sampel =1mg

Konsentrasi larutan (ppm)

1000 ppm

Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak n-Heksana dan Isolat 3C2 100 ppm

Vix Ci =V2x Cz
Vi x 1000 ppm = 1mL x 100 ppm
V1 = 0,21mL

Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak n-Heksana dan Isolat 3C2 10 ppm

Vi x C1 = V2 x Cz
Vi x 100 ppm = 1 mL x 10 ppm
Vi =0,1mL
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Lampiran 5. Perhitungan Pembuatan Larutan Untuk Pengujian Antiinflamasi

1. Pembuatan 100 mL Larutan BSA 0,2%

berat sampel (g)

Konsentrasi larutan (% b/v) = x 100%
volume larutan (mL)
berat sampel (g)
0, - = 0,
0,2% 100 mL x 100%
Berat sampel =0,29

2. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif 2000 ppm

_ berat sampel (mg)
" volume larutan (L)
_ berat sampel (mg)
B 0,003 L
Berat sampel =3 mg

Konsentrasi larutan (ppm)

1000 ppm

3. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif 500 ppm

Vix C1 = V2 x Cz
V1 x 1000 ppm= 3 mL x 500 ppm
Vi = 15mL

4. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif 125 ppm

Vi x Ci = V2 x C2
Vi x 500 ppm = 3mL x 125 ppm
V1 0,75 mL

5. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif 31,25 ppm

Vi x Ci = V2 x Cz
Vi x 125 ppm = 3mL x 31,25 ppm
V1 = 0,75mL

6. Pembuatan 3 mL Larutan Uji Ekstrak n-heksana 8000 ppm

berat sampel (mg)
volume larutan (L)
berat sampel (mg)

0,003 L
Berat sampel = 24 mg

Konsentrasi larutan (ppm)

8000 ppm =

7. Pembuatan 3 mL Larutan Uji Ekstrak n-heksana 2000 ppm

Vi X Cs1 = V2 x C2
Vi x 8000 ppm = 1mL x 2000 ppm
V1 0,75 mL



8. Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak n-heksana 500 ppm

Vi x C1 = V2 x C2
Vi x 2000 ppm = 1mL x 500 ppm
Vi = 0,75 mL

9. Pembuatan 3 mL Larutan Uji Isolat 3C2 1000 ppm

_ berat sampel (mg)
~ volume larutan (L)
_berat sampel (mg)

0,003 L
3mg

Konsentrasi larutan (ppm)

1000 ppm

Berat sampel

10.Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak n-heksana 500 ppm

Vi x Ca1 = V2 x C2
V1 x 1000 ppm 1 mL x 500 ppm
V1 1,5mL

11.Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak n-heksana 250 ppm

Vi X Cu1 = V2 x C
Vi x 500 ppm = 1mL x 250 ppm
V1 =15mL

12.Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak n-heksana 125 ppm

Vi x C1 = V2 x C2
Vi x 250 ppm = 1mL x 125 ppm
V1 =15mL

13.Pembuatan 5 mL Larutan Uji Pengujian Antiinflamasi
Vix Ci = V2xCz

0,5 mL X Csampel sebelum ditambah BsSA = 5 ML X Csampel setelah ditambah BSA
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Konsentrasi akhir kontrol positif adalah 50 ppm, 12,5 ppm dan 3,125 ppm. Konsentrasi
akhir ekstrak n-heksana adalah 800 ppm, 200 ppm dan 50 ppm. Konsentrasi akhir isolat

3C2 adalah 50 ppm, 25 ppm dan 12,5 ppm.

14.Persen Penghambatan Sampel Uji

Absorbansi (Kontrol)-Absorbansi (Sampel)

0, =
% Penghambatan Absorbansi Kontrol



a. Kontrol Positif (Natrium diklofenak)

Konsentrasi Absorbansi %
X ; Rata-rata | . . . .
(Ppm) simplo duplo triplo inhibisi
3,125 1.688 1.849 1.957 1,879 5.781
12,5 1.746 1.559 1.65 1.648 17.393
50 0.41 1.477 0.522 0.744 62.706
Kontrol Negatif 1.995 1.995 0

~
o

Natrium diklofenak
y = 1.1086x + 4.1167

R2 =0.9993
60
2 40 natrium
£ 30 diklofenak
S 20 _ .
10 Linear (natrium
0 diklofenak)
0 20 40 60
konsentrasi (ppm)
= ICso
50 - b _50-4,1167 _
ICs0 = — = 17086 = 41,39 mg/L
b. Ekstrak n-Heksana
Konsentrasi : Absorbansi _ Rata-rata | % inhibisi
(ppm) simplo duplo triplo
50 1,854 1,880 1,905 1,879 5.781
200 1,535 1,686 1,723 1.648 17.393
800 1,050 0,780 0,402 0.744 62.706
Kontrol Negatif 1.995 1.995 13.049
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Ekstrak n-heksana

80
y = 0.0758x +
‘» 60 2.0983
o R2=1
_'E 40 ekstrak n-
S 20 heksana
0
0 500 1000
konsentrasi (ppm)
* ICso
50-b 50 -2,0983 _
ICs0 = a =078 631,95 mg/L
c. Isolat 3C2
sampel (ppm) Absorbansi Rata-rata %
simplo duplo triplo inhibisi
3C125 1.99 1.994 1.989 1.991 0.200
3C 25 1.811 1.821 1.886 1.839 7.803
3C 50 1.633 1.806 0.968 1.469 26.365
kontrol negatif 1.995 1.995 13.049
Isolat 3C2
30
2 =
= 20 R2=0.9978
2 15 isolat 3C2
e
£ 10
X 5 Linear (isolat
0 3C2)
50 20 40 60

* ICso

konsentrasi (ppm)

ICso =

50-b _ 50-9.08

0,704

=83,92 mg/L
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

Preparasi sampel maserasi

Fraksinasi

T

]

Uji antibakteri Uji antiinflamasi



