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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Alga Coklat P. australis

- Preparasi Sampel

Sampel P. australis

- Ekstraksi dengan metode maserasi bertingkat

| | |
Ekstrak n-Heksana Ekstrak Etil Asetat Ekstrak Metanol

- Uji Fitokimia

- Uji Antiinflamasi secara In Vitro
- Uji Antibakteri secara In Vitro

- Fraksinasi dengan metode KKV

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

I I I I I I I I I I

- Uji KLT untuk menentukan spot noda yang
mirip untuk digabungkan

| | | | | | | |

I Il 1] v Y, W Wl VI

- Refraksinasi dengan metode KKG
I I I I 1 I I I I I ]

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

I I I I I I I I I I
- Uji KLT untuk menentukan spot noda yang

mirip untuk digabungkan
1 | 1

[ I I I I
I I 1 v Vv \ VII Vi

- Pemurnian dengan metode rekristalisasi menggunakan metanol panas

Isolat murni

- Uji KLT sistem tiga eluen

- Ujititik leleh

- Uji fitokimia

- Penentuan gugus fungsi dengan instrumen

Kromatogram hasil KLT, data titik leleh,
hasil fitokimia dan spektrum FT-IR
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Lampiran 2. Prosedur Penelitian
1. Preparasi Sampel

Alga Coklat P. australis

Sampel

2. Ekstraksi Sampel

- Dicuci menggunakan air mengalir

- Dikeringanginkan pada suhu ruang

- Dihaluskan hingga jadi serbuk menggunakan blender
- Ditimbang berat sampel

Sampel P. australis

- Dimasukkan ke dalam stoples

- Dimaserasi dengan metode maserasi bertingkat menggunakan
pelarut n-heksana, etil asetat dan metanol hingga terendam sempurna

- Didiamkan selama 3x24 jam dengan sesekali pengadukan

- Dilakukan pergantian pelarut yang sama setiap 24 jam

- Disaring dengan menggunakan penyaring Buchner

- Diuji KLT untuk mengetahui profil noda

Filtrat

Residu

Dipekatkan  menggunakan
rotary evaporator

Ekstrak
n-heksana

Ekstrak Ekstrak
Etil Asetat Metanol

Catatan: proses maserasi dihentikan apabila noda KLT memudar

3. Uji Kandungan Ekstrak

a. Uji Flavonoid

Ekstrak Etil Asetat

- Dimasukkan 5 mL ke dalam tabung reaksi
- Ditambahkan 3 tetes H>SO4 pekat

kebiruan (kalkon) atau
jingga merah (flovanon)

Kuning tua, hijau
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b. Uji Alkaloid
Ekstrak Etil Asetat
- Dipipet 5 mL ke tabung reaksi A | - Dipipet 5 mL ke tabung reaksi A
- Ditambahkan 2 tetes pereaksi - Ditambahkan 0,5 mL HCI 2N
Dragendroff - Ditambahkan 2-3 tetes reagen
- Dihomogenkan dan diamkan Mayer
selama 30 menit

Warna Jingga (+)

Endapan Putih (+)

c. Uji Saponin

- Dipipet 5 mL ke tabung reaksi A

- Ditambahkan 0,5 mL HCI 2N

- Ditambahkan 2-3 tetes reagen
Wagner

Endapan Coklat (+)

Ekstrak Etil Asetat

- Ditambahkan 5 mL air panas
- Didinginkan
- Dikocok selama 15 detik

Buih stabil (+)

d. Uji Tanin

Ekstrak Etil

Asetat

Dipipet 5 mL ke tabung reaksi
Ditambahkan 2 mL larutan FeClz 10%

Biru tua (+)

e. Uji Saponifikasi Asam Lemak

Ekstrak Etil Asetat

Dipipet 1 mL ke tabung reaksi
Ditambahkan 1 mL NaOH dan dipanaskan

Terbentuk busa




f. Uji Steroid/Triterpenoid

4,

Ekstrak Etil Asetat

Dipipet 1 mL ke plat tetes

Ditambahkan 1 mL klorofom
Ditambahkan 1 mL asam asetat anhidrida
Ditetesi 1 mL H2SO4 pekat melalui dinding
tabung

Hijau Kebiruan
(+ Steroid)

Cincin Kecoklatan
(+ triterpenoid)

Fraksinasi dengan Metode KKV dan Pemurnian Isolat

Ekstrak P. australis

perbandingan eluen

Fraksi-fraksi

Isolat

Isolat murni

FTIR

Data

- Dianalisis dengan KLT untuk mencari eluen yang sesuai

- Dilakukan fraksinasi dengan metode KKV dengan beberapa

- Dianalisis dengan KLT
- Digabung fraksi dengan profil noda yang mirip
- Dilakukan refraksinasi dengan metode KKG

- Diamati pertumbuhan isolat berupa kristal

- Dimurnikan dengan metode rekristalisasi
Diuji KLT untuk diketahui murni apabila hanya

menunjukkan satu noda

- Diuji titik leleh menggunakan alat melting point

- Ditentukan gugus fungsi pada isolat menggunakan instrumen
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Uji Antiinflamasi
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Ekstrak Etil Asetat Alga Coklat Padina australis secara In

Vitro dengan Metode HRBC

Pembuatan Buffer Fosfat pH 7,4 0,2 M

3,48 g K2HPO4.2H,0 2,722 g KH2PO4.2H,0

Dilarutkan dalam masing-masing 100 mL akuades

Dipipet sebanyak 81 mL larutan K2HPO4.2H2O dan 19 mL
larutan KH2P0O4.2H20

Dicek pH dengan pH meter

Disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 2 jam

Buffer fosfat pH 7,4 0,2 M

Pembuatan Larutan Isosalin

0,85 g NaCl

Dilarutkan dalam buffer fosfat pH 7,4 0,2 M hingga
100 mL

Disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C
selama 2 jam

Isosalin

Pembuatan Larutan Hiposalin

0,25 g NaCl

Dilarutkan dalam buffer fosfat pH 7,4 0,2 M hingga
100 mL
Disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C

selama 2 jam

Hiposalin




d.

e.

f.

Pembuatan Larutan Garam Fisiologis

0,9 g NaCl

- Dilarutkan dalam buffer fosfat pH 7,4 0,2 M hingga
100 mL

- Disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C

selama 2 jam

Hiposalin

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak

Ekstrak kering etil asetat P. australis

- Ditimbang sebanyak 25 mg
- Dilarutkan dalam isosalin hingga 50 mL (500 ppm)
- Diencerkan menjadi 25, 50, 100, 200, dan 400 ppm

Hasil

Pembuatan Konsentrasi Natrium Diklofenak

Natrium Diklofenak

- Ditimbang sebanyak 25 mg
- Dilarutkan dalam isosalin hingga 50 mL (500 ppm)

- Diencerkan menjadi 100 ppm

Hasil
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Preparasi Suspensi Sel Darah Merah

Darah

- Dikumpulkan di dalam tabung vaculab EDTA

- Disimpan pada suhu 4 °C selama 24 jam sebelum digunakan

- Disentrifugasi pada kecepatan 2500 rpm selama 5 menit dan
supernatan dihilangkan

- Dicuci dengan larutan garam fisiologis

- Disentrifugasi pada kecepatan 2500 rpm selama 5 menit

- Diulangi sebanyak 3 kali hingga supernatan menjadi jenih

- Diukur volume sel darah merah

- Komponen sel dilarutkan menjadi suspensi 40% (v/v) dengan larutan
buffer fosfat

- Dilakukan pengujian

Hasil

Persiapan Larutan untuk Pengujian Aktivitas Antiinflamasi

Pembuatan Larutan Uji

1 mL Ekstrak etil asetat

- Ditambahkan 1 mL buffer fosfat pH 7,4 0,2 M

- Ditambahkan 0,5 mL suspensi sel darah merah
- Ditambahkan 2 mL hiposalin

- Dihomogenkan

Hasil

Pembuatan Larutan Kontrol Positif

1 mL Natrium Diklofenak

- Ditambahkan 1 mL buffer fosfat pH 7,4 0,2 M

- Ditambahkan 0,5 mL suspensi sel darah merah
- Ditambahkan 2 mL hiposalin

- Dihomogenkan

Hasil
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Pembuatan Larutan Kontrol negatif

1 mL Isosalin

Ditambahkan 1 mL buffer fosfat pH 7,4 0,2 M
Ditambahkan 0,5 mL suspensi sel darah merah
Ditambahkan 2 mL hiposalin

Dihomogenkan

Hasil

Uji Aktivitas Ekstrak Etil Asetat terhadap Stabilitas Membran Eritrosit

Larutan Uji

Kontrol Positif Kontrol Negatif

Data

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit

- Disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit

- Diambil supernatan

- Diukur kandungan hemoglobin menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang maksimum

Uji Antibakteri Ekstrak Etil Asetat Alga Coklat Padina australis secara In Vitro

dengan Metode Difusi Cakram
Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar (NA)

- Ditimbang sebanyak 20 g

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer

- Ditambah 1000 mL akuades.

- Diaduk di atas hotplate menggunakan magnetic stirrer sampai larut
sempurna

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.

- Dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 mL dengan posisi miring 45°
dan disumbat dengan kapas steril hingga memadat.

Media Nutrient Agar (NA)
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b. Peremajaan Bakteri

Biakan E. coli

- Diambil satu jarum ose steril
- Diinokulasikan dalam media NA
- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

Bakteri E. coli

Biakan S. typhi

- Diambil satu jarum ose steril
- Diinokulasikan dalam media NA
- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

Bakteri S. typhi

c. Pembuatan Larutan Standar Mc Farland
0,05 mL BaCl2 1% 9,95 mL H2S04 1%
| |

- Dihomogenkan dengan vortex.

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum

Data

d. Pembuatan Suspensi Bakteri

Biakan E. coli

- Diambil satu ose steril.

- Disuspensikan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml NaCl
0,9%.

Suspensi bakteri E. coli

Keterangan : prosedur serupa dilakukan untuk bakteri S. typhi

e. Pembuatan Larutan Uji

Ekstrak kering etil asetat Padina

- Ditimbang 30 mg
- Ditambah 3 mL pelarut yang sesuai ke dalam tiap vial

Larutan Uji




f.

Pengukuran Diameter Zona Hambat

Bakteri Uji

Digoreskan ke dalam media NA

Diteteskan tiap larutan uji pada paper disc
Diletakkan paper disc di atas media dan diberi label
Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Diukur diameter zona hambat

Data
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Lampiran 3. Perhitungan Data Penelitian
1. Perhitungan Redemen Ekstrak Alga Colat Padina australis

_ berat ekstrak (g)
" berat sampel (g)

% Rendemen x 100%

a. Ekstrak n-Heksana
8419
3200 g
=0,2628%

% Rendemen = x 100%

b. Ekstrak Etil Asetat

% Rend _ 2809 100%
% Rendemen = 32009X o
=0,8937%
c. Ekstrak Metanol
13,7 g
% Rendemen = x 100%
3200 g
=0,4281%

2.  Pembuatan Larutan Uji Aktivitas Antiinflamasi
a. Larutan Induk 500 ppm dalam 50 mL
berat ekstrak (mg)
volume pelarut (L)
_25mg
S 0,05L
=500 ppm

Larutan Induk =

b. Larutan Uji 400 ppm
V;.Ci=V,.Cy

V4.500 ppm =25 mL.400 ppm
V,=20 mL

c. Larutan Uji 200 ppm
V1 .C1 = V2.Cz

V4.500 ppm =25 mL.200 ppm
V1= 10 mL

d. Larutan Uji 100 ppm
V;.Ci=V,.C,

V4.500 ppm =25 mL.100 ppm
Vi=5mL



e. Larutan Uji 50 ppm
V1 .C1 = V2.C2
V4.500 ppm =25 mL.50 ppm
Vi=2,5mL

f.  Larutan Uji 25 ppm
V1 .C1 = V2.C2
V4.500 ppm =25 mL.25 ppm
Vi=1,25mL

3. Pembuatan Larutan Uji Aktivitas Antibakteri
a. Larutan Induk 10000 ppm dalam 3 mL

berat ekstrak (mg)
volume pelarut (L)
_ 30mg
©0,003L
= 10000 ppm

Larutan Induk =

b. Larutan Uji 100 ppm
V,.Cqy =V,.Cy
V4.10000 ppm =3 mL.100 ppm
V4=0,03 mL

c. Larutan Uji 500 ppm
V1 .C1 = V2.C2
V41.10000 ppm = 3 mL.500 ppm
V,=0,15mL

d. Larutan Uji 1000 ppm
V;.Cqy =V,.Cy
V4.10000 ppm =3 mL.1000 ppm
V4=0,3 mL



Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

Pengentalan ekstrak dengan rotary

evavorator

Fraksinasi Fraksinasi
metode KKV metode KKG

Hasil fraksinasi fraksi EA 11l
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Hasil fraksinasi ekstrak etil asetat Padina australis

Hasil uji antibakteri ekstrak etil asetat Hasil uji antibakteri ekstrak etil asetat
terhadap E. coli terhadap S. typhi



Persiapan pengambilan darah tikus

Preparasi sampel ekstrak etil asetat
untuk pengujian antiinflamasi
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Lampiran 5. Data Analisis Uji Antiinflamasi Metode Human Red Blood Cell

1. Tabel Hasil Pengujian UV-Vis Terhadap Larutan Uji

Konsentrasi Absorbansi (A) =577 nm
: - Rata-rata
(ppm) Simplo Duplo Triplo
25 0,368 0,256 0,149 0,257666667
50 0,376 0,176 0,187 0,246333333
100 0,164 0,304 0,253 0,240333333
200 0,204 0,286 0,101 0,197
400 0,205 0,098 0,128 0,143666667
Kontrol + 0,017 0,023 0,038 0,026
Kontrol - 0,337 0,366 0,373 0,35867
2. Hasil % Stabilitas Membran Sel Darah Merah
Konsentrasi (ppm) Rata-rata Stabilitas (%)
25 0,257667 28,16
50 0,246333 31,32
100 0,240333 32,99
200 0,197 45,07
400 0,143667 59,94
Kontrol + 0,026 92,75

Kontrol - 0,3586 -
a. Rumus % Stabilitas

% Stabilitas = 100 - (

Abs. Larutan Uji
Abs. Kontrol Negatif) *100%

b. Larutan Uji 25 ppm

T 0257667
% Stabilitas = 100 - (W) x100%
= 28,16%
c. Larutan Uji 50 ppm
T 0246333
% Stabilitas = 100 - (W) x100%
= 31,32%
d. Larutan Uji 100 ppm
T 0,240333
% Stabilitas = 100 - (W) x100%
— 32,99%
e. Larutan Uji 200 ppm
% Stabilitas = 100 - (M) *x100%
= 0.3586 o

=45,07%
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f.  Larutan Uji 400 ppm

o 0143667
% Stabilitas = 100 - (W) x100%
= 50,94%
g. Larutan Kontrol Positif
o 0,026
% Stabilitas = 100 - (m> x100%

=92,75%

3. Hasil % Inhibisi Hemolisis Membran Sel Darah Merah

Konsentrasi (ppm) Rata-rata Inhibisi Hemolisis (%)
25 0,257667 71,8535044
50 0,246333 68,6930656
100 0,240333 67,0198922
200 0,197 54,9358617
400 0,143667 40,0632088
Kontrol - 0,3586 -

a. Rumus % Inhibisi Hemolisis

% Inhibisi Hemolisis :( Abs. Larutan Uji

Abs. Kontrol Negatif

) x100%

b. Larutan Uji 25 ppm
% Inhibisi Hemolisis = (%) x100%

=71,85%
c. Larutan Uji 50 ppm
% Inhibisi Hemolisis = (%
= 68,69%

) x100%

d. Larutan Uji 100 ppm

% Inhibisi Hemolisis = (%) x100%
=67,01%
e. Larutan Uji 200 ppm
- (0,197 .
% Inhibisi Hemolisis = 0.3586 x100%
=5493%
f.  Larutan Uji 400 ppm
% Inhibisi Hemolisis = (%) x100%

=40,06%



g. Penentuan Nilai ICso

Nilai 1IC5, Uji Antiinflamasi Ekstrak Etil Asetat
Padina australis

.80
E\o, ®-0...... 0.,
260 el o--....
i R A
E 40 - e, 'y
£ 20 y= -0,08_55x + 73,767
7 R2 =0,9895
o
= 0
£ 0 100 200 300 400 500
Konsentrasi Ekstrak (ppm)
y =ax+b
y =-0,0855x + 73,767
(oo = 50 - 73,767
*7 .0,0855

ICs0 = 277,977 ppm



