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Lampiran 1. Bagan alir penelitian 

 

- dicampurkan 

- dimaserasi bertingkat menggunakan n-heksana, etil asetat, aseton, dan 

metanol 

- disaring 

- dipekatkan 

- dibersihkan 

- dikeringkan 

- dihaluskan 

Sampel Padina sp. dan 

Citrus aurantifolia 

- ditimbang 

- diuji bioaktivitas antioksidan 

- diuji fitokimia 

- dianalisis profil nodanya menggunakan KLT 

Serbuk Padina sp. dan 

Citrus aurantifolia 

Ekstrak n-heksana, etil asetat, 

aseton, dan metanol 

- difraksinasi menggunakan KKV 

- diamati keberadaan isolat 

Ektrak Etil Asetat 

16 Fraksi KKV (Fraksi A-P) 

- direkristalisasi 

- dianalisis profil nodanya menggunakan KLT 1 dan 2 dimensi 

- diuji titik leleh 

- diuji fitokimia 

- dielusidasi struktur secara spektroskopi FT-IR, 
1

H-NMR, dan 
13

C-

NMR 

- diuji bioaktivitas antioksidan 

Fraksi A 

Senyawa Murni 

Struktur Senyawa Murni 

dan Data 
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Lampiran 2. Bagan prosedur penelitian  

2.1   Preparasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2   Uji Pendahuluan Rendemen Masing-masing Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: Dilakukan prosedur yang sama terhadap sampel serbuk Citrus aurantifolia 

 

 

 

- dicuci hingga bersih 

- dikering-anginkan 

- dipotong kecil-kecil 

- dihaluskan dengan blender 

- diayak dengan ayakan 60 mesh 

15 kg alga cokelat Padina sp. 

1,20 Kg sampel 

serbuk Padina sp. 

- dicuci hingga bersih 

- dipotong tipis-tipis 

- dikering-anginkan 

- dihaluskan dengan blender 

- diayak dengan ayakan 60 mesh 

3 kg jeruk nipis Citrus aurantifolia 

1 Kg sampel serbuk 

Citrus aurantifolia 

- Diuapkan pelarutnya dengan  alat 

rotary evaporator 

- dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup 

- dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana selama 1 

x 24 jam beberapa kali  

- disaring menggunakan corong Buchner 

100 g sampel serbuk 

Padina sp. 

- Dihitung berat rendemen 

Filtrat Residu 

Data 

Ekstrak  
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2.3   Ekstraksi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4   Identifikasi Golongan Senyawa Metabolit Sekunder 

a. Uji Alkaloid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- diuapkan pelarutnya dengan 

rotary evaporator 

Ekstrak A 

 1000 g sampel serbuk 

alga cokelat Padina sp. 
122,69 g sampel serbuk jeruk 

nipis Citrus aurantifolia 

- dicampurkan  

- dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup 

- dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana 

selama 1 x 24 jam beberapa kali  

- disaring menggunakan corong Buchner 

Filtrat A Residu 

Catatan: 

- Dilakukan proses re-maserasi sambil dipantau melalui KLT 

- Residu dimaserasi kembali dengan prosedur yang sama tetapi menggunakan 

pelarut yang lebih polar yaitu etil asetat, aseton, dan metanol sehingga 

diperoleh Ekstrak B, C, dan D 

 

1 mL sampel 

- dimasukkan ke dalam 3 tabung reaksi 

berbeda 

Larutan 1 Larutan 3 Larutan 2 

- ditambahkan 3 

tetes reagen 

dragendorff 

- ditambahkan 3 

tetes reagen 

mayer 

- ditambahkan 3 

tetes reagen 

wagner 

Hasil 3 Hasil 2 Hasil 1 
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b. Uji Flavonoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Uji Tanin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Uji Terpenoid/Steroid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e. Uji Saponin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 mL sampel 

- ditambahkan 0,05 g serbuk Mg 

- ditambahkan beberapa tetes larutan HCl pekat 

Hasil 

1 mL sampel 

- ditambahkan 1 mL FeCl3 10% 

Hasil 

1 mL sampel 

- ditambahkan 1 mL kloroform 

- ditambahkan 0,50 mL anhidrida asetat 

- ditambahkan 2 mL H2SO4 

Hasil 

1 mL sampel 

- ditambahkan akuades (1:1) 

- dikocok kuat selama 15 menit 

- ditambahkan 3 tetes HCl 1 N 

Hasil 
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2.5   Pemurnian dan Karakterisasi Senyawa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6   Uji  Bioaktivitas  Antioksidan  dengan  Metode  DPPH 

a. Pembuatan Larutan 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) 0,40 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 mg DPPH 

- Dilarutkan dalam 50 mL metanol 

DPPH 0,40 mM 

- dianalisis profil nodanya menggunakan KLT untuk 

memilih ekstrak yang akan difraksinasi 

- difraksinasi menggunakan kromatografi kolom vakum 

(KKV) 

 

Ekstrak A, B, C, dan D 

Fraksi-fraksi hasil KKV 

- analisis KLT 

- digabungkan fraksi yang memiliki pola noda yang sama 

 
Fraksi gabungan KKV 

- analisis KLT 

- diamati pertumbuhan isolat berupa kristal 

 
Isolatkotor 

- direkristalisasi hingga isolat menjadi murni 

- diuji kemurnian dengan KLT 1 dan 2 dimensi 

 

- diuji fitokimia 

- dikarakterisasi strukturnya secara spektroskopi FT-IR dan 

NMR 

- diuji titik leleh menggunakan melting point 

- diuji antioksidan menggunakan metode DPPH 

Hasil 

Isolat Murni 
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b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Pengukuran Daya Antioksidan Sampel 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dipipet masing-masing sebanyak 0,20; 0,40; 0,80; 1,60; 

dan 3,20 mL ke dalam tabung reaksi yang berbeda 

- Ditambahkan 1 mL DPPH 0,40 mM pada masing-

masing tabung reaksi 

- Ditambahkan metanol hingga masing-masing mencapai 

volume 5 mL 

- Dihomogenkan 

- Didiamkan selama 30 menit di dalam ruangan gelap 

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

maksimum 

- Dicatat hasil pengukuran 

Hasil 

5 mg Sampel 

Sampel 20, 40, 80, 160, 320 ppm 

- Dimasukkan ke dalam gelas kimia 

- Dilarutkan dalam 10 mL metanol 

Sampel 500 ppm 

1 mL DPPH 0,40 mM 

- Dipipet ke dalam tabung reaksi 

- Ditambahkan 4 mL metanol 

- Dihomogenkan 

- Didiamkan selama 30 menit di dalam ruangan gelap 

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 450-550 nm 

- Ditentukan panjang gelombang maksimum 

Data 

Catatan: 

- Sampel yang diuji adalah ekstrak tunggal Padina sp., ekstrak tunggal 

Citrus aurantifolia, ekstrak kombinasi Padina sp. dengan Citrus 

aurantifolia, dan isolat yang berhasil di isolasi dari ekstrak kombinasi, 

serta asam askorbat sebagai pembanding 
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Lampiran 3. Perhitungan 

3.1   Konversi Berat Ekstrak Uji Pendahuluan 

berat awal (a)

berat akhir (a')
= 

hasil awal (b)

hasil akhir (b')
 

a. Padina sp. 

 Jumlah sampel serbuk awal (a)   = 100 g 

 Jumlah ekstrak yang dihasilkan (b)   = 0,30 g 

 Jumlah ekstrak yang dibutuhkan (b’)   = 3 g 

 Jumlah sampel serbuk awal yang dibutuhkan (a’) = 
a x b

'

b
 

        = 
100 x 3

0,30
 

        = 1000 g 

b. Citrus aurantifolia 

 Jumlah sampel serbuk awal (a)   = 100 g 

 Jumlah ekstrak yang dihasilkan (b’)   = 4,89 g 

 Jumlah ekstrak yang dibutuhkan (b’)   = 6 g 

 Jumlah sampel serbuk awal yang dibutuhkan (a’) = 
a x b

'

b
 

        = 
100 x 6

4,89
 

        = 122,69 g 

 

3.2   Persen Rendemen Ekstrak Kombinasi 

%Rendemen (c) = 
berat ekstrak (g) (b)

berat sampel (g) (a)
 x 100% 

a. Ekstrak n-Heksana 

 Berat sampel serbuk kombinasi awal (a)  = 1.122,69 g 

 Berat ekstrak kombinasi yang dihasilkan (b)   = 7,78 g 
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 % Rendemen Ekstrak n-heksana (c)   = 
b

a
 x 100% 

        = 
7,78

1.122,69
 x 100% 

        = 0,69% 

 

b. Ekstrak Etil Asetat 

 Berat sampel serbuk kombinasi awal (a)  = 1.117 g 

 Berat ekstrak kombinasi yang dihasilkan (b)   = 19,03 g 

 % Rendemen Ekstrak etil asetat (c)   = 
b

a
 x 100% 

        = 
19,03

1.117
 x 100% 

        = 1,70% 

 

c. Ekstrak Aseton 

 Berat sampel serbuk kombinasi awal (a)  = 1.109 g 

 Berat ekstrak kombinasi yang dihasilkan (b)   = 7,02 g 

 % Rendemen Ekstrak aseton (c)   = 
b

a
 x 100% 

        = 
7,02

1.109
 x 100% 

        = 0,63% 

 

d. Ekstrak Metanol 

 Berat sampel serbuk kombinasi awal (a)  = 1.100 g 

 Berat ekstrak kombinasi yang dihasilkan (b)   = 16,80 g 

 % Rendemen Ekstrak metanol (c)   = 
b

a
 x 100% 

        = 
16,80

1.100
 x 100% 

        = 1,52% 
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3.3   Persen Rendemen Isolat A1 

 Berat sampel serbuk kombinasi awal (a)  = 1.122,69 g 

 Berat isolat A1 (b)     = 0,54 g 

 % Rendemen isolat A1 (c)    = 
b

a
 x 100% 

        = 
0,54

1.122,69
 x 100% 

        = 0,04% 

 

3.4   Aktivitas Antioksidan 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

Absorbansi Kontrol
 x 100% 

 Persamaan linear diperoleh dari kurva hubungan antara konsentrasi sampel 

dengan persentase aktivitas antioksidan. 

y= ax + b 

 Keterangan: 

 y  = % peredaman DPPH (digunakan 50 untuk mengetahui 50% IC) 

 x = konsentrasi sampel dalam satuan µg/mL  (Nilai IC50) 

 a,b = parameter regresi 

 

3.4.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 0,40 mM 
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3.4.2 Bioaktivitas Antioksidan Ekstrak Tunggal Padina sp. 

a. Ekstrak n-Heksana 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,792 1,85 

2 40 0,748 7,31 

3 80 0,650 19,45 

4 160 0,444 44,98 

5 320 0,061 92,47 

6 Kontrol 0,807 - 

 

 

 

y  = 0,3038x – 4,4532 

50  = 0,3038(IC50) – 4,4532 

IC50 = 
50 + 4,4532

0,3038
 

IC50 = 179,24 µg/mL 

 

b. Ekstrak Etil Asetat 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,705 12,63 

2 40 0,655 18,83 

y = 0,3038x - 4,4532

R² = 0,9998

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150 200 250 300 350A
k
ti

v
it

as
 A

n
ti

o
k
si

d
an

 (
%

)

Konsentrasi (µg/mL)

Ekstrak n-Heksana Padina sp.
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3 80 0,565 29,98 

4 160 0,360 55,39 

5 320 -0,017 102,10 

6 Kontrol 0,807 - 

 

 

 

y  = 0,2989x + 6,7276 

50  = 0,2989(IC50) + 6,7276 

IC50 = 
50 - 6,7276

0,2989
 

IC50 = 144,77 µg/mL 

 

c. Ekstrak Aseton 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,733 9,17 

2 40 0,681 15,61 

3 80 0,592 26,64 

4 160 0,390 51,67 

5 320 0,010 98,71 

6 Kontrol 0,807 - 

 

y = 0,2989x + 6,7276

R² = 0,9998
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y  = 0,2986x + 3,3406 

50  = 0,2986(IC50) + 3,3406 

IC50 = 
50 - 3,3406

0,2986
 

IC50 = 156,26 µg/mL 

d. Ekstrak Metanol 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,721 10,65 

2 40 0,673 16,60 

3 80 0,582 27,88 

4 160 0,378 53,16 

5 320 0,009 98,88 

6 Kontrol 0,807 - 

 

 

y = 0,2986x + 3,3406

R² = 0,9998
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y = 0,2951x + 4,843
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y  = 0,2951x + 4,843 

50  = 0,2951(IC50) + 4,843 

IC50 = 
50 - 4,843

0,2951
 

IC50 = 153,02 µg/mL 

 

3.4.3   Bioaktivitas Antioksidan Ekstrak Tunggal Citrus aurantifolia 

a. Ekstrak n-Heksana 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,776 2,75 

2 40 0,769 3,63 

3 80 0,756 5,26 

4 160 0,749 6,14 

5 320 0,698 12,53 

6 Kontrol 0,798 - 

 

 

 

y  = 0,0311x + 2,2034 

50  = 0,0311(IC50) + 2,2034 

IC50 = 
50 - 2,2034

0,0311
 

IC50 = 1.536,87 µg/mL 

y = 0,0311x + 2,2034

R² = 0,9732
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b. Ekstrak Etil Asetat 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,749 5,78 

2 40 0,722 9,18 

3 80 0,654 17,73 

4 160 0,554 30,31 

5 320 0,374 52,95 

6 Kontrol 0,795 - 

 

 

 

y  = 0,1565x + 3,7841 

50  = 0,1565(IC50) + 3,7841 

IC50 = 
50 - 3,7841

0,1565
 

IC50 = 295,31 µg/mL 

 

c. Ekstrak Aseton 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,756 4,90 

2 40 0,740 6,91 

3 80 0,711 10,56 

y = 0,1565x + 3,7841

R² = 0,9951
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4 160 0,658 17,23 

5 320 0,583 26,66 

6 Kontrol 0,795 - 

 

 

 

y  = 0,0721x + 4,3187 

50  = 0,0721(IC50) + 4,3187 

IC50 = 
50 - 4,3187

0,0721
 

IC50 = 633,58 µg/mL 

 

d. Ekstrak Metanol 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,758 5,01 

2 40 0,746 6,51 

3 80 0,718 10,02 

4 160 0,672 15,78 

5 320 0,579 27,44 

6 Kontrol 0,798 - 

y = 0,0721x + 4,3187

R² = 0,9889
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y  = 0,0746x + 3,7124 

50  = 0,0746(IC50) + 3,7124 

IC50 = 
50 - 3,7124

0,0746
 

IC50 = 620,48 µg/mL 

 

3.4.4   Bioaktivitas Antioksidan Ekstrak Kombinasi Padina sp. dengan Citrus 

aurantifolia (KPC) 

 

a. Ekstrak n-Heksana 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,504 -0,39 

2 40 0,503 -0,19 

3 80 0,502 0,00 

4 160 0,499 0,59 

5 320 0,493 1,79 

6 Kontrol 0,502 - 

 

y = 0,0746x + 3,7124

R² = 0,9993
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y  = 0,0072x – 0,5395 

50  = 0,0072(IC50) – 0,5395 

IC50 = 
50 + 0,5395

0,0072
 

IC50 = 7.019,38 µg/mL 

 

b. Ekstrak Etil Asetat 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,672 2,89 

2 40 0,668 3,46 

3 80 0,658 4,91 

4 160 0,627 9,39 

5 320 0,545 21,24 

6 Kontrol 0,692 - 

 

 

y = 0,0072x - 0,5395

R² = 0,9984
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y  = 0,0621x + 0,6864 

50  = 0,0621(IC50) + 0,6864 

IC50 = 
50 - 0,6864

0,0621
 

IC50 = 794,10 µg/mL 

 

c. Ekstrak Aseton 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,483 1,42 

2 40 0,465 5,10 

3 80 0,452 7,75 

4 160 0,438 10,61 

5 320 0,398 18,77 

6 Kontrol 0,49 - 

 

 

 

y  = 0,0528x + 2,1854 

50  = 0,0528(IC50) + 2,1854 

IC50  = 
50 - 2,1854

0,0528
 

IC50 = 905,58 µg/mL 

 

y = 0,0528x + 2,1854

R² = 0,966
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d. Ekstrak Metanol 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,482 1,63 

2 40 0,477 2,65 

3 80 0,471 3,87 

4 160 0,448 8,57 

5 320 0,395 19,38 

6 Kontrol 0,49 - 

 

 

 

y  = 0,0596x – 0,1616 

50  = 0,0596(IC50) – 0,1616 

IC50 = 
50 + 0,1616

0,0596
 

IC50 = 841,64 µg/mL 

 

3.4.5   Bioaktivitas Antioksidan Isolat A1 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 20 0,868 1,58 

2 40 0,868 1,58 

3 80 0,868 1,58 

y = 0,0596x - 0,1616

R² = 0,9908
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4 160 0,867 1,70 

5 320 0,865 1,92 

6 Kontrol 0,882 - 

 

 

 

y  = 0,0012x + 1,5306 

50  = 0,0012(IC50) + 1,5306 

IC50 = 
50 - 1,5306

0,0012
 

IC50 = 40.391,16 µg/mL 

 

3.4.6   Bioaktivitas Antioksidan Kontrol Positif Vitamin C 

No Konsentrasi 

(μg/mL) 

Absorbansi (A)  

λ = 516 nm 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 

1 2 0,512 36,71 

2 4 0,329 59,33 

3 8 0,133 83,55 

4 16 -0,511 163,24 

5 32 -1,720 312,69 

6 Kontrol 0,882 - 

 

y = 0,0012x + 1,5306

R² = 0,962
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y  = 9,1878x + 17,179 

50  = 9,1878(IC50) + 17,179 

IC50 = 
50 - 17,179

9,1878
 

IC50 = 3,57 µg/mL 

 

  

y = 9,1878x + 17,179

R² = 0,9983
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Lampiran 4. Spektrum FT-IR 
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian 

 

                      

         Pencucian Sampel               Sampel Padina sp.     Sampel Citrus aurantifolia 

 

             

     Pengahalusan dan Pengayakan Sampel         Maserasi Sampel KPC 

 

    

             Penyaringan Hasil Maserasi                       Pemekatan Maserat hingga                     

                                                                                         menjadi Ekstrak 



 

93 

 

     

 Ekstrak n-Heksana   Ekstrak Etil Asetat      Ekstrak Aseton        Ekstrak Metanol 

 

 

Fraksinasi Ekstrak Etil Asetat Kombinasi Padina sp. dengan  Citrus aurantifolia (KPC) 

 

 

  Skrining Fitokimia Ekstrak n-Heksana    Skrining Fitokimia Ekstrak Etil Asetat 

 

 

     Skrining Fitokimia Ekstrak Aseton        Skrining Fitokimia Ekstrak Metanol 
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Uji Aktivitas Antioksidan dengan menggunakan Metode DPPH dan Asam 

Askorbat sebagai Kontrol Positif 
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     Isolat A1 (Asam Palmitat)        Uji Titik Leleh Isolat A1 

 


