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Lampiran 1. Bagan alir penelitian 

 

Uji Bioaktivitas Antibakteri 

dengan Menggunakan 

Metode Difusi Cakram 

 

Preparasi Sampel Alga Coklat 

Padina sp. dan Jeruk Nipis 

Citrus aurantifolia 

Ekstraksi Sampel Padina sp., dan Citrus aurantifolia dengan 

Pelarut n-heksana. Ekstraksi Sampel Kombinasi 

Menggunakan Metode Maserasi Bertingkat dengan Pelarut  

n-heksana, Etil Asetat, Aseton, dan Metanol 

Skrining Fitokimia Analisis KLT 

Fraksinasi Menggunakan 

KKV  

Rekristalisasi 

Senyawa Murni 

Identifikasi Senyawa : 

- Skrining Fitokimia 

- Analisis Struktur dengan 

Spektroskopi (FTIR, 
1
H-NMR, 

13
C-NMR, HSQC,dan HMBC) 

Uji Bioaktivitas 

Antibakteri dengan 

Menggunakan 

Metode Difusi 

Cakram 
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Lampiran 2. Bagan prosedur penelitian  

1.   Pembuatan Reagen 

a. Reagen Dragendroff 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Reagen Mayer 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Reagen Wagner 

 

 

 

 

 

 

 

 

1,3 g Merkuri (II) Klorida 5 g KI 

- Dituangkan larutan A ke dalam larutan B 

- Dienceran dengan akuades hingga volume 100 mL 

Hasil 

- Dilarutkan dengan akuades 

hingga 60 mL (Larutan A) 

- Dilarutkan dengan akuades 

higga 10 mL (Larutan B) 

4 g KI 

- Dilarutkan secara perlahan dalam gelas kimia 100 mL 

dengan akuades hingga larut sempurna 

- Ditambahkan 2 g I2 sedikit demi sedikit 

- Dihomogenkan 

- Ditepatkan volumenya hingga tanda batas 

- Dihomogenkan 

Hasil 

- Dilarutkan dengan 

akuades hingga 50 mL 

- Didiamkan hingga 

larutan jernih 

- Dilarutkan dengan HNO3 

pekat hingga 20 mL 

0,8 g Bismut (III) Nitrat 27,2 g KI 

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL 

- Dihimpitkan dengan akuades hingga tanda batas 

- Dihomogenkan 

Hasil 
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2.   Preparasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.   Ektraksi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alga coklat Padina sp. 

- Dicuci hingga bersih 

- Dikering-anginkan 

- Dipotong kecil-kecil 

- Dihaluskan dengan blender 

- Diayak dengan ayakan 60 mesh 

Sampel serbuk 

Padina sp. 

Jeruk nipis Citrus aurantifolia 

- Dicuci hingga bersih 

- Dipotong tipis-tipis 

- Dikering-anginkan 

- Dihaluskan dengan blender 

- Diayak dengan ayakan 60 mesh 

Sampel serbuk 

Citrus aurantifolia 

- Diuapkan pelarutnya dengan 

rotary evaporator 

Ekstrak n-heksana kombinasi  

- Dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup 

- Dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana  selama 

1x24 jam beberapa kali  

- Disaring menggunakan corong Buchner 

Filtrat  Residu 

100 g serbuk alga coklat Padina sp. 

Catatan: 

- Dilakukan proses remaserasi sambil dipantau melalui KLT 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap serbuk Citrus aurantifolia 
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4.   Skrining Fitokimia 

a. Uji Alkaloid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

- Dimasukkan ke dalam 3 tabung reaksi 

berbeda 

Tabung 1 Tabung 3 Tabung 2 

- Ditambahkan 3 tetes 

reagen dragendorff 

- Ditambahkan 3 tetes 

reagen mayer 

- Ditambahkan 3 tetes 

reagen wagner 

Hasil 3 Hasil 2 Hasil 1 

- Diuapkan pelarutnya dengan 

rotary evaporator 

Ekstrak n-heksana kombinasi  

1 kg serbuk alga coklat 

Padina sp. 

500 g serbuk jeruk nipis  

Citrus aurantifolia 

- Dicampurkan 

- Dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup 

- Dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana  selama 

1x24 jam beberapa kali  

- Disaring menggunakan corong Buchner 

Filtrat  Residu 

Catatan: 

- Dilakukan proses remaserasi sambil dipantau melalui KLT 

- Residu dimaserasi kembali dengan prosedur yang sama tetapi menggunakan 

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

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol  
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b. Uji Flavonoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Uji Tanin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

d. Uji Terpenoid/Steroid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

 
- Ditambahkan 1 mL kloroform 

- Ditambahkan 0,5 mL anhidrida asetat 

- Ditambahkan 2 mL H2SO4  

Hasil 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol  

-  

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

 
- Ditambahkan 1 mL FeCl3 10% 

 
Hasil 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol  

-  

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

 

- Ditambahkan 0,05 g serbuk Mg 

- Ditambahkan beberapa tetes larutan HCl pekat 

Hasil 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol. 

-  
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e. Uji Saponin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

f. Uji Kumarin 

  

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

 
- Ditambahkan akuades (1:1) 

- Dikocok kuat selama 15 menit 

- Ditambahkan 3 tetes HCl 1 N 

Hasil 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol  

-  

Ekstrak n-heksana kombinasi sebanyak 1 mL  

 
- Dimasukkan ke dalam cawan penguap 

- Diuapkan sampai kering 

- Dilarutkan dalam 10 mL air panas 

- Didinginkan dan dibagi  ke dalam 2 

tabung reaksi 

Hasil 1 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak kombinasi fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol  

-  

Tabung 1 Tabung 2 

- Ditambahkan 0,5 mL NH4OH 10% 

- Diamati di bawah lampu UV long 

wave 

- Diamati di bawah 

lampu UV long wave 

Hasil 2 
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5.   Pemurnian dan Identifikasi Senyawa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dianalisis KLT 

- Difraksinasi menggunakan kromatografi kolom vakum (KKV) 

 

Ekstrak n-heksana Kombinasi 

Fraksi-fraksi Hasil KKV 

- Dianalisis KLT 

- Digabungkan fraksi yang memiliki kemiripan noda  

 
Fraksi Gabungan KKV 

- Diamati pertumbuhan isolat berupa kristal 

- Direkristalisasi hingga kristal menjadi murni 

- Diuji kemurnian dengan KLT dan uji titik leleh 

-  

Fraksi 8 

- Dianalisis KLT 

 
Kristal Kotor 

- Diuji Fitokimia 

- Dikarakterisasi dengan menggunakan spektrometer FT-IR 

dan NMR 1,2-D 

- Diuji titik leleh menggunakan melting point 

- Diuji antibakteri menggunakan metode difusi cakram 

Hasil 

Isolat Murni 
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6.   Uji Bioaktivitas Antibakteri 

a. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA) Miring 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Pembuatan Media Muller Hinton Agar (MHA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Peremajaan Bakteri Uji E. coli dan S. aureus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14 g Nutrient Agar (NA) 

- Dilarutkan menggunakan akuades steril hingga 500 mL  

- Dipanaskan hingga homogen 

 

Media Nutrient Agar (NA) Miring  

Kultur Murni E. coli 

- Diinokulasi pada media Nutrient Agar (NA) Miring 

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C 

Suspensi Koloni Uji E. coli 

Media Nutrient Agar (NA) Cair  

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit dan tekanan 1 atm 

- Dituang 5 mL secara aseptis ke dalam tabung reaksi 

- Dibiarkan memadat dalam posisi miring 

19 g Muller Hinton Agar (MHA) 

 
- Dilarutkan menggunakan akuades steril hingga 500 mL 

- Dipanaskan hingga homogen 

 

Media Muller Hinton Agar (MHA) 

 

Media Muller Hinton Agar (MHA) Cair  

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit dan tekanan 1 atm 

- Dituang 25 mL secara aseptis ke dalam cawan petri 

- Dibiarkan memadat  

Catatan: 

 - Dilakukan prosedur yang sama terhadap kultur  murni S. aureus 

 

-  
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d. Pengujian Antibakteri Menggunakan Metode Cakram 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Diletakkan secara aseptis kertas cakram yang 

sebelumnya telah dicelupkan ke dalam ekstrak                  

n-heksana kombinasi 50% 

- Dikering-anginkan pada suhu ruang  

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C 

- Diukur zona bening yang terbentuk menggunakan 

jangka sorong 

-  
Hasil 

Suspensi Koloni Uji E. coli 

Media Muller Hinton Agar (MHA) Berisi Bakteri Uji E. coli 

- Dimasukkan satu ose ke dalam tabung reaksi yang berisi 

5 mL NaCl fisiologis 

- Dihomogenkan 

-  Suspensi Bakteri  

- Diinokulasi pada media Muller Hinton Agar (MHA) 

sebanyak 0,1 mL 

- Diratakan dengan hockey stick 

- Dibiarkan mengering 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap suspensi koloni S. aureus. 

- Dilakukan prosedur yang sama terhadap ekstrak n-heksana Padina sp., 

ekstrak n-heksana Citrus aurantifolia, ekstrak kombinasi (fraksi etil asetat, 

aseton, dan metanol) masing-masing dengan konsentrasi 50%, kontrol 

negatif (n-heksana, etil asetat, aseton, dan metanol) p.a., kontrol positif 

(ciprofloxacin), dan isolat yang berhasil diisolasi. 
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Lampiran 3. Perhitungan persentase rendemen ekstrak kombinasi 

 A. Persentase Rendemen Ekstrak n-heksana Kombinasi 

Berat cawan kosong (A)  = 34,1619 g  

Berat cawan kosong + ekstrak pekat (B) = 51,2118 g  

Berat ekstrak pekat  = B - A  

= (51,2118 - 34,1619) g  

= 17,0499 g 

%Rendemen   = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 x 100% 

   = 
17,0499 g 

1500 g
 x 100% 

   = 1,14% 
 

B. Persentase Rendemen Ekstrak Etil Asetat Kombinasi 

Berat cawan kosong (A)  = 51,3521 g  

Berat cawan kosong + ekstrak pekat (B) = 74,5434 g  

Berat ekstrak pekat  = B - A  

= (74,5434 - 51,3521) g  

= 23,1913 g 

%Rendemen   = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 x 100% 

   = 
23,1913 g 

1500 g
 x 100% 

   = 1,55% 
 
C. Persentase Rendemen Ekstrak Aseton Kombinasi 

Berat cawan kosong (A)  = 31,5836 g  

Berat cawan kosong + ekstrak pekat (B) = 45,2497 g  

Berat ekstrak pekat  = B - A  

= (45,2497 - 31,5836) g  

= 13,6661 g 

%Rendemen   = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 x 100% 

   = 
13,6661 g 

1500 g
 x 100% 

   = 0,91% 
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D. Persentase Rendemen Ekstrak Metanol Kombinasi 

Berat cawan kosong (A)  = 57,3260 g  

Berat cawan kosong + ekstrak pekat (B) = 99,2751 g  

Berat ekstrak pekat  = B - A  

= (99,2751 - 57,3260) g  

= 41,9491 g 

%Rendemen   = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 x 100% 

   = 
41,9491 g 

1500 g
 x 100% 

   = 2,79% 
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Lampiran 4. Perhitungan pembuatan larutan untuk untuk pengujian antibakteri 

 

A. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak n-heksana Citrus aurantifolia 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  

 

Jadi, larutan ekstrak n-heksana Citrus aurantifolia 50% dibuat dengan 

melarutkan 2,5 g ekstrak n-heksana Citrus aurantifolia dengan pelarut             

n-heksana p.a hingga volume 5 mL. 

B. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak n-heksana Padina sp. 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  
 

Jadi, larutan ekstrak n-heksana Padina sp. 50% dibuat dengan melarutkan      

2,5 g ekstrak n-heksana Padina sp. dengan pelarut n-heksana p.a hingga 

volume 5 mL. 

C. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak n-heksana Kombinasi 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  
 

Jadi, larutan ekstrak n-heksana kombinasi 50% dibuat dengan melarutkan 2,5 g 

ekstrak n-heksana kombinasi dengan pelarut n-heksana p.a hingga volume         

5 mL. 

D. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat Kombinasi 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  
 

Jadi, larutan ekstrak etil asetat kombinasi 50% dibuat dengan melarutkan 2,5 g 

ekstrak etil asetat kombinasi dengan pelarut etil asetat p.a hingga volume 5 mL. 
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E. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak Aseton Kombinasi 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  
 

Jadi, larutan ekstrak aseton kombinasi 50% dibuat dengan melarutkan 2,5 g 

ekstrak aseton kombinasi dengan pelarut aseton p.a hingga volume 5 mL. 

 

F. Pembuatan 5 mL Larutan Ekstrak Metanol Kombinasi 50% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               50% (g/mL) = 
berat sampel 

5 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 2,5 g  
 

Jadi, larutan ekstrak metanol kombinasi 50% dibuat dengan melarutkan 2,5 g 

ekstrak metanol kombinasi dengan pelarut metanol p.a hingga volume 5 mL. 

G. Pembuatan 1 mL Larutan Isolat 1 1% 

Konsentrasi Larutan (% b/v) = 
berat sampel (g)

volume larutan (mL)
 x 100% 

                               1% (g/mL) = 
berat sampel 

1 mL
 x 100% 

                      Berat sampel = 0,01 g = 10 mg  
 

Jadi, larutan isolat 1 1% dibuat dengan melarutkan 10 mg isolat 1 dengan 

pelarut metanol p.a hingga volume 1 mL. 
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Lampiran 5. Spektrum FT-IR Isolat 1   
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Lampiran 6. Spektrum 
13

C-NMR Isolat 1 
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Lampiran 7. Spektrum 
1
H-NMR Isolat 1 
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Lampiran 8. Spektrum HSQC Isolat 1 
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Lampiran 9. Spektrum HMBC Isolat 1 
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Lampiran 10. Daya hambat sampel uji terhadap bakteri uji 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

A = Ekstrak n-heksana Padina sp. 50%  

B = Ekstrak n-heksana Citrus aurantifolia 50% 

C = Ekstrak n-heksana kombinasi 50% 

D = Ekstrak etil asetat kombinasi 50% 

E = Ekstrak aseton kombinasi 50% 

F = Ekstrak metanol kombinasi 50% 

G = Pelarut n-heksana p.a. (kontrol negatif) 

H = Pelarut etil asetat p.a. (kontrol negatif) 

I = Pelarut aseton p.a. (kontrol negatif) 

J = Pelarut metanol p.a. (kontrol negatif) 

K = Ciprofloxacin (kontrol positif) 

L = 5,7-dimetoksikumarin 1% 

  

(F) 

(A) 

(K) 

(E) 

(B) 

(D) 

(F) 

(A) 

(C) 

(K) 

(E) 

(B) 

(D) 

(I) 

(H) 

(J) 

(L) 

(G) 

(H) 

(G) 

(J) 

(I) (L) 

E. coli 

E. coli S. aureus 

S. aureus 

(C) 
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitan 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

 

 

 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sampel Padina sp. Sampel Citrus aurantifolia 

Proses Destilasi Pelarut Proses Maserasi 

Proses Penyaringan  Proses Evaporasi Ekstrak 
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Ekstrak n-heksana 

Uji Fitokimia Ekstrak 

Maserat Masing-masing Fraksi  
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Proses KKV 

Isolat 1 

Fraksi F8 Uji Melting Point 


