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LAMPIRAN 
 

Lampiran 1 
 

Skema Kerja  
 
 

Herba Sambiloto  

 
- Disortasi basah dan dicuci 

dengan air mengalir 

- Dipotong-potong kecil dan 
dikeringkan dalam oven 
simplisia selama 3 hari  

- Disortasi kering 
 

Herba Sambiloto Kering 

 

- Dimaserasi dengan etanol 
96% selama 3 hari  

- Disaring 
 

Ekstrak Cair 
 

Diuapkan dengan rotary evaporator 

 

Ekstrak Kental 
 
 

Fraksinasi dengan n-heksan, etil asetat,  
dan air 

 

          

Fraksi   Fraksi   Fraksi 

n-Heksan   Etil Asetat   Air 
          

          

     Uji Penghambatan Biofilm 
          

    Persentase     
    Penghambatan     

    Biofilm     
          

          

    Analisis Data     
          

          

    Pembahasan     
          

          

    Kesimpulan     
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Skema Kerja Uji Pembentukan dan Penghambatan Biofilm   
Larutan stok 

20 %  
 

1) Dimasukkan  100 µL  
suspensi bakteri 
ke dalam microplate  

 
0,25 mL   
Ad 1 mL  

 
 

 

Suspensi bakteri 
setara dengan 0,5 
McFarland  

 
 
 
 
 

 
5 % 

 
 
 

 

2) Diambil 20 µL,  
40 µL, dan 80 µL 
dari tiap fraksi  

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  11  12 
 

A  

B  

C  

D  

E  

F   

G  

H  

 

 

 

3) Cukupkan volume hingga 200 µL 
 

4) Microplate diinkubasi 
pada suhu 37oC 

Medium NB steril selama 2 x 24 jam  
5) Dibilas dengan air 

sebanyak tiga kali  
 

 

Ket : 
 

 : Fraksi Heksan 
 

 : Fraksi Etil Asetat 
 

 : Fraksi Air 
 

 : Kontrol Positif 
 

 : Kontrol Negatif 
 

 : Kontrol Medium 
 

 : Kontrol Pelarut 

 

Lapisan Biofilm  

 
6) Ditambahkan 250 µL 

larutan kristal violet 0,1%  
7) Inkubasi 15 menit, larutan 

kristal violet dibuang, 
dibilas dengan air  

8) Microplate diisi dengan 250 µL 
larutan asam asetat 30%  

9) Diukur menggunakan 
microplate reader dengan 
panjang gelombang 515 nm  

10) Dihitung persentase 

penghambatan biofilmnya 

 

Persentase  
Penghambatan Biofilm 
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Lampiran 2 
 

Hasil Pengukuran 
 

Tabel 3. Hasil pengukuran nilai absorbansi biofilm Escherichia coli dari fraksi n-
heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air herba Sambiloto pada panjang gelombang 
515 nm 

 

Sampel Uji 
Konsentrasi  Nilai Absorbansi  

(%) I II III  

Fraksi 
0,5 0,129 0,129 0,129 

1 0,110 0,112 0,100 
Heksan 

2 0,098 0,084 0,087  

Fraksi 
0,5 0,102 0,102 0,102 

1 0,078 0,102 0,084 
Etil Asetat 

2 0,073 0,076 0,073  

Fraksi 
0,5 0,142 0,146 0,130 

1 0,133 0,132 0,125 
Air 

2 0,090 0,100 0,095  

Kontrol Positif 0,05 0,063 0,060 0,061 
     

Kontrol Negatif  0,098 0,098 0,098 
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Lampiran 3 
 

Perhitungan 
 

 

A. Rendemen 
berat ekstrak 

Rendemen = berat simplisia 100%   
Berat simplisia herba Sambiloto : 200 g 

 

Berat ekstrak etanol : 11,76 g 
11,76 g 

Rendemen =  200 g 100%  
= 5,88 % 

berat fraksi 
Rendemen = berat ekstrak x 100%  

 

Berat ekstrak yang digunakan untuk proses fraksinasi : 10 g 
 

Berat fraksi n-heksan : 1,19 g 
1,19 g 

Rendemen =  10 g x 100%  
= 11,90 % 

 

 

Berat fraksi etil asetat : 4,58 g 
4,58 g 

Rendemen =  10 g x 100%  
= 45,80 % 

 

 

Berat fraksi air : 2,57 g 
2,57 g 

Rendemen =  10 g 100%  
= 5,88 % 
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B. Nilai Rf 
jarak yang ditempuh noda 

Rf =
 jarak yang ditempuh eluen 

x 100%  
 

Jarak yang ditempuh eluen = 5 cm 
 

Eluen n-heksan : etil asetat (1:1) 
 

Jarak noda fraksi n-heksan = 4 cm; 4,2 cm; 4,5 cm; dan 4,8 cm 

 4 cm    4,2 cm  

Rf = 

 

x 100% Rf = 

   

x 100% 5 cm  5 cm 

= 0,8   = 0,84   

Rf = 

4,5 cm 

x 100% Rf = 

4,8 cm 

x 100% 
    

5 cm  5 cm 

= 0,9   = 0,96   

 

Jarak noda fraksi etil asetat = 1 cm 
1 cm 

Rf = 5 cm x 100%  
= 0,2 

 

Eluen metanol : kloroform (1:9) 
 

Jarak noda fraksi n-heksan = 4 cm dan 4,5 cm 

 4 cm  4,5 cm  

Rf = 

 

x 100% Rf = 

 

x 100% 5 cm 5 cm 

= 0,8  = 0,9  

 

Jarak noda fraksi etil asetat = 2,7 cm 
2,7 cm 

Rf =  5 cm x 100%  
= 0,54 
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C. Persentase Penghambatan Biofilm Escherichia coli 
 

Tabel 4. Hasil perhitungan persentase penghambatan biofilm Escherichia coli dari 
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air herba Sambiloto 

 

Sampel Konsentrasi Persentase Penghambatan Biofilm (%) Rata-rata 

Uji (%) I II III ± SD 

Fraksi 
0,5 -31,63 -31,63 -31,63 -31,63 ± 0,00 

1 -12,24 -14,28 -2,04 -9,52 ± 6,56 
n-Heksan 

2 0 14,28 11,02 8,50 ± 7,48  

Fraksi 0,5 -4,08 -4,08 -4,08 -4,08 ± 0,00 
Etil 1 20,41 -4,08 14,28 10,20 ± 12,74 

Asetat 2 25,51 22,45 25,51 24,49 ± 1,77 

Fraksi 
0,5 -44,89 -48,98 -32,65 -42,17 ± 8,50 

1 -35,71 -34,69 -27,55 -32,65 ± 4,45 
Air 

2 8,16 -2,04 3,06 3,06 ± 5,10  

Kontrol 
0,05 35,71 38,77 37,75 37,41 ± 1,59 

Positif      

 

A kontrol negatif : 0,098 
 

Perhitungan : 
 

% P = Akontrol negatif − Asampel uji 100% Akontrol negatif  
Fraksi n-Heksan 

 

0,5% 

% P = 
0,098 – 0,129 

x 100% %P =  0,098 – 0,129 
x 100% %P = 

0,098 – 0,129 
x 100% 

0,098 0,098 0,098       

= −31,63%  = −31,63% = −31,63% 

1%          

% P = 
0,098 – 0,110 

x 100% %P =  0,098 – 0,112 
x 100% %P = 

0,098 – 0,100 
x 100% 

0,098 0,098 0,098       

= −12,24%  = −14,28% = −2,04% 

2%          

% P = 
0,098 – 0,098 

x 100% %P =  0,098 – 0,084 
x 100% %P = 

0,098 – 0,087 
x 100% 

0,098 0,098 0,098       

= 0%  = 14,28%  = 11,22%  
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Fraksi Etil Asetat 
 

0,5% 

% P = 
0,098 – 0,102 

x 100% %P =  0,098 – 0,102 
x 100% %P = 

0,098 – 0,102 
x 100% 

0,098 0,098 

 

0,098 

 

         

= −4,08% = −4,08% = −4,08% 

1%             

% P = 
0,098 – 0,078 

x 100% %P =  0,098 – 0,102 
x 100% %P = 

0,098 – 0,084 
x 100% 

0,098 0,098 

 

0,098 

 

         

= 20,41%  = −4,08% = 14,28%   

2%             

% P = 0,098 – 0,073 x 100% %P =  0,098 – 0,76 x 100% %P = 0,098 – 0,073 x 100% 

0,098 0,098 

 

       0,098   

= 25,51%  = 22,45%   = 25,51%   

Fraksi Air           

0,5%             

% P = 0,098 – 0,142 x 100% %P =  0,098 – 0,146 x 100% %P = 0,098 – 0,130 x 100% 

0,098 

   

   0,098     0,098   

= −44,89%  = −48,98% = −32,65% 

1%             

% P = 0,098 – 0,133 x 100% %P =  0,098 – 0,132 x 100% %P = 0,098 – 0,125 x 100% 

0,098 

   

   0,098     0,098   

= −35,71%  = −34,69% = −27,55% 

2%             

% P = 0,098 – 0,090 x 100% %P =  0,098 – 0,100 x 100% %P = 0,098 – 0,095 x 100% 

0,098 

   

   0,098     0,098   

= 8,16%  = −2,04% = 3,06%   

Kontrol Positif           

% P = 0,098 – 0,063 x 100% %P =  0,098 – 0,060 x 100% %P = 0,098 – 0,061 x 100% 

0,098 

   

   0,098     0,098   

= 35,71%  = 38,77%   = 37,75%   
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D. Data Statistik  
Tabel 5. Hasil ANOVA One Way persentase penghambatan biofilm Escherichia coli 

dari fraksi n-heksan herba Sambiloto  
 

Data Summary   
Groups N Mean Std. Dev. Std. Error 
Negative 3 0 0 0 

control     

0.5% 3 -31.63 0 0 

1.0% 3 -9.52 6.5577 3.7861 

2.0% 3 8.5 7.5185 4.3408 

Positive 3 37.41 1.5581 0.8996 

control      

ANOVA Summary   
Source Degrees of Sum of Mean F-Stat P-Value 

 Freedom Squares Square   

 DF SS MS   
Between 4 7674.9416 1918.7354 94.093 0 
Groups    5  

Within 10 203.9179 20.3918   

Groups      

Total: 14 7878.8595    

 

Tabel 6. Hasil ANOVA One Way persentase penghambatan biofilm Escherichia coli 

dari fraksi etil asetat herba Sambiloto  
 

Data Summary   
Groups N Mean Std. Dev. Std. Error 
Negative 3 0 0  0 

control      

0.5% 3 -4.08 0  0 

1.0% 3 10.2033 12.7438  7.3576 

2.0% 3 24.49 1.7667  1.02 

Positive 3 37.41 1.5581  0.8996 

control      

  ANOVA Summary   

Source Degrees of Sum of Mean F-Stat P-Value 

 Freedom Squares Square   

 DF SS MS   
Between 4 3583.7642 895.941 26.6723 0 
Groups      

Within 10 335.9067 33.5907   

Groups      

Total: 14 3919.6709    

https://goodcalculators.com/standard-deviation-calculator/
https://goodcalculators.com/standard-error-calculator/
https://goodcalculators.com/standard-deviation-calculator/
https://goodcalculators.com/standard-error-calculator/
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Tabel 7. Hasil ANOVA One Way persentase penghambatan biofilm Escherichia coli 

dari fraksi air herba Sambiloto  
 

Data Summary   
Groups N Mean Std. Dev. Std. Error 
Negative 3 0 0 0 

control     

0.5% 3 -42.1733 8.4972 4.9059 

1.0% 3 -32.65 4.4461 2.5669 

2.0% 3 3.06 5.1 2.9445 

Positive 3 37.41 1.5581 0.8996 

control      

ANOVA Summary   
 Source Degrees of Sum of Mean F-Stat P-Value 

  Freedom Squares Square   

  DF SS MS   
 Between 4 12052.3548 3013.0887 125.1201 0 
 Groups      

 Within 10 240.8158 24.0816   

 Groups      

 Total: 14 12293.1705    

https://goodcalculators.com/standard-deviation-calculator/
https://goodcalculators.com/standard-error-calculator/
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Lampiran 4 
 

Dokumentasi Penelitian  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(a) (b) (c) 

 

Gambar 11. Hasil fraksinasi ekstrak etanol herba Sambiloto. (a) Fraksi n-heksan, (b) 

Fraksi etil asetat, (c) Fraksi air  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(a) (b) 
 

Gambar 12. Hasil pengujian pembentukan dan penghambatan biofilm Escherichia 

coli pada microplate (a) Setelah inkubasi, (b) Setelah penambahan larutan kristal 

violet 0,1 % dan larutan asam asetat 30% 
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Lampiran 5 
 

Kunci Determinasi Tanaman  
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Keterangan : 
 

1.b. Tumbuh-tumbuhan dengan bunga sejati, sedikit-dikitnya dengan 

benang sari atau putik. Tumbuh-tumbuhan berbunga…………….2 
 

2.b. Tiada alat pembelit. Tumbuh-tumbuhan dapat juga memanjat atau 

membelit (dengan batang, poros daun atau tangkai daun).…….…3 
 

3.b. Daun tidak berbentuk jarum ataupun tidak terdapat dalam berkas 

tersebut di atas.………………………………………………………….4 
 

4.b. Tumbuh-tumbuhan tidak menyerupai bangsa rumput. Daun dan 

(atau) bunga berlaian dengan yang diterangkan di atas ………….6 
 

6.b. Dengan daun yang jelas ………………………………………………7 
 

7.b. Bukan tumbuh-tumbuhan bangsa palem atau yang 

menyerupainya………………………………………………………….9 
 

9.a. Tumbuh-
tumbuhan tidak

 memanjat
 atau

 membelit1)

 (golongan  

4)…………………………………………………………………….......41 
 

41.b. Tumbuh-tumbuhan tidak memanjat dengan akar udara. Daun tidak 

silindris………………………………………………………..…….…..42 
 

42.b. Tumbuhan tidak demikian…………………………………………….43 
 

43.a. Daun berhadapan atau dalam karangan ………………………… .44 
 

44.b. Daun tunggal ….....…………………………………………………….45 
 

45.a. Daun bertulang melengkung atau menjari, yaitu: pasangan tulang 

daun yang paling bawah menuju ke dekat atau sampai pada ujung 

daun ………………………………………………………………….....46 
 

46.b. Bunga tidak merupakan bunga bongkol demikian dengan 
 

pembalut………………………………………………………………...47 
 

47.b. Tulang daun tidak dihubungkan oleh banyak urat daun yang 
 

sejajar . Bunga tidak berupa bulir. Tajuk bunga tumbuh 
 

berlekatan, berwarna menyala……………………………Acanthaceae 


