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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Determinasi Tanaman 
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Pengambilan Sampel 

Pengeringan 

Simplisia kering 

Uji Skrining Fitokimia 

Ekstraksi maserasi 

Fraksinasi ECC  

Lampiran 2. Proses Pembuatan Ekstrak Daun Pandan Laut 

Disortasi dan dicuci 

Dirajang kecil-kecil 

Alkaloid, flavonoid, 

fenolik, saponin, 

tannin, steroid & 

triterpenoid 

Dipekatkan dengan 

rotary evaporator 

Pelarut metanol 
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Ekstrak kental daun pandan laut dilarutkan 

dengan metanol-air (1:1) 

Dimasukkan ke dalam corong pisah dan 

ditambahkan n-heksana 

Campuran dikocok, didiamkan hingga terbentuk 

dua fase, lalu fase metanol-air dipisahkan 

Dilakukan pengulangan hingga fraksi 

n-heksana bening 

Sisa fraksi metanol-air diekstraksi dengan etil 

asetat lalu kocok hingga pemisahan sempurna 

Fraksi etil asetat kemudian diuapkan 

dengan rotary evaporator hingga 

diperoleh ekstrak kental  

Hasil fraksinasi ini menghasilkan fraksi uji etil 

asetat (semipolar) 

Lampiran 3. Proses Fraksinasi Daun Pandan Laut 
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Sterilisasi alat menggunakan autoklaf 

dengan suhu 121℃ selama 15 menit 

Pembuatan media Nutrient agar 

Peremajaan Bakteri diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37℃ 

Pembuatan standar McFarland dan pembuatan 

suspensi bakteri uji 

Sampel yang digunakan berupa fraksi etil asetat 

daun pandan laut pada konsentrasi 200 µg/disk. 

Dengan kontrol positif kloramfenikol 30 µg/disk 

dan kontrol negatif DMSO 10% 

Pembuatan kontrol negatif dan 

larutan uji 

Pengujian aktivitas antibakteri 

Media NA yang sudah 

ditambahkan dibiarkan 

mengeras. Beri label pada 

masing-masing pengujian 

Teteskan fraksi uji 

ke paper disk lalu 

letakkan ke cawan, 

serta kontrol – dan + 

Pengujian diulang 

sebanyak tiga kali. 

Diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 

37℃. Amati dan 

ukur zona beningnya 

menggunakan 

jangka sorong. 

Lampiran 4. Uji Antibakteri Fraksi Ekstrak Daun Pandan Laut 
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Pembuatan konsentrasi 200 µg/disk: 

1 mg = 1.000 µg 

1 mL = 1.000 µL 

1 disk = 10 µL 

200 µg/disk = 20 mg/mL (dikonversikan) 

20 mg/mL = 
20.000 µg

1.000 µL
  

Maka, 
20.000 µg

1.000 µL
 : 100 = 

200 µg

10 µL
 

Maka, timbang 20 mg ekstrak fraksi daun pandan laut dan larutkan dalam 

1 mL DMSO 10%. 

Ekstrak diambil sebanyak 10 µL (perdisk = 200 µg/disk). 

 

 

 

 

 

Lampiran 5. Perhitungan Konsentrasi Fraksi 
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Berat sampel awal daun Pandan Laut: 5 kg (5.000g) 

Berat simplisia kering: 500g 

Berat ekstrak kental: 54g 

%Rendemen =
Bobot ekstrak yang diperoleh

Bobot simplisia
 × 100% 

           =
54𝑔

500𝑔
 × 100%  

= 10,8% 

 

 

 

Lampiran 6. Perhitungan Rendemen Ekstraksi Daun Pandan Laut 
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Lampiran 7. Sertifikat Bakteri Escherichia coli 
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Lampiran 8. Sertifikat Bakteri Staphylococcus aureus 
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Lampiran 9. Sertifikat Chloramphenicol 
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Lampiran 10. COA n-heksana 
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Lampiran 11. COA Etil Asetat 

 



76 

  

Lampiran 12. COA metanol 
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Lampiran 13. Ethical Clearance 
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Lampiran 14. Proses Peremajaan Bakteri 

  

Bakteri Escherichia coli Bakteri Staphylococcus aureus 
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Lampiran 15. Uji Skrining Fitokimia 

No Golongan 

Senyawa 

Hasil Ket Gambar 

1. Alkaloid Tidak ada reaksi 

endapan 

jingga/putih 

- 

 

2. Flavonoid Terbentuk lapisan 

warna kuning, 

oren atau merah 

+ 

 

3. Fenolik Perubahan warna 

biru tua/hijau 

kehitaman 

+ 

 

4.  Saponin Busa Stabil + 
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No Golongan 

Senyawa 

Hasil Ket Gambar 

5. Tanin Tidak terjadi 

denaturasi protein 

- 

 

6.  Steroid & 

Triterpenoid 

Perubahan warna 

ungu-biru 

+ 
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Lampiran 16. Proses Kegiatan 

   

Pengambilan sampel Penimbangan serbuk 

daun segar untuk uji 

skrining fitokimia 

Pengeringan daun 

pandan laut 

   

Proses maserasi sampel Rotary evaporator 

maserat yang diperoleh 

Fraksinasi 

 
  

Autoklaf Hasil sterilisasi alat Sterilisasi media NA 
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Pembandingan Mc 

farland dengan suspensi 

bakteri 

Proses pengambilan 

larutan uji 

Hasil uji antibakteri 
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Lampiran 17. Kontrol positif dan Kontrol negatif 

  

Kontrol positif (Kloramfenikol 30 

µg/disk) 

Kontrol negatif (DMSO 10%) 
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Lampiran 18. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Escherichia coli 

   

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

 

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Staphylococcus aureus 

   

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
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Lampiran 19. Analisis Data E. coli dan S. aureus 

1. Uji Normalitas (Shapiro-Wilk) 

 

• Hipotesis nol (H0) = Data terdistribusi normal (p atau sig. >0,05) 

• Hipotesis alternatif (Ha) = Data tidak terdistribusi normal (p atau sig. < 

0,05) 

• Data yang diperoleh pada kedua bakteri uji memiliki nilai signifikan 

>0,05, sehingga Ha ditolak, artinya data yang didapatkan terdistribusi 

normal 

 

2. Uji Homogenitas (Levene’s Test) 

 

• Hipotesis nol (H0) = Data varians antar kelompok perlakuan homogen 

(sig. >0,05). 

• Hipotesis alternatif (Ha) = Data varians antar kelompok perlakuan 

heterogen (p atau sig. < 0,05). 

• Data yang diperoleh pada based on mean terhadap bakteri uji E. coli 

menunjukkan nilai sig (.009) dan terhadap bakteri uji S. aureus (.036), 

sehingga H0 ditolak, artinya varians antar kelompok perlakuan heterogen 

(<0,05).   
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3. Uji Robust Analysis of Variance (ANOVA) 

 

• H0 = Tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan 

terhadap bakteri E. coli dan S. aureus 

• Ha= Terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan 

terhadap bakteri E. coli dan S. aureus 

• Data yang dihasilkan terhadap kedua bakteri uji menunjukkan terdapat 

perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan, sehingga H0 ditolak. 

 

4. Uji lanjut Games-Howell Post Hoc Test 

 

• H0 = Tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada diameter zona 

hambat antara dua kelompok perlakuan yang dibandingkan secara 

berpasangan.  

• Ha= Terdapat perbedaan yang signifikan pada diameter zona hambat 

antara dua kelompok perlakuan yang dibandingkan secara berpasangan. 

• Berdasarkan hasil uji lanjut pada data di atas, seluruh nilai signifikan 

(Sig.) antar kelompok perlakuan menunjukkan nilai <0,05, sehingga H0 

ditolak dan Ha diterima untuk semua pasangan. 


