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LAMPIRAN 
 

Lampiran 1. Proses Pembuatan Ekstrak Daun Setebal 

 

Pengambilan Sampel

Pengeringan

Simplisia serbuk

Ekstraksi

Fraksinasi

Uji Skrining Fitokimia

Disortasi dan dicuci 

Dipotong kecil-kecil 

Dihaluskan 

Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, 

tanin, triterpenoid, dan steroid 

Dimaserasi dengan pelarut metanol 
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Lampiran 2. Proses Fraksinasi Daun Setebal   

 

Ekstrak kental daun Setebal dilarutkan dengan 
pelarut metanol:air (1:1) 

Dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambahkan n-
heksan

Campuran dikocok, didiamkan hingga terbentuk dua fase, lalu fase 
metanol:air dipisahkan

Sisa fraksi metanol:air diekstraksi dengan etil asetat lalu 
dikocok hingga pemisahan sempurna

Hasil fraksinasi ini menghasilkan tiga fraksi utama

n-heksan (non polar)

Dilakukan pengulangan hingga fraksi 

n-heksan bening

metanol:air (polar)etil asetat (Semi-polar) 

Masing-masing fraksi kemudian diuapkan dengan rotary evaporator
hingga diperoleh ekstrak kental 
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Lampiran 3. Uji Antibakteri Fraksi Ekstrak Daun Setebal 

 

Sterilisasi alat menggunakan autoklaf dengan suhu 
121°C  selama 15 menit 

Pembuatan media Nutrient agar

Peremajaan Bakteri diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37°C  

Pembuatan suspensi bakteri uji

Pembuatan larutan uji

Sampel yang digunakan berupa fraksi daun Setebal 
pada konsentrasi 200 µg/disk. Dengan kontrol positif 
kloramfenikol disk 30 µg dan kontrol negatif DMSO 

10%

Media Nutrient Agar
yang sudah ditambahkan 

suspensi bakteri 
dibiarkan memadat. Beri 

label pada masing-
masing fraksi

Teteskan fraksi ke paper 
disk lalu letakan ke 
cawan, serta kontrol 
negatif dan positif.

Diulang sebanyak tiga kali. 
Diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37°C. Amati dan 
ukur zona beningnya dengan 

menggunakan jangka 
sorong.

Pengujian aktivitas antibakteri
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Lampiran 4. Pembuatan Media Nutrient Agar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

• Perhitungan Pembuatan Media Nutrient Agar 

Diketahui  = Cawan Petri 15 ml 

Jumlah Diperkirakan = 6 Cawan Petri 

Jumlah media  = 
𝛴 𝐶𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑝𝑒𝑡𝑟𝑖 𝑥 𝛴 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑢𝑎𝑛𝑔 𝑥 28 𝑔

1000
 

   = 
6 𝑥 15 𝑚𝑙 𝑥 28 𝑔

1000
 

   = 2,52 gram 

 

Volume air  = Σ Cawan petri x Σ Volume yang dituang 

   = 6 x 15 ml 

   = 90 ml 

 

Jadi, media ditimbang sebanyak 2,52 gram kemudian dilarutkan dengan 90 ml 

aquadest, dan homogenkan menggunakan magnetic stirrer.  
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Lampiran 5. Perhitungan Konsetrasi Fraksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Pembuatan konsentrasi 200 µg/disk : 

1 mg = 1000 µg 

1 ml = 1000 µl 

1 disk = 10 µl 

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

20 mg/ml = 
20.000 µg

1000 µl
 

Maka, 
20.000 µg

1000 µl
 : 100 = 

200µg

10 µl
 

Maka, timbang 20 mg ekstrak Fraksi daun Setebal dan larutkan dalam 1 ml 

DMSO 10% 

Ekstrak diambil sebanyak 10 µl (Perdisk = 200 µg/disk) 
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Lampiran 6. Perhitungan Rendemen Ekstraksi Daun Setebal 

Berat sampel awal daun Setebal: 4 kg (4.000 gr) 

Berat simplisia kering: 2,1 kg (2.100 gr) 

Berat ekstrak kental: 345 gr 

%𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
Berat ekstrak yang didapat

Berat sampel yang digunakan
 𝑥 100% 

  = 
345 gr

2.100 gr 
 x 100% 

  = 16,42% 
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Lampiran 7. Hasil Determinasi Daun Setebal 

 

 



59 

 

 

 

 

Lampiran 8. Sertifikat Bakteri Pseudomonas aeruginosa 
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Lampiran 9. Sertifikat Bakteri Staphylococcus aureus 
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Lampiran 10. Sertifikat Chloramphenicol 
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Lampiran 11. Ethical Clirens 
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Lampiran 12. Proses Peremajaan Bakteri  

 

  

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus 
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Lampiran 13. Hasil Skrining Fitokimia 

No. Golongan 

Senyawa 

Hasil Ket Gambar 

1. Alkaloid 
Tidak terdapat 

endapan putih 
Negatif 

 

2. Flavonoid Terbentuk cincin Positif 

 

3. Fenolik 

Perubahan warna 

menjadi biru 

tua/hijau kehitaman 

Positif 

 

4. Saponin Busa menurun Negatif 
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5. Tanin 
Terjadi denatutasi 

protein 
Positif 

 

6. 
Steroid & 

Triterpenoid 

Perubahan warna 

ungu-biru 
Positif 
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Lampiran 14. Proses Kegiatan 

   

Pengambilan sampel Pengeringan daun Setebal Fraksinasi 

 

  

Autoklaf yang digunakan 

untuk sterilisasi 
Sterilisasi alat-alat Sterilisasi media 

   

Pengadukan suspensi bakteri 
Meletakan suspensi bakteri ke 

cawan petri 
Uji aktivitas antibakteri 

 

 


