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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Uji Fitokimia 

a. Flavonoid (Harbone,1987) 

- Sebanyak 0,05 gram sampel ditambah 0,1 mg serbuk magnesium 

- Tambahkan 0,4 ml amil alkohol (campuran asam klorida 37%dan etanol 

95% dengan volume yang sama) 

- Tambahkan 4 ml alkohol kemudian campuran dikocok 

- Terbentuknya warna merah, kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol 

menunjukkan adanya fl avonoid 

b. Saponin (Harbone, 1987) 

Saponin dapat dideteksi dengan uji busa dalam air panas. Busa yang stabil 

selama 30 menit dan tidak hilang pada penambahan 1 tetes HCl 2N 

menunjukkan adanya saponin. 

c. Steroid (Harbone, 1987) 

- Sebanyak 0,05 g dilarutkan dalam 2 ml kloroform 

- ditambahkan 10 tetes anhidrat asetat dan 3 tetes asam sulfat pekat 

- Terbentuknya larutan berwarna merah untuk pertama kali kemudian 

berubah menjadi biru dan hijau menunjukkan adanya steroid/ triterpenoid. 

d. Tanin (Harbone, 1987) 

- Sebanyak 0,5 gram serbuk sampel dimasukkan kedalam gelas kimia 

- Tambahkan 20 ml aquades lalu di didihkan dan disaring 

- 0,5 mL filtrat ditambahkan ferriklorida 0,1% dan diamati terjadinya 

perubahan warna. 
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e. Terpenoid (Harbone, 1987) 

- Sebanyak 2 gram sampel dimasukkan kedalam gelas kimia 

- Tambahkan 10 ml etanol didihkan dan disaring 

- Ambil 5 ml ekstrak 

- Tambahkan 2 ml kloroform dan 3 ml asam sulfat pekat, lalu diamati 

perubahannya. 
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Lampiran 2. Uji Antimikrobia (Fardiaz, 1992) 

Pembuatan media nutrient agar (NA)  

Media NA ditimbang sebanyak 28 gram ditambahkan aquadest sebanyak 1000 ml, 

diaduk dan dipanaskan pada suhu 70 ⁰C. Setelah media NA larut dalam aquadest 

lalu dibiarkan hingga dingin dan ditutup dengan kapas dan aluminium foil. 

Kemudian media NA dan peralatan lainnya yang akan digunakan disterilkan 

dengan autoklaf dengan suhu 121 ⁰C selama 15 menit. 

Pembiakan stok kultur bakteri staphylococcus aureus dan bakteri escheria 

coli 

 Diambil satu koloni bakteri staphylococcus aureus dan bakteri escheria 

coli dengan menggunakan jarum ose steril, ditanamkan pada media NA dengan 

cara menggores dan dinkubasi dalam inkubator pada suhu 37 ⁰C selama 24 jam. 

Uji daya hambat bakteri metode difusi 

 Daya hambat bakteri diuji dengan metode difusi dengan menggunakan 

blank disk. Kontrol negatif dipakai pelarut DMSO sedangkan kontrol positif 

menggunakan obat kloramfenicol. Bakteri staphylococcus aureus dan bakteri 

escheria coli disebar pada media NA dengan merendam cotton bud streil pada 

suspensi tiap bakteri. Cotton bud yang telah direndam suspensi bakteri diusap 

pada permukaan media NA secara penuh dan dibiarkan selama 10 menit. ekstrak 

biji asam gelugur yang telah dicampurkan pada blank disk diletakkan diatas 

permukaan media NA yang telah disebar bakteri dengan jarak yang sudah 

ditentukan, diinkubasi pada inkubator selama 24 jam pada suhu 35-37 ⁰C dan 
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pengujian ini dilakukan 3 kali ulangan. Pengamatan dilakukan dengan mengukur 

zona bening yang berada disekeliling blank disk. Rumus perhitungan zona bening 

yaitu: 

Diamater zona hambat (mm) = Diameter zona bening – diameter blank disk 

Contoh perhitungan: 

Perlakuan A (konsentrasi 0,5%) 

Diameter zona hambat (mm) = 11,94 mm – 1 mm 

Diameter zona hambat (mm) = 10,94 mm  
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Lampiran 3. Pengujian Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (Cahyani, 2019) 

Aktivitas Antioksidan diuji dengan metode DPPH mengacu pada metode 

Cahyani (2019). Aktivitas antioksidan ditentukan dengan metode radikal bebas 

DPPH. Pengujian antioksidan ini dilakukan dengan beberapa tahap yaitu 

pembuatan larutan DPPH dengan dilarutkan DPPH 4,7 mg dalam etanol p.a 100 

ml sehingga didapatkan konsentrasi 0,12 mH disimpan dalam ruangan gelap 

selama 20 menit.  Pembuatan larutan kontrol dengan menambahkan larutan 1,5 ml 

etanol p.a pada 1,5 ml larutan DPPH ditabung reaksi, lalu ditentukan absorbansi 

pada absorbansi maksimum larutan kontrol. Penentuan panjang gelombang 

maksimum diukur pada rentang 517 nm.  Pembuatan larutan stok dengan 

menimbang 100 mg ekstrak sampel, kemudian dilarutkan hingga 100 ml etanol 

p.a pada labu ukur sehingga didapatkan konsentrasi larutan stok 1000 ppm. 

Larutan stok ekstrak dibuat dengan variasi konsentrasi dalam labu ukur. 

Pembuatan larutan sampel dengan berbagai konsentrasi yaitu sebesar 3,12 µg/ml, 

6,25 µg/ml, 12,5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, dan 100 µg/ml dari larutan stok. 

Pembuatan larutan dengan konsentrasi diatas dilakukan dengan cara dipipet 

larutan stok sebanyak 15,6 µl, 31,2 µl, 62,5 µl, 125 µl, 250 µl, dan 500 µl ke 

dalam labu ukur 5 ml, kemudian ditambahkan larutan DPPH 1 ml dan etanol p.a 

hingga batas tera kemudian di vortex sampai tercampur dan didiamkan dalam 

kondisi gelap (atau dihindarkan dari sinar matahari) selama 30 menit pada 

masingmasing larutan sampel. Pengukuran absorbansi dari sampel dalam 

penelitian ini dilakukan sebanyak 3 kali ulangan dan dilakukan analisa data 

(Frindryani, 2016) persentase inhibisi dihitung dengan rumus: 
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 % inhibisi = Absorbansi kontrol – Absorbansi sampel x 100 % 

                                            Absorbansi kontrol  

Perhitungan IC50 dengan cara memasukkan nilai dari konsentrasi larutan 

sampel (sumbu x) dan % hambatan terhadap DPPH (sumbu y) ke dalam 

persamaan garis regresi.  

Perhitungan Nilai IC₅₀ 

Sampel  U  
 

Konsentrasi (µg/ml) 

 

100 50 25 12,5 6,25 3,12 

Ekstrak 1 

Absorbansi  

0,221 0,232 0,236 0,239 0,243 0,248 

 

2 0,220 0,231 0,235 0,238 0,243 0,247 

 

3 0,220 0,231 0,235 0,238 0,241 0,247 

Inhibisi (%) Ic 50 

(µg/ml) 
Rataan STDEV 

100 50 25 12,5 6,25 3,12 

53,9583 51,6667 50,8333 50,2083 49,3750 48,3333 18,5069 15,7724 2,5599 

54,1667 51,8750 51,0417 50,4167 49,3750 48,5417 15,3772 
  

54,1667 51,8750 51,0417 50,4167 49,7917 48,5417 13,4331 
  

 

Konsentrasi 

(µg/ml) 
Inhibisi (%) IC50 

100 53,9583 18,5069 

50 51,6667 
 

25 50,8333 
 

12,5 50,2083 
 

6,25 49,3750 
 

3,12 48,3333 
 

Konsentrasi 

(µg/ml) 
Inhibisi (%) IC50 

100 54,1667 15,3772 

50 51,8750 
 

25 51,0417 
 

12,5 50,4167 
 

6,25 49,3750 
 

3,12 48,5417 
 

Konsentrasi 

(µg/ml) 
Inhibisi (%) IC50 

100 54,1667 13,4331 

50 51,8750 
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25 51,0417 
 

12,5 50,4167 
 

6,25 49,7917 
 

3,12 48,5417 
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Lampiran 4. Perhitungan statistik uji bakteri Eschericia coli 

Tabel 10. Data primer uji bakteri Eschericia coli (mm) 

 

 

 

 

 

 

 

GT                   = 15,20 + 18,40 + .....+ 27,00 = 377,10 

FK                   = ∑
( 𝐺𝑇)2

𝑟 𝑥 𝑅 
 = 

(377,10)

6 𝑥 3
= 7900,25 

JK Total          =∑(a2 + b2 +c2+....+s2) 

                        = ∑ (15,20)2 + (18,40)2 +.....+ (27,00)2 – 377,10) 

                        = 293,51 

JK Perlakuan   = 
∑ JT21+JT22+JT23+⋯+JT26

3
 - FK 

                  =
( 46,80)2+(55,10)2+⋯+(83,00)2

3
−377,10 

                        = 291,54 

JK Blok           = 
∑ 𝐽𝐵21+𝐽𝐵22+𝐽𝐵23

𝑟 𝑥 𝑅 −Fk 

                        = 
(125,10)2+(126,80)2+(125,20)2

6
−377,10 

                        = 0,30 

JK Eror            = JK total – JK blok – JK perlakuan  

                        = 293,51- 0,30 – 291,54 

                        = 1,66 

 

 

 

Perlakuan 
BLOK 

Total Rerata 
I II III 

A1 15,20 16,30 15,30 46,80 15,60 

A2 18,40 18,10 18,60 55,10 18,37 

A3 19,40 19,50 19,40 58,30 19,43 

A4 20,00 19,80 20,20 60,00 20,00 

A5 24,50 24,70 24,70 73,90 24,63 

A6 27,60 28,40 27,00 83,00 27,67 

Jumlah 125,10 126,80 125,20 377,10  
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Tabel 11. Analisis keragaman uji bakteri Eschericia coli 

Sumber keragaman DB JK RK Fhitung 
Ftabel 

5% 1% 

Perlakuan (P) (t-1) 5 291,54 58,31 350,55** 3,33 5,64 

Blok (r-1) 2 0,30 0,2    

Eror (t-1) (r-1) 10 1,66 0,17    

Total (t.r-1) 17 293,51     

 

SD  = √
2.RKE

r.R
 

=√
2 𝑥 0,17

3 𝑥 6
 

  = 0,1374 

JBD A(2) = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1374 x 3,26

√2
 

 = 0,3176 

JBD A(3) = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1374 x 3,39

√2
 

 = 0,3303 

JBD A(4) = 
SD X RP

√2
 

 = 
0,1374 x 3,47

√2
 

 = 0,3378 

JBD A(5)    = 
SD X RP

√2
 

 = 
0,1374 x 3,52

√2
 

 = 0,3430 

JBD A(6)    = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1374 x 3,55

√2
 

 = 0,3456 
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Urutan 

Rerata 
A RP 5% JBD Perbandingan 

A6 =  27,67     

A5 =  24,63 2 3,26 0,3929 27,67 – 0,3176 = 27,3524 

A4 =  20,00 3 3,39 0,4085 24,63 – 0,3303 = 24,2997 

A3 =  19,43 4 3,47 0,4182 20,00 – 0,3378 = 19,6622 

A2 =  18,37 5 3,52 0,4242 19,43 – 0,3430 = 19,0870 

A1 =  15,60 6 3,55 0,4278 18,37 – 0,3456 = 18,0244 

 

Tabel 12. Rerata uji bakteri Eschericia coli. 

Perlakuan Rerata (mm) 

A1 15,60f 

A2 18,37e 

A3 19,43d 

A4 20,00c 

A5 24,63b 

A6 27,67a 
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Lampiran 5. Perhitungan statistik uji bakteri Staphylococcus aureus 

Tabel 13. Data primer uji bakteriStaphylococcus aureus (mm) 

Perlakuan 
BLOK 

Total Rerata 
I II III 

A1 10,40 11,40 11,30 32,83 10,94 

A2 15,04 16,10 17,10 48,24 16,08 

A3 18,30 19,00 18,00 55,30 18,43 

A4 20,20 20,20 19,50 59,90 19,97 

A5 21,40 21,20 21,70 64,30 21,43 

A6 26,80 26,90 27,40 81,10 27,03 

Jumlah 112,14 114,80 114,73 341,67  

 

GT                   = 10,40 + 11,40 + .....+ 27,40 = 341,67 

FK                   = ∑
( 𝐺𝑇)2

𝑟 𝑥 𝑅 
 = 

(341,67)

6 𝑥 3
= 6485,47 

JK Total          =∑(a2 + b2 +c2+....+s2) 

                        = ∑ (10,40)2 + (11,40)2 +.....+ (27,40)2 – 377,10) 

                        = 0,77 

JK Perlakuan   = 
∑ JT21+JT22+JT23+⋯+JT26

3
 - FK 

                  =
( 32,83)2+(48,24)2+⋯+(81,10)2

3
−377,10 

                        = 435,44 

JK Blok           = 
∑ 𝐽𝐵21+𝐽𝐵22+𝐽𝐵23

𝑟 𝑥 𝑅 −Fk 

                        = 
(112,14)2+(114,80)2+(114,73)2

6
−377,10 

                        = 0,77 

JK Eror            = JK total – JK blok – JK perlakuan  

                        = 439,26- 0,77 – 435,44 

                        = 3,05 
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Tabel 14. Analisis keragaman uji bakteri Eschericia coli 

Sumber keragaman DB JK RK Fhitung 
Ftabel 

5% 1% 

Perlakuan (P) (t-1) 5 435,44 87,0872 285,1299** 3,33 5,64 

Blok (r-1) 2 0,77 0,3830    

Eror (t-1) (r-1) 10 3,05 0,3054    

Total (t.r-1) 17 439,26     

 

SD  = √
2.RKE

r.R
 

=√
2 𝑥0,3054

3 𝑥 6
 

  = 0,1842 

JBD A(2) = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1842 x 3,26

√2
 

 = 0,4258 

JBD A(3) = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1842 x 3,39

√2
 

 = 0,4426 

JBD A(4) = 
SD X RP

√2
 

 = 
0,1842 x 3,47

√2
 

 = 0,4533 

JBD A(5)    = 
SD X RP

√2
 

 = 
0,1842 x 3,52

√2
 

 = 0,4598 

JBD A(6)    = 
SD X RP

√2
 

 = 
 0,1842 x 3,55

√2
 

 = 0,4637 
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Urutan 

Rerata 
A RP 5% JBD Perbandingan 

A6 = 27,03     

A5 = 21,43 2 3,26 0,3929 27,03 – 0,4258 = 26,6042 

A4 = 19,97 3 3,39 0,4085 21,43 – 0,4426 = 20,9874 

A3 = 18,43 4 3,47 0,4182 19,97 – 0,4533 = 19,5167 

A2 = 16,08 5 3,52 0,4242 18,43 – 0,4598 = 17,9702 

A1 = 10,94 6 3,55 0,4278 16,08 – 0,4637 = 15,6163 

 

Tabel 15. Rerata uji bakteri Eschericia coli. 

Perlakuan Rerata (mm) 

A1 10,94f 

A2 16,08e 

A3 18,43d 

A4 19,96c 

A5 21,43b 

A6 27,03a 

 


