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Lampiran A

Bagan Umum Pendlitian

Kecambah Kayu Kapur

— Dikeringkan dan diblender

Serbuk Kecambah

~ Dilakukan

Uji Fitokimia

(+) Metabolit Sekunder

— Dilakukan
Ekstraksi

~ Dilakukan

Uji Aktivitas Antibakteri

~ Didapatkan

Zona Hambat

(-) Metabolit Sekunder

56



57

Lampiran B

CaraKerja

A. Persiapan Sampel

K ecambah kayu kapur

— Dibersihkan

~ Dikeringkan pada suhu kamar yang
tidak terkena sinar matahari

~ Di haluskan dengan blender

Serbuk
simplisia

B. Uji Fitokimia Sampel

1. Flavonoid

200 mg sampel halus

— Diekstrak dengan
5 ml etanol

~ Dipanaskan selama 5 menit di dalam
tabung reaksi

~ Ditambah beberapatetes HCI pekat

~ Ditambahkan 0,2 g bubuk Mg

Timbul warna
merah (+flavonoid)

2. ldentifikas Alkaloid

4 g sampel halus

~ Ditambahkan secukupnya dengan

Kloroform

~ Ditambahkan dengan

10 ml amoniak dan 10 ml kloroform

« Disaring ke dalam tabung reaksi

Filtrat

~ Ditambahkan dengan
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10 tetes HzSO4 2N

— Dikocok dengan teratur
~ Dibiarkan beberapa menit sampai
terbentuk 2 lapisan

1 ml lapisan atas

~ Dipindahkan ke dalam tabung
reaksi
~ Ditambahkan beberapa tetes

Pereaksi Meyer

Terbentuk endapan
putihn/kuning (+Alkaloid)

3. Steroid/Terpenoid

50-100 mg sampel halus

— Ditambahkan

Asam asetat glasial sampai terendam

— Dibiarkan selama 15 menit

6 tetes larutan

~ Dipindahkan ke dalam tabung reaksi
~ Ditambahkan

2-3 tetes asam sulfat pekat

Terbentuk warnamerah, jingga atau ungu (+ Triterpenoid)
warna biru atau hijau (+ steroid)
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4. Saponin

0,5 g serbuk ssimplisia

~ Dimasukkan ke dalam tabung reaks
~ Ditambahkan

10 ml air panas

~ Didinginkan
— Dikocok kuat-kuat selama 10 detik

Busa stabil 1-10 cm
selama 10 menit

~ Ditambahkan dengan

1 tetes asam klorida2 N

Busa stabil tidak
hilang (+saponin)

5. ldentifikas Tanin

1 g serbuk smplisia

~ Disari dengan

10 ml air suling

~ Disaring

Filtrat diencerkan dengan
air hinggatidak berwarna

~ Diambil

2 ml larutan + 1-2 tetes
pereaks FeCls 1%

Terbentuk warnabiru
kehitaman atau hijau kehitaman
(+Tanin)




C. Pembuatan Ekstrak
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200 g serbuk simplisia

— Direndem sampai terlihat jernih
dengan pelarut

n-heksana

~ Disaring

Filtrat n-heksana

Ampas

— Diuapkan

~ Direndem sampai

Ekstrak n-heksana

terlihat jernih
dengan pelarut

Etil asetat

~ Disaring

Ampas

«—

Direndem sampai terlihat

jernih dengan pelarut Filtrat etil asetat

Etanol

— Diuapkan

~ Disaring

Ampas

Ekstrak etil asetat

Filtrat etanol

~ Diuapkan

Ekstrak etanol




D. Pembuatan M edia

1. Media Nutrient Agar miring
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0,46 g NA

«—

Dilarutkan dalam

20 ml air aquades

Dihomogen dengan stirer di atas
penangas air sampai menididih

5ml NA

Dituangkan masing-masing pada 2
tabung reaks steril

Ditutup dengan dengan aluminium
foil

Disterilkan dalam autoklaf 15
menit pada suhu 121°C

Dibiarkan pada suhu ruangan
selama = 30 menit sampai media
memadat pada kemiringan 30°

Media NA miring

2. Media Pembenihan

23gNA

«—

Dilarutkan dalam

100 ml aguades

«—

«—

Dihomogen dengan stirer di atas
penangas air sampa menididih
Disterilkan dalam autoklaf 15
menit pada suhu 121°C
Didinginkan sampai suhu + 45-50°
C

MediaNA
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E. Pembuatan Suspens Bakteri

Bakteri

~ Ditanam pada media

Nutrien agar (NA) miring

— Diunkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam

~ Disuspensikan ke dalam media cair

NaCl 0.9 %

~ Diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C
Suspensi bakteri

F. Uji Aktivitas Antibakteri

0,1 ml inokulum bakteri

— Dimasukkan dalam cawan petri
steril
~ Ditambahkan dengan

20 ml mediaNA dengan suhu 45-50°C

~ Digoyangkan agar media dan
suspensi tercampur rata

Media padat

— Dilubangi dengan punch hole
~ Kemudian diteteskan dengan

0,1 ml ekstrak dengan
konsentrasi 40, 80, 160 dan
320 mg/ml dan pelarut dan

tetrasiklin

~ Dibiarkan selama 15 menit

— Diinkubasi pada suhu 36°C
selama 18-24 jam

— Diukur daerah diameter hambat
(zona bening)

Zona hambat
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Lampiran C

Pembuatan Larutan Pereaksi
. Larutan Pereaks Meyer
Sebanyak 5 gram Kalium lodida daam 10 ml air suling kemudian
ditambahkan larutan 1,36 g merkuri (11) kloridadalam 60 ml air suling. Larutan
dikocok dan ditambahkan air suling hingga 100 ml.
. Pereaks Besi (I11) Klorida 1%
Sebanyak 1 gram besi (l11) klorida dilarutkan dalam air suling hingga
100 ml, dipindahkan ke erlenmeyer.
.Larutan Asam Klorida2 N
Sebanyak 17 ml asam klorida pekat dilarutkan dengan air suling dengan
labu ukur 100 ml hingga tanda batas |abu.
.Larutan Asam Sulfat 2N
Sebanyak 2,72 ml asam sulfat pekat dilarutkan dengan air suling
dengan labu ukur 50 ml hingga tanda batas |abu.
. Larutan Natrium Klorida 0,9%
Sebanyak 9 g NaCl ditimbang dan dilarutkan dengan air suling,
dimasukkan dalam labu ukur 1000 ml sampai larut sempurna, ditambahkan air
suling sampai batas labu, dimasukkan dalam Erlenmeyer steril yang bertutup,

kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.



Lampiran D

Pengenceran Larutan
Pembuatan larutan ekstrak 400 mg/ml sebanyak 50 ml

Larutan stok 400 mg/ml = __mg .
50 mi
mg = 400 x 50 = 20000 mg
= 20000 mg/ 20 gr
Ekstrak sebanyak 20 gr dilarutkan dalam pelarut yang sama hinggal 50 ml.

. Ekstrak 40 mg/ml V1 x M; = V, X M
Vi x 400 mg/ml = 10 ml x 40 mg/ml
Vi = 1ml
Diambil 1 ml ekstrak 400 mg/ml di tambah pelarut yang sama hingga 10 ml.
. Ekstrak 80 mg/ml Vi x Mg =V, X M,
Vi x 400 mg/ml = 10 ml x 80 mg/ml
Vi = 2ml
Diambil 2 ml ekstrak 400 mg/ml di tambah pelarut yang sama hingga 10 ml.
. Ekstrak 160 mg/ml Vi1 x M3 = Vo x My
V1 x 400 mg/ml = 10 ml x 160 mg/ml
Vi = 4ml
Diambil 4 ml ekstrak 400 mg/ml di tambah pelarut yang sama hingga 10 ml.
. Ekstrak 320 mg/ml V1 x M; = V, X M
V1 x 400 mg/ml = 10 ml x 320 mg/ml
Vi = 8ml
Diambil 8 ml ekstrak 400 mg/ml di tambah pelarut yang sama hingga 10 ml.
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Lampiran E

Dokumentas Penelitian Kecambah Kayu Kapur

Pengerinéan Kecam ; Kecambah Kering

o

AT, e
Serbuk Kecambah Ekstrak Kecambah

ProsesDestilas Uji Flavonoid
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Uji Steroid & Triterpenoid

Uji Alkaloid

Uji Tanin Pembuatan Media NA
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Autoklaf

‘Lemari Pendingin Proses Inkubas

Bakteri padamediaNA miring Suspensi bakteri
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S
B

Uji Ke-2

33
o

Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak n-heksana Terhadap Escherichia coli



Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak n-heksana Terhadap Staphylococcus aureus
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Uji Ke-2

Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Terhadap Escherichia coli
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Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Terhadap Staphylococcus aureus

71



Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak Etanol Terhadap Escherichia coli
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Uji Ke-3

Zona Hambat Ekstrak Etanol Terhadap Staphylococcus aureus

73



74

Zona Hambat Kontrol Positif Dan Kontrol Negatif terhadap Escherichia coli

Zona Hambat Kontrol Positif Dan Kontrol Negatif Terhadap Staphylococcus
aureus
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