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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Sertifikat Hasil Uji Pseudomonas aeruginosa 
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Lampiran 2. Hasil Determinasi 
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Lampiran 3. Alat dan Bahan 

 

 

Serbuk Daun Kenikir 
 

 

Rangkaian Alat Bidwell-Sterling 
 

 

Rotary Evaporator 

 

Oven 
 

 

Autoclave 

 

Inkubator 
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Konsentrasi Ekstrak  

Hasil Maserasi 
 

 

Hasil Ekstraksi 
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Lampiran 4. Hasil Uji Fitokimia 

 

 

Uji Flavonoid (+) 
 

Uji Saponin (+) 

 

Uji Tanin (+) 

 

Uji Alkoloid (+) 

 

Uji Terponoid (+) 
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Lampiran 5. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Metode Difusi 

 
Uji Antibakteri 

 Pseudomonas aeruginosa 

Pengulangan 1 
 

 
Uji Antibakteri 

 Pseudomonas aeruginosa 

Pengulangan 2 

 

 
Uji Antibakteri 

 Pseudomonas aeruginosa 

Pengulangan 3 
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Lampiran 6. Formulasi Media Reagen 

1. Komposisi Cat Gram 

- Cat Gram A (warna ungu) 

 Kristal violet     2 gram 

 Etil Alkohol 95%    20 ml 

 Amonium oksalat    0,8 gram 

 Aquadest     80 ml 

- Cat gram B (warna coklat) 

 Yodium     1 gram 

 Kalium Iodida     2 gram 

 Aquadest     300 ml 

- Cat gram C (tidak berwarna) 

 Aceton      50 ml 

 Etil alkohol     10 ml 

- Cat gram D (warna merah) 

 Safranin     0,25 gram 

 Etil alkohol     10 ml 

 Aquadest     90 ml 

2. Media BHI (Brain Heart Infusion) 

Brain Infusion Solids    12,5 g/l 

Brain Heart Infusion Solids    5,0 g/l 

Protease Peptone     10,0 g/l 

Glucose      2,0 g/l 

Sodium chloride     5,0 g/l 
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Disodium hydrogen phosphate   2,5 g/l 

Agar       10,0 g/l 

3. Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) 

Gelatin peptone     20,0 g/l 

Magnesium chloride     1,4 g/l 

Pottasium sulphate     10,0 g/l 

Cetrimide      0,3 g/l 

Agar       3 g/l 

4. Media MHA (Mueller Hinton Agar) 

Beef, dehydrate infusion from   300,0 g/l 

Casein hydrolysate     17,5 g/l 

Starch      1,5 g/l 

Agar       17,0 g/l 

5. Media KIA (Kliger’s Iron Agar) 

‘Lab-lemco’ Powder     3,0 g/l  

Yeast extract      3,0 g/l 

Peptone      20,0 g/l 

Sodium chloride     5,0 g/l 

Lactose      10,0 g/l 

Glucose      1,0 g/l 

Ferric citrate      0,3 g/l 

Sodium thiosulphate     0,3 g/l 

Phenol red      0,05 g/l 
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Agar       12,0 g/l 

6. Media SIM (Sulfida Indol Moltility) 

Tryptone      20,0 g/l 

Peptone      6,1 g/l 

Ferrous ammonium sulphate   0,2 g/l 

Sodium thosulphate     0,2 g/l 

Agar       3,5 g/l 

7. Media LIA (Lysine Iron Agar) 

Bacteriogical peptone    5,0 g/l 

Yeast extract      3,0 g/l 

Glucose      1,0 g/l 

L-lysine      10,0 g/l 

Ferric ammonium citrate    0,5 g/l 

Sodium thiosulphate     0,04 g/l 

Bromocresol purple     0,02 g/l 

Agar       14,5 g/l 

8. Media Citrat (Simmon Citrate Agar) 

Magnesium sulphate     0,2 g/l 

Ammonium dyhydrogen phosphate   0,2 g/l 

Sodium ammonium phosphate   0,8 g/l 

Sodium citrate, tribasic    2,0 g/l 

Sodium chloride     5,0 g/l 

Bromothymol blue     0,08 g/l 
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Agar       15,0 g/l 

9. Standart Mc. Farland 

Suspensi  Mc. Farland adalah suspense yang menunjukkan konsentrasi 

kekeruhan bakteri sama dengan 108CFU/ml. 

Komposisi : 

 Larutan Asam Sulfat    1 % b/v 9,5 ml 

 Larutan Barium klorida   1,175% v/v 0,5 ml 

Cara Pembuatan : 

a. Larutan H2SO4 0,36 N sebanyak 9,5 ml dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 

b. BaCl2.2H2O 1,1175% ditambahkan sebanyak 0,5 ml  

c. Larutan dihomogenkan sampai terbentuk kekeruhan dan dipakai sebagai 

standar kekeruhan bakteri uji.  

10. Reagen Erlich 

- Erlich A 

 Paradimethyl Amino Banzaldehide  2 gram 

 Alkohol 95%     190 ml 

 HClconc      40 ml 

- Erlich B 

 Kalium Persulfat (K2S2O4) jenuh dalam Aquadest 
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Lampiran 7. Uji Penetapan Kadar Air 

 

  
 
  

Diketahui : 

Kadar air pada skala receiver =  0,8 mL 

Berat bahan =  10,0106 gram 

 

Perhitungan : 

 

Kadar air = Volume air pada skala X 100% 

 Berat bahan  

              = 0,8 ml X 100% 

 10,0106 g  

              = 7,9%  
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Lampiran 8. Perhitungan Pembuatan Konsentrasi 

Diketahui 

Konsentrasi M1 V1 M2 

12,5% 100% 5 mL 12,55 

25% 100% 5mL 25% 

50% 100% 5mL 50% 

75% 100% 5 mL 75% 

 

Keterangan : 

  

M1 = Konsentrasi awal  

V2 = Volume yang akan dibuat  

M2 = Konsentrasi yang akan dibuat  

Perhitungan : 

Konsentrasi 12,5% :  V1 x M1      =  V2 x M2 

 V1 x 100%     

= 

5 mL  x   

12,5% 

 V1               = 5 mL  x   

12,5% 

  100 % 

                     =  0,625 mL 

Jadi, sebanyak 0,625 mL ekstrak konsentrasi 100% dilarutkan dalam 4,375 ml 

pelarut DMSO 2%. 

 

Konsentrasi 25% :  V1 x M1      =  V2 x M2 

 V1 x 100%  =  5 mL  x   25% 
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 V1               = 5 mL  x   25% 

  100 % 

                     =  1,25 mL 

Jadi, sebanyak 1,25 mL ekstrak konsentrasi 100% dilarutkan dalam 3,75 ml 

pelarut DMSO 2%. 

Konsentrasi 50% :  V1 x M1      =  V2 x M2 

 V1 x 100%  = 5 mL  x   50% 

 V1               = 5 mL  x   50% 

  100 % 

                     =  2,5 mL 

Jadi, sebanyak 2,5 ml ekstrak konsentrasi 100% dilarutkan dalam 2,5 ml pelarut 

DMSO 2%. 

Konsentrasi 75% :  V1 x M1      =  V2 x M2 

 V1 x 100%  = 5 mL  x   75% 

 V1               = 5 mL  x   75% 

  100 % 

                     =  3,75 mL 

Jadi, sebanyak 3,75 ml ekstrak konsentrasi 100% dilarutkan dalam 1,25 ml pelarut 

DMSO 2%. 
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Lampiran 9. Perhitungan Rendemen Ekstrak Kenikir 
 

Serbuk daun 

kenikir 

(gram) 

Berat wadah 

kosong 

(gram) 

Berat wadah 

+ ekstrak 

(gram) 

Berat ekstrak 

(gram) 

Rendemen (%) 

300 322,37 344,19 21,82 7,27 

 

Perhitungan Berat Ekstrak   

Berat wadah + Ekstrak =  344,19, g  

Berat Wadah Kosong =  322,37 g  

Berat Ekstrak =  21,82 g  

Perhitungn % rendemen ekstrak 

% Ekstrak                = Berat ekstrak serbuk X 100% 

 Berat Serbuk  

% Ekstrak                = 21,82 g X 100% 

 300 g  

% Ekstrak                = 7,27 %  
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Lampiran 10. Hasil Uji Statistik 

 

Tests of Normalityb 

 
Konsentrasi Ekstrak 
Etanolik Daun Kenikir 

Kolmogorov-
Smirnova 

Shapiro-Wilk 

 
Statis

tic 
df Sig. Statis

tic 
df Sig. 

Diameter Zona Hambat 
Terhadap Pseudomonas 
aeruginosa 

12,5% .253 3 . .964 3 .637 

25% .175 3 . 1.000 3 1.000 

50% .253 3 . .964 3 .637 

75% .253 3 . .964 3 .637 

Kontrol Positif .253 3 . .964 3 .637 

a. Lilliefors Significance Correction 

b. Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas aeruginosa is constant when Konsentrasi Ekstrak 

Etanolik Daun Kenikir = Kontrol Negatif. It has been omitted. 

 

Keterangan  

Ho : data berdistribusi normal 

H1 : data tidak berdistribusi normal 

Dasar pengambilan keputusan : 

Jika nilai signifikansi (probabilitas) > 0,05 maka Ho diterima  

Jika nilai signifikansi (probabilitas) < 0,05 maka Ho ditolak 

Tabel uji Shapiro – wilk menunjukkan nilai signifikansi untuk diameter zona 

hambat pada ekstrak etaanolik daun kenikir konsentrasi 12,5% sebesar 0,637, 

konsentrasi 25% sebesar 1,000, konsentrasi 50% sebesar 0,637, konsentrasi 75% 

sebesar 0,637 dan kontrol positif sebesar 0,637. Berdasarkan data tersebut seluruh 

nilai signifikansi > 0,05 (Ho diterima) maka dapat disimpulkan data tersebut 

mengikuti distribusi normal sehingga dapat dilakukan analisis One Way Anova. 
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Berdasarkan output spss test of homogenity of variances diperoleh nilai signifikasi 

(Sig) sebesar 0,224 > 0,05, maka dapat disimpulkan bahwa varian semua 

kelompok sampel konsentrasi ekstrak etanolik daun kenikir yang kita  bandingkan 

tersebut adalah sama atau homogen. Sehingga asumsi homogenitas dalam uji one 

way anova terpenuhi. 

 

 

 

 

 

Keterangan 

Dasar pengambilan keputusan : 

Jika nilai signifikansi (Sig) > 0,05 maka rata-rata sama 

Jika nilai signifikansi (Sig) < 0,05 maka rata-rata berbeda 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas aeruginosa   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.639 5 12 .224 

ANOVA 

Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas aeruginosa   

 Sum of 

Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1065.778 5 213.156 123.768 .000 

Within Groups 20.667 12 1.722   

Total 1086.444 17    
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Berdasarkan output Anova diketahui nilai sig sebesar 0,000 < 0,005 sehingga 

dapat disimpulkan bahwa rata-rata kelima konsentrasi ekstrak etanolik daun 

kenikir tersebut berbeda secara signifikan. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Descriptives 

Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas aeruginosa   

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Minimu

m 

Maximu

m 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

12,5% 3 8.67 1.528 .882 4.87 12.46 7 10 

25% 3 12.00 1.000 .577 9.52 14.48 11 13 

50% 3 16.33 1.528 .882 12.54 20.13 15 18 

75% 3 21.33 1.528 .882 17.54 25.13 20 23 

Kontrol 

Positif 

3 24.33 2.517 1.453 18.08 30.58 22 27 

Total 15 16.53 6.140 1.585 13.13 19.93 7 27 
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Pos Hoc Test 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas 
aeruginosa   

Tukey HSD   
(I) Konsentrasi 
Ekstrak 
Etanolik Daun 
Kenikir 

(J) Konsentrasi 
Ekstrak 
Etanolik Daun 
Kenikir 

Mean 
Differen
ce (I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

12,5% 

25% -3.333 1.072 .076 -6.93 .27 

50% -7.667* 1.072 .000 -11.27 -4.07 

75% -12.667* 1.072 .000 -16.27 -9.07 

Kontrol Positif -13.667* 1.072 .000 -17.27 -10.07 

Kontrol Negatif 8.667* 1.072 .000 5.07 12.27 

25% 

12,5% 3.333 1.072 .076 -.27 6.93 

50% -4.333* 1.072 .016 -7.93 -.73 

75% -9.333* 1.072 .000 -12.93 -5.73 

Kontrol Positif -10.333* 1.072 .000 -13.93 -6.73 

Kontrol Negatif 12.000* 1.072 .000 8.40 15.60 

50% 

12,5% 7.667* 1.072 .000 4.07 11.27 

25% 4.333* 1.072 .016 .73 7.93 

75% -5.000* 1.072 .006 -8.60 -1.40 

Kontrol Positif -6.000* 1.072 .001 -9.60 -2.40 

Kontrol Negatif 16.333* 1.072 .000 12.73 19.93 

75% 

12,5% 12.667* 1.072 .000 9.07 16.27 

25% 9.333* 1.072 .000 5.73 12.93 

50% 5.000* 1.072 .006 1.40 8.60 

Kontrol Positif -1.000 1.072 .930 -4.60 2.60 

Kontrol Negatif 21.333* 1.072 .000 17.73 24.93 

Kontrol Positif 

12,5% 13.667* 1.072 .000 10.07 17.27 

25% 10.333* 1.072 .000 6.73 13.93 

50% 6.000* 1.072 .001 2.40 9.60 

75% 1.000 1.072 .930 -2.60 4.60 

Kontrol Negatif 22.333* 1.072 .000 18.73 25.93 

Kontrol Negatif 

12,5% -8.667* 1.072 .000 -12.27 -5.07 

25% -12.000* 1.072 .000 -15.60 -8.40 

50% -16.333* 1.072 .000 -19.93 -12.73 

75% -21.333* 1.072 .000 -24.93 -17.73 

Kontrol Positif -22.333* 1.072 .000 -25.93 -18.73 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Untuk melihat kesamaan rata-rata maka menggunakan output Tukey HSD. 

Pada subset 2 didapatkan data konsentrasi ekstrak etanolik daun kenikir 

tersebut tidak mempunyai perbedaann yang signifikan, maka rata-rata 

konsentrasi ekstrak etanolik daun kenikir pada konsentrasi 12,5% dan 25% 

adalah sama. Pada subset 4 didapatkan data konsentrasi ekstrak etanolik daun 

kenikir tersebut tidak mempunyai perbedaann yang signifikan, maka rata-rata 

konsentrasi ekstrak etanolik daun kenikir pada konsentrasi 75% dan kontrol 

positif adalah sama. 

 

 

 

 

 

 

 

Diameter Zona Hambat Terhadap Pseudomonas aeruginosa 

Tukey HSDa   

Konsentrasi Ekstrak 

Etanolik Daun Kenikir 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Kontrol Negatif 3 .00    

12,5% 3  8.67   

25% 3  12.00   

50% 3   16.33  

75% 3    21.33 

Kontrol Positif 3    22.33 

Sig.  1.000 .076 1.000 .930 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 


