
54 
 

 
 

LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Alur Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengumpulan Bahan

Determinasi Bahan

Pengolahan 
Bahan

Sortasi 
Basah

Pencucian Pengeringan Sortasi Kering Penyimpanan

Karakterisasi 
Simplisia

Susut 
Pengeringan

Kadar Abu 
Total

Kadar Sari 
Larut Air

Kadar Sari 
Larut Etanol

Kadar Air

Pembuatan Ekstrak

Pembuatan Media 
MHA dan MHB

Sterilisasi Alat & Bahan

Skrining 
Fitokimia

Uji Aktivitas Antibakteri

Peremajaan Bakteri Pembuatan Inokulum
Pembuatan Suspensi 

Bakteri
Metode Difusi 

Cakram
Metode 

Mikrodilusi

Penentuan 

KHM & KBM
Pengujian Metode KLT-Bioautografi

Persiapan Plat KLT
Persiapa Fase Gerak 

(Eluen)
Penotolan Sampel

Uji 
Bioautografi

Pengolahan Data 
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Lampiran 2. Prosedur Uji Aktivitas Antibakteri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Metode Difusi: Cakram Kertas 

 

  

 

 

 

b. Metode Dilusi 

 

 

 

 

    

 

UJI AKTIVITAS 
ANTIBAKTERI

Pembuatan
Media

- MHA (Mueller Hinton Agar)

- MHB (Mueller Hinton Broth)

Sterilisasi Alat dan 
Bahan

Peremajaan
Bakteri

Pembuatan
Inokulum

Pembuatan Suspensi
Bakteri

Autoklaf pada suhu 121°C  

selama 15 menit 

Diambil biakan murni, 

digoreskan pd cawan yg 

berisi MHA 

Diambil 1 koloni 

bakteri 

Ditanam pada 

media MHB 

Divortex supaya 

homogen 

Inkubasi suhu 37°C 

selama 24 jam 

Inkubasi suhu 37°C 

selama 24 jam 

Amati Kekeruhan 

Ambil 1 mL dari 

hasil inokulum 

bakteri uji 

Disuspensikan dgn NaCl 

fisiologis 0,9%, Lalu 

divortex hingga homogen 

Lakukan pengenceran hingga 

menghasilkan absorban sebesar 0,08 - 

0,10 panjang gelombang 625nm 

Siapkan Cawan 

Petri Yang sudah 

steril 

Tandain Bagian Bawah 

Cawan dengan spidol 

permanent 

Masukan Media MHA 

(+15mL) kedalam cawan petri  

Ambil 0.1mL suspense 

bakteri , gores 

menggunakan cotton swab 

tetesi Antibiotik dan 

beberapa konsentrasi 

Ekstrak pd cakram kertas 

Inkubasi suhu 37°C 

selama 24 jam 
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Lampiran 2. Lanjutan 

 

 

 

 

 

  

 

 

c. Uji Bioautografi 

 

 

 

  

 

  

 

 

  

   

 

  

 

 

 

Inkubasi 18-24 Jam Amati Microplate 

reader 

Masukan Media MHA 

(+15ml) kedalam cawan 

petri homogenkan dan 

biarkan memadat  

Masukan cotton swab ke kolom yang akan 

di uji KBM nya. Kemudian goreskan ke 

agar yang sudah memadat  

Inkubasi 18-24 Jam Amati  

Pengujian Ekstrak
kulit dan daging buah

Terbaik dengan
Metode KLT-
Bioautografi

Persiapan Plat KLT

Persiapan Fase
Gerak (Eluen)

Penotolan Sampel

Uji 
Bioautografi

Ekstrak yang memiliki zona 
bening yang paling besar

dilanjutkan pada pemantauan
KLT

Plat silika ukuran 1 x 10 

cm, tepi atas dan bawah 

plat dengan jarak 1 cm 

Menggunakan pengembang yang 

sesuai kepolarannya, dilakukan 

penjenuhan menggunakan kertas 

saring selama 10 menit 

Konsentrasi 

terbaik ditotolkan 

Dikembangkan 

Masukan Media MHA 

(+15mL) &  bakteri uji 

kedalam cawan petri. 

Diamkan 30 menit 

Kromatogram hasil pemisahan 

senyawa secara KLT diletakkan 

diatas medium yang memadat. 

diamkan selama 30 menit. 

Plat diangkat kembali dari 

cawan petri. Inkubasi suhu 

37°C selama 24 jam 

Amati 
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Lampiran 3. Determinasi Tanaman  
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Lampiran 4. Surat Keterangan Bakteri  

a. Bacillus cereus ATCC 11778 
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Lampiran 4. Lanjutan 

b. Escherichia coli ATCC 25922 
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Lampiran 4. Lanjutan 

c. Shigella sonnei ATCC 25931 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 
 

Lampiran 5. Ekstraksi  

 
Kawista 

 
Pemisahan Kulit & Daging 

Buah Kawista 

 
Kulit Kawista 

 
Daging Buah Kawista 

 
Pengeringan Kulit & daging 

Buah Kawista 
 

Grinder Kulit & Daging Buah 

Kawista 

 
Simplisia Kulit & Daging 

Buah Kawista 

 
Metode: 

- Refluks: Kulit Buah 

Kawista 

- Soxhlet: Daging Buah 

Kawistta 

 
Penyaringan Kulit hasil 

Refluks 

 
Rotary evaporator 

Pemisahan pelarut dan 

ekstrak 

 

  
Pemekatan 

 

 
Ekstrak Kulit dan Daging 

Buah Kawista 

Perhitungan Rendemen Ekstrak: 

- Ekstrak Kulit Buah Kawista  = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝐷𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝐴𝑤𝑎𝑙 𝑆𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 X 100% 

  = 
104,26𝑔

600𝑔
 X 100% 

  = 17,37% 

- Ekstrak Daging Buah Kawista = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝐷𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝐴𝑤𝑎𝑙 𝑆𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 X 100% 

          = 
194,18𝑔

400𝑔
 X 100% 

          = 48,54% 
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Lampiran 6. Hasil Karakterisasi Simplisia Kulit dan Daging Buah Kawista 

Uji Perhitungan Hasil 

Kadar Abu Total - Kulit Buah Kawista 

Berat Simplisia = 2g 

Berat Krus Kosong = 24,45g 

Berat krus+abu = 24,49g 

= 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑏𝑢 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑎𝑤𝑎𝑙 (𝑔)
 𝑥 100% 

= 
0,04

2𝑔
x100% 

= 2% 

  

- Daging Buah Kawista 

Berat Simplisia = 2g 

Berat Krus Kosong = 32,81g 

Berat krus+abu = 32,91g 

= 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑎𝑏𝑢 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑎𝑤𝑎𝑙 (𝑔)
 𝑥 100% 

= 
0,1

2𝑔
x100% 

= 5% 

 

 

Kadar Air - Kulit Buah Kawista 

Bobot Sampel= 5g 

T0= 3,4mL 

T1= 3,8mL 

= 
𝑚𝐿

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 X100% 

=  
0,4𝑚𝐿

5𝑔
 X100% 

= 8% 

 

- Daging Buah Kawista 

Bobot Sampel= 5g 

T0= 3,4mL 

T1= 3,7mL 

= 
𝑚𝐿

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 X100% 

=  
0,3𝑚𝐿

5𝑔
 X100% 

= 6% 
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Lampiran 6. Lanjutan 

Uji Perhitungan Hasil 

Kadar Sari Larut Air - Kulit Buah Kawista 

Bobot Simplisia = 5g 

Bobot cawan kosong = 37,90g 

Bobot cawan+ekstrak = 

37,99g 

= 
𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑖𝑠𝑖−𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑠𝑜𝑛𝑔

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 x 

𝑣𝑜𝑙 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

𝑣𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡
 x 100% 

= 
37,99𝑔−37,90𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

=  
0,09𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

= 
9

100
x100% 

= 9% 

 

- Daging Buah Kawista 

Bobot Simplisia = 5g 

Bobot cawan kosong = 

124,88g 

Bobot cawan+ekstrak = 

125,27g 

= 
𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑖𝑠𝑖−𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑠𝑜𝑛𝑔

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 x 

𝑣𝑜𝑙 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

𝑣𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡
 x 100% 

= 
125,27𝑔−124,88𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 

100% 

=  
0,39𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

= 
39

100
x100% 

= 39% 
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Lampiran 6. Lanjutan 

Uji Perhitungan Hasil 

Kadar Sari Larut Etanol - Kulit Buah Kawista 

Bobot Simplisia = 5g 

Bobot cawan kosong = 33,20g 

Bobot cawan+ekstrak = 

33,30g 

= 
𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑖𝑠𝑖−𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑠𝑜𝑛𝑔

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 x 

𝑣𝑜𝑙 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

𝑣𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡
 x 100% 

= 
33,30𝑔−33,20𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

=  
0,10𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

= 
10

100
x100% 

= 10% 

 

- Daging Buah Kawista 

Bobot Simplisia = 5g 

Bobot cawan kosong = 82,60g 

Bobot cawan+ekstrak = 

83,04g 

= 
𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑖𝑠𝑖−𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑠𝑜𝑛𝑔

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 x 

𝑣𝑜𝑙 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

𝑣𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡
 x 100% 

= 
83,04𝑔−82,60𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

=  
0,44𝑔

5𝑔
 x 

100𝑚𝐿

20𝑚𝐿
 x 100% 

= 
44

100
x100% 

= 44% 

 

 

 

 

  

Susut Pengeringan  
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Lampiran 7. Hasil Skrining Fitokimia Kulit dan Daging Buah Kawista 

Uji Hasil 

Kulit Buah Kawista Daging Buah Kawista 

Alkaloid 

  

Flavonoid 

  

Tanin 

  

Steroid/Terpenoid 

  

Saponin 
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Lampiran 8. Bakteri Kultur Murni Bacillus cereus, Escherichia coli dan Shigella 

sonnei 

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

Escherichia coli 

 

Shigella sonnei 
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Lampiran 9. Peremajaan Bakteri Bacillus cereus, Escherichia coli dan Shigella 

sonnei 

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

Escherichia coli 

 

Shigella sonnei 
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Lampiran 10. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak dan pembanding antibiotik 

Ciprofloxacin  

Sampel Uji Hasil 

Ekstrak Kulit Buah Kawista 

 

Ekstrak Daging Buah Kawista 

 

Ciprofloxacin 
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Lampiran 11. Suspensi Bakteri dan Hasil Spektrofotometri UV-Vis 

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

Escherichia coli 

 

Shigella sonnei 
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Lampiran 12. Optimasi Antibiotik Ciprofloxacin dan Bakteri Uji 

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

Escherichia coli 

  

Shigella sonnei 
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Lampiran 13. Optimasi pelarut DMSO 

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

Escherichia coli 

 

Shigella sonnei 
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Lampiran 14. Hasil Metode Difusi Cakram Kertas 

Bakteri 

Uji 
Kulit Buah Kawista Daging Buah Kawista 

Bacillus 

cereus 

  

Escherichia 

coli 

  

Shigella 

sonnei 
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Lampiran 15 Uj Aktivitas Metode Mikrodilusi  

Bakteri Uji Hasil 

Bacillus cereus 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

(-) : Jernih  

(+) : Keruh/ Ada endapan 

(++) : Keruh + Ada endapan 

 

 

 

 

 

MHA + 

Bakteri 

Uji 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Daging Buah 

Kawista 

MHA + Ekstrak 

Kulit Kawista + 

Bakteri Uji 

MHA +  

DMSO + 

Bakteri 

Uji 
MHA 

MHA + 

DMSO 

2.5% 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Kulit 

Kawista 

MHA + Ekstrak 

Daging Buah Kawista 

+ Bakteri Uji 

MHA + Kontrol 

Antibiotik 

MHA + Antibiotik 

+ Bakteri Uji 
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Lampiran 15. Lanjutan 

Bakteri Uji Hasil 

Escherichia coli 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

(-) : Jernih  

(+) : Keruh/ Ada endapan 

(++) : Keruh + Ada endapan 

 

 

 

 

 

MHA +  

DMSO + 

Bakteri 

Uji 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Kulit 

Kawista 

MHA + Ekstrak 

Kulit Kawista + 

Bakteri Uji 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Daging Buah 

Kawista 

MHA + Ekstrak 

Daging Buah Kawista 

+ Bakteri Uji 

MHA + Kontrol 

Antibiotik 

MHA + Antibiotik 

+ Bakteri Uji 

MHA MHA + 

DMSO 

2.5% 

MHA +  

Bakteri 

Uji 
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Lampiran 15. Lanjutan 

Bakteri Uji Hasil 

Shigella sonnei 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

(-) : Jernih  

(+) : Keruh/ Ada endapan 

(++) : Keruh + Ada endapan  

 

 

 

 

MHA 

MHA + 

DMSO 

2.5% 

MHA +  

Bakteri 

Uji 

MHA +  

DMSO + 

Bakteri 

Uji 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Kulit 

Kawista 

MHA + Ekstrak 

Kulit Kawista + 

Bakteri Uji 

MHA + Kontrol 

Ekstrak Daging Buah 

Kawista 
MHA + Ekstrak 

Daging Buah Kawista 

+ Bakteri Uji 

MHA + Kontrol 

Antibiotik 

MHA + Antibiotik 

+ Bakteri Uji 
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Lampiran 16. Hasil Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 

Bakteri Bacillus cereus 

Pengujian KBM  Pengujian KBM 

Kontrol Positif Kulit Buah Kawista Daging Buah Kawista 

 

 

 

 

 
 

 

 

Kontrol Negatif 

 
Jumlah Koloni 4 Koloni 5 Koloni 

Bakteri Escherichia coli 

Pengujian KBM  Pengujian KBM 

Kontrol Positif Kulit Buah Kawista Daging Buah Kawista 

 

  

Kontrol Negatif 

 
Jumlah Koloni 5 Koloni 12 Koloni 
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Lampiran 16. Lanjutan 

Bakteri Shigella sonnei 

Pengujian KBM  Pengujian KBM 

Kontrol Positif Kulit Buah Kawista Daging Buah Kawista 

 

  

Kontrol Negatif 

 
Jumlah Koloni 0 Koloni 11 Koloni 

 

Perhitungan: % Inhibisi 

Dik. 1 kolom wellplate = 5x104 ~ 50.000 koloni 

Ekstrak Kulit Buah Kawista 

a. 4 koloni bakteri Bacillus cereus 

% Inhibisi  =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙−𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

           = 
50.000−4 

50.000
 X 100% 

  = 
49.996

50.000
 X 100% 

% Inhibisi = 99.992% 

b. 5 koloni bakteri Escherichia coli 

% Inhibisi  =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙−𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

   = 
50.000−5 

50.000
 X 100% 

  = 
49.995

50.000
 X 100% 

% Inhibisi  = 99.99% 
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Lampiran 16. Lanjutan 

Ekstrak Daging Buah kawista 

a. 5 koloni bakteri Bacillus cereus 

% Inhibisi  =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙−𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

   = 
50.000−5 

50.000
 X 100% 

  = 
49.995

50.000
 X 100% 

% Inhibisi  = 99.99% 

c. 12 koloni bakteri Escherichia coli 

% Inhibisi  =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙−𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

 = 
50.000−12 

50.000
 X 100% 

  = 
49.988

50.000
 X 100% 

% Inhibisi  = 99.976% 

d. 11 koloni bakteri Shigella sonnei 

% Inhibisi  =  
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙−𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

= 
50.000−11 

50.000
 X 100% 

   = 
49.989

50.000
 X 100% 

       % Inhibisi  = 99.978% 
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Lampiran 17. Hasil Uji KLT-Bioautografi 

a. Hasil Optimasi KLT  

Toluen: Etil asetat: Asam format (4:5:1) 

Ekstrak Buah 

Kawista 

Ekstrak Daging 

Buah Kawista 

 
Sinar UV 

 λ366nm & λ245nm 
 

 
Sinar UV 

 λ366nm & λ245nm 

 

b. Hasil KLT Penampak Bercak 

Toluen: Etil asetat: Asam format (4:5:1) 

Sampel Uji 

Pereaksi Penampak Bercak 

Dragendorf 

(Alkaloid) 

Sitroborat 

(Flavonoid) 

FeCl3 

(Tanin) 

H2SO4 

(Universal) 

Ekstrak Etanol 

Kulit Buah 

Kawista 

    

Ekstrak Etanol 

Daging Buah 

Kawista 
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Lampiran 18. Hasil Cek Turnitin 
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Kartu Bimbingan Pembimbing 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

 
 

Kartu Bimbingan Pembimbing 2 
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