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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja

Lampiran 1.1 Ekstraksi Padina austra

lis

Sampel Padina autralis

4,8 kg

Sortasi basa
Pengeringan
Perajangan

Simplisia

h

Penimbangan
simplisia
sebanyak 100 g
Maserasi (2 L
aseton, 3 hari)

Simplisia

aseton

sebanyak 15 g
Ultrasonikasi
dengan 300 mL

27

Simplisia 15 g
Ekstrasi dengan
microwave, 300
mL aseton

Ekstrak Cair Hasil Ekst

Metode Maserasi

Metode Ultrasound-

rak Cair Hasil

Assisted

Ekstrak Cair Hasil
Metode Microwave-
Assisted

Penguapan de

Ekstrak Kental

ngan

rotary evaporator (50°C)
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Lampiran 1.2 Validasi Metode Analisis Padina australis dengan

Spektrofotometer UV-Vis

Larutan standar 3-karoten

Panjang gelombang
serapan makasiumum (A
maks)

- Pengenceran 5 seri kadar dari larutan
induk
- Analisis secara spektrofotometri

Kurva Baku

Linearitas

Limit Of Detection dan AKUrasi Presisi

Limit Of Quantification

%Recovery

Validasi Metode Analisis

Penentuan kadar karotenoid
pada alga coklat Padina
australis

Analisis Data dan
Pembahasan

Kesimpulan
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Lampiran 2. Perhitungan
Lampiran 2.1 Perhitungan Validasi Metode Analisis
Lampiran 2.1.1 Linearitas

Larutan baku B-karoten 100 ppm dibuat dengan melarutkan 1 mg baku -
karoten dengan 10 ml metanol p.a dan diencerkan menjadi konsentrasi 1, 2, 3, 4,
dan 5 ppm. Lalu dilakukan pengukuran absorbansi sehingga dihasilkan data sebagai
berikut:

Konsentrasi Baku (ug/mL) Absorbansi
1 0,145
2 0,155
3 0,168
4 0,177
5 0,188

Setelah itu dilakukan pemplotan data sehingga diperoleh persamaan sebagai
berikut:

y = 0,0108x + 0,1342, dengan nilai r2 = 0,997

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics
Multiple R 0.998802
R Square 0.997605
Adjusted R 0.996807
Standard E  0.000966

Observatio 5
ANOVA

df SS MS F ignificance F
Regression 1 0.001166 0.001166 1249.714 4.98E-05
Residual 3 2.8E-06 9.33E-07
Total 4 0.001169

Coefficientsandard Errc  t Stat P-value Lower 95% Upper 95% ower 95.0%/pper 95.0%
Intercept 0.1342 0.001013 132.4457 9.49E-07 0.130975 0.137425 0.130975 0.137425
X Variable : 0.0108 0.000306 35.3513 4.98E-05 0.009828 0.011772 0.009828 0.011772




Lampiran 2.1.2 Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantifikasi (LOQ)
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Konsentrasi Baku ,

Absorbansi X -y’ -y')?
(ug/mL) y y-y v-y)
1 0,145 1,000 0,145 0,0000 0,0000
2 0,155 1,926 0,156 -0,0008 0,0000
3 0,168 3,130 0,167 0,0014 0,0000
4 0,177 3,963 0,177 -0,0004 0,0000
5 0,188 4,981 0,188 -0,0002 0,0000
Jumlah 0,0000
Rumus :
LOD= 3,3Zsy/x 1 LOQ = 10>;)sy/x
P = ,)2 » [o0000 210,0000028
DX f : - I
Syx =T 5= oy -— =0,0009
_ 3,3%0,0009 _ _ 10%0,0009 _ _
LOD = o018 0,2952 pg/mL LOQ = oot08 = - 0,8945 ug/mL
Lampiran 2.1.3 Akurasi
Konsentrasi  Replikasi  Absorbansi Konsentrasi %Recovery Rata-
(ppm) Terukur Rata
(Mg/mL)
1 1 0,146 1,093 109,26 106,17
2 0,145 1,000 100,00
3 0,146 1,093 109,26
3 1 0,168 3,130 104,32 107,41
2 0,169 3,222 107,41
3 0,170 3,315 110,49
5 1 0,186 4,796 95,3 97,78
2 0,187 4,889 97,8
3 0,188 4,981 99,63

Perhitungan Konsentrasi Terukur

Persamaan regresi linear: y = 0,0108x + 0,1342

_ y-0,1342
~ 0,0108

Konsentrasi Baku B-karoten 1 ppm

_ 0,146-0,1342 _
X1= “oo0108 1,093 pg/mL

_ 0,145-0,1342 _
X2 = W =1,000 pg/mL

_ 0,146-0,1342 _
X3 = W =1,093 pg/mL



Konsentrasi Baku B-karoten 3 ppm

_0,168-0,1342

X1= 0108 - 3,130 pg/mL
_ 0,169-0,1342 _

X2 = “o00108 3,222 pg/mL
_0,170-0,1342 _

X3 = “o0108 3,315 pg/mL

Konsentrasi Baku B-karoten 5 ppm

_ 0,186-0,1342 _

X1= W =4,796 |Jg/mL
_ 0,187-0,1342 _

X2 = 00108 4,889 ug/mL
_0,188-0,1342 _

X3 = W = 4,981 pg/mL

Perhitungan Persen Perolehan Kembali (%oRecovery)

. Konsentrasi Terukur
Rumus; ———
Konseentrasi Teoritis

X 100%

%Recovery Baku 3-karoten konsentrasi 1 ppm

1,093

%Recovery x1 = 00 X 100% = 109,26%
_ 1,000
%Recovery xz2 = o0 X 100% = 100,00%

%Recovery x3 = % X 100% = 109,26%

109,26+100,00+109,26
3

Rata-Rata %Recovery baku 1 ppm = =106,17%

%Recovery Baku B-karoten konsentrasi 3 ppm

%Recovery x1 = % X 100% = 104,32%

%Recovery x2 = % X 100% = 107,41%

%Recovery X3 = % X 100% = 110,49%

104,32+107,41+110,49

Rata-Rata %Recovery baku 3 ppm = 3

=107,41%
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%Recovery Baku B-karoten konsentrasi 5 ppm

%Recovery x1 = % X 100% = 95,93%

%Recovery xz2 = % X 100% = 97,78%

%Recovery x3 = % X 100% = 99,63%

Rata-Rata %Recovery baku 5 ppm = ww?,m%

Lampiran 2.1.4 Presisi

Konsentrasi Replikasi Absorbansi

5 pg/mL 1 0,152

0,153

0,155

0,154

0,153

OB WN

0,154

Rata-Rata 0,154

SD 0,001

RSD 0,683

0,152+0,153+0,155+0,154+0,153+0,154
6

Rata-rata absorbansi = =0,154

2\/(0,152—0,154)2+(0,153—0,154)2+(0,155—0,154)2+(o,154—0,154)2+(0,153—0,154)2+(0,154—0,154)2
’ 6-1

=0,001

RSD = 22x100% = g%me% = 0,683%
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Lampiran 2.2 Perhitungan Hasil Ekstraksi dan Penetapan Kadar Karotenoid

Perhitungan Persen Rendemen

Metode N Bobot Ekstrak
0,
Ekstraksi Bobot Simplisia (g) @ %oRendemen
Maserasi 100 2,74 2,74
UAE 15 0,29 1,93
MAE 15 0,26 1,73
Rumus:

Bobot ekstrak
%Rendemen = ————"x100%
Bobot simplisia

%Rendemen metode maserasi = %j: x100% = 2,74%

%Rendemen metode UAE = %":’xmo% =1,93%

0,26¢g
15¢g

%Rendemen metode MAE = x100% =1,73%

Perhitungan Hasil Penetapan Kadar

Metode Absorb Konsentrasi Kadar Rata-Rata *
Ekstraksi ansi (ug/mL) Karotenoid SD

(mg/g)

MAE 0,152 1,648 2,060 1,983%0,067
0,151 1,556 1,944
0,151 1,556 1,944

UAE 0,161 2,481 12,407 12,562+0,267
0,162 2,574 12,870
0,161 2,481 12,407

Maserasi 0,183 4,519 1,807 1,844+0,037
0,184 4,611 1,844

0,185 4,704 1,881
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Persamaan regresi linear: y = 0,0108x + 0,1342

_ y-0,1342
~ 0,0108

Konsentrasi Sampel Hasil Maserasi

_0,183-0,1342 _

X1= 00108 4,519 pg/mL
_0,184-0,1342 _

X2 = W =4,611 pg/mL
_ 0,185-0,1342 _

X3 = “o00108 4,704 pg/mL

4,519+4,611+4,704

Rata-Rata Konsentrasi = 3 =4,611 pg/mL
Konsentrasi Sampel Hasil UAE
X1 = % = 2,481 pg/mL
X2 = % = 2,574 pg/mL
Xa = 25 = 2,481 pg/mL
Rata-Rata Konsentrasi = 2281+2574+2481 _ 2,512 pyg/mL
Konsentrasi Sampel Hasil MAE
Xy = 2 = 1,648 pg/mL
Xo = 2o = 1,556 pg/mL
Xa = 2o = 1,556 pg/mL
Rata-Rata Konsentrasi = wﬂ ,586 ug/mL
Rumus perhitungan kadar:
% Kadar = 22V Fe
Msampel
Keterangan:
[Sampel] : Konsentrasi sampel (mg/L)
\% : Volume sampel (L)

Fp . Faktor pengenceran



Msampel : Bobot sampel (g)

Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil Maserasil = % =1,807 %

Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil Maserasi 2 = % =1,844 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil Maserasi3 = % =1,881 %
Rata-Rata Kadar Karotenoid Hasil Maserasi = 1,844 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil UAE 1 = % = 12,407 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil UAE 2 = % =12,870 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil UAE 3 = % = 12,407 %
Rata-Rata Kadar Karotenoid Hasil UAE =12,562 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil MAE 1 = % =2,060 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil MAE 2 = % =1,944 %
Kadar Karotenoid Ekstrak Hasil MAE 3 = % =1,944 %
Rata-Rata Kadar Karotenoid Hasil MAE =1,983 %
Perhitungan nilai SD
sp = (20’
n-1
2 ~ 2 _ 2 _ 2
sSD Maserasi: \/(1,807 1,844) +(1,8442-11,844) +(1,881-1,844) — 0,037
2 _ 2 _ 2 _ 2
SD UAE = \/(12,407 12,562) +(12,8702-112,562) +(12,407-12,562) — 0,267
2 _ 2 _ 2 _ 2
SD MAE = \/(2,060 1,983) +(1,9442-11,983) +(1,944-1,983) — 0,067
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Hasil Perbandingan Kadar Karotenoid Menggunakan Kruskal-Wallis Test

B

36

Tests of Normality

Kolmogarov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Metode Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar Karotenoid ~ MAE 385 3 . 750 3 .0oo
LIAE .385 3 : 750 3 .0oo
Maserasi 75 3 . 1.000 3 1.000

a. Lilliefors Significance Caorrection

Kadar Karotenoid

12500

10.000

7.500

5000

2500

000

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Metode N Mean Rank
—_— Kadar Karotenoid ~ MAE 3 5.00
UAE 3 8.00
Maserasi 3 2.00
Total 9

Test Statistics™”

Kadar
Karatenoid

Kruskal-Wallis H 7.322
dr 2
Asymp. Sig. 026

UAE pyS— a. Krusszn Wa\ll.s Test
Metode h. Grouping Variahle: Metode



Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

Gambar 11. Proses pengeringan
7]

Gambar 13. Penggerusan simplisia

Gambar 15. Proses ekstraksi UAE
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Gambar 12. Penyimpanan simplisia

Gambar 14. Proses maserasi

Gambar 16. Proses ekstraksi MAE



Gambar 17. Proses p'enguapan
pelarut

Gambar 19. Proses
penimbangan ekstrak kental

Gambar 18. Proses penguapan
pelarut di waterbath
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Lampiran 4. Spektrum Hasil Validasi Metode Analisis Karotenoid

a. Panjang gelombang maksimum

39

0.5808

o

0.4000

Abs.

0.2000

0.0000 —
-0.0292 L L
400.00 500.00 600.00
nm.
No. PV Wavolength Abs, Description
1 [ ) 682.00 0.0239
2 45000 0.5300
3 558.00 0.0217
b. Linearitas, LOD, dan LOQ
Sample ID Type Ex Conc WL5566.0 Wgt.Factor
| baku11 Standard 1.000 0.145 1.000
beta213 Standard 2.000 0.155 1.000
| beta31 Standard 3.000 0.168 1.000
betad5s Standard 4.000 0.177 1.000
beta51 Standard 5.000 0.188 1.000
0.2
2 0.15 g
© R?=0.997
2 01
3
<o 0.05
<
0
0 1 2 3 4 5

Konsentrasi (ppm)



a. Akurasi
Standard Curve
0.182 T I r
0.180
0.160
0.141 ! L L
1.000 2.000 3.000 4,000
Conc. (mgll)
Standard Table
1D Type Ex Conc WL450.0 | WgtFactor Comments
1 1ppm Standard 1.000 0.146 1.000
2 1ppm1 Standard 1.000 0.146 1.000
3 Tppma Standard 1.000 0.147 1.000
4 1ppm3 Standard 1.000 0.146 1.000
5 1ppmd Standard 1.000 0.146 1.000
6 1ppmS Standard 1.000 0.145 1.000
7 2ppm1 Standard 3.000 0.168 1.000
L] 2ppm2 Standard 3.000 0.169 1.000
9 2ppm3 Standard 3.000 0170 1.000
10 2ppmd Standard 3.000 0.170 1.000
1 2ppmS Standard 3.000 0.167 1.000
12 Sppm1 Standard 5.000 0.186 1.000
13 Sppm2 Standard 5.000 0.187 1.000
1_4 Sppm3 Standard 5.000 0.188 1.000
15 Sppma Standara 5.000 0.188 1.000
16
b. Presisi
Sample ID Type Ex Conc WL450.0 | WgtFactor
Sppm3 Standard 5000 0.153 1.000
Sppmd Standard 5.000 0.153 1.000
SppmS Standarg 5.000 0154 1.000
Sppmé Standard 5.000 0153 1.000
Sppm7 Standard 5.000 0154 1.000
Sppmé Standard 5.000 0.155 1.000
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Lampiran 5. Surat Determinasi Sampel

LABORATORIUM ILMU LINGKUNGAN DAN KELAUTAN
DEPARTEMEN BIOLOGI

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAIUAN ALAM
UNIVERSITAS HASANUDDIN, KAMPUS TAMALANREA

JL. PERINTIS KEMERDEKAAN KM, 10, MAKASSAR

No LOMALKLIIOYP, L V1272020
al ¢ Mentifikasi Algae
Lamp =1 Lembar

SURATKETERANGAN

qumwmmmnmmmﬂu‘mw
ganggang algac dan identifikasi maka terdapat spesies yokni Pl australis | lack, 1887,

Sampel : Terima tanggal 29 November 2021

Kondisi sampel : Scgar, tidak ala holdiast

Genuy : Padina

Jenis : Pading australis Hauck, 1887

Diskripsio : Thallus terdini dari beberapa helainn bentuk kipaviilament dengan dimneter

3-4 cm dengan lingkaran-lingkaran konsentris, thallus berupa lembaran tipis
bersegmen-segmen dengan garis-garis yang condenmyg melinghar berwama
coklat. Pinggiran talus cenderung melenghung ke dalam, Thalles berwama
cokelat muda kehijauan, cokelat kekuning-kuningsn atau kadang heputib-
putihan akibal pengapuran. Ukuran filament ini sedikit bebib  bes
dibandingkan jenis lain dsri Pading. Tepi luar filamemt menchal dan
permukaan tas fiksment mempanyai garis konsentris warna putih

NIP. 19620726 198702 1 001

Tembanan :
I. Asip
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LABORATORIUM ILMU LINGKUNGAN DAN KELAUTAN
DEPARTEMEN BIOLOGI

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS HASANUDDIN, KAMPUS TAMALANREA

JL. PERINTIS KEMERDEKAAN KM. 10, MAKASSAR

Gambar 1. Pading asatralis Houck, 1887
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