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Lampiran 1. Bagan Alir Penelitian 

 
 

  

Tulang Ikan Kakap Merah 

- Dikarakterisasi  

- Direndam dengan n-butanol 10% rasio 
1:4 (b/v) selama 12 jam 

- Direndam menggunakan CH3COOH 
dengan rentang konsentrasi (0,2 - 2 M) 
selama rentang waktu (2 - 58 jam) 

- Disaring dengan kain kasa 

- Disalting out dengan menggunakan NaCl 2,6 M selama 24 
jam 

- Disentrifus (8000 rpm, 4 oC, 20 menit) 

- Dilarutankan ke dalam larutan CH3COOH 0,1 M  

- Dimasukkan ke dalam membran selofan 

- Didialisis selama 4 jam dengan larutan 
CH3COOH 0,01 M yang diganti sebanyak 4 kali 

- Direndam di dalam akuades yang diganti setiap 
1 jam sampai pH 6 

- Dikeringkan dengan freezer drying selama       
15 jam 

Residu Filtrat 

Data 

- Uji Lowry 

- Dipreparasi 

- Pretreatment kolagen menggunakan 
larutan NaOH 0,075 M selama 10 jam 

Tulang Ikan Hasil  

Perendaman NaOH 

Larutan Hasil  

Perendaman NaOH 

Analisis Kadar 

Air 

Analisis Kadar 

Abu 

Analisis Kadar 

Protein 
Analisis pH 

Analisis Asam  

Amino Uji Antioksidan 

Endapan Filtrat 

Analisis Rendemen 
dan gugus fungsi 

Kolagen Kering 
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Lampiran 2. Peta Tempat Pengambilan Sampel TIKM  
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Lmapiran 3.  Pembuatan Larutan 

1. Pembuatan Larutan NaOH 500 mL 0,075 M 

g = V x M x Mr 

 = 0,5 L x 0,075 M x 40 g/mol 

 = 1,5 g 

 

2. Pembuatan Asam Asetat 

M  =
massa jenis x % x 10

Berat Molekul
 

             =
1,05 g/cm3 x 100% x 10

60 g/mol
 

 = 17,5 M 

 

• Konsentrasi 5 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 17,5 M = 100 mL x 5 M 

V1  = 28,5 mL 

 

• Konsentrasi 0,2 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 0,2 M 

V1  = 4 mL 

 

• Konsentrasi 0,5 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 0,5 M 

V1  = 10 mL 

 

• Konsentrasi 1,3 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 1,3 M 

V1  = 26 mL 

 

• Konsentrasi 2 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 2 M 

V1  = 40 mL 

 

• Konsentrasi 2,3 M 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 2,3 M 

V1  = 46 mL 
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3. Pembuatan Larutan Lowry A dan Lowry B 

• Lowry A 

5 mL folin ciocalteu : 5 mL akuades (1:1) 

• Lowry B 

Pembuatan 50 mL NaOH 0,1 N 

g = N x V x BE 

  = 0,1 N x 0,05 mL x 40 g/mol 

  = 0,2 g 

 

4. Pembuatan Larutan n-butanol 10% 

V1 x C1  = V2 x C2 

V1 x 99,5%  = 100 mL x 10% 

V1                           = 
100 mL x 10% 

99,5%
  

V1   = 10,05 mL 

 

5. Pembuatan Deret Larutan Standar BSA 

• Konsentrasi 0,01 mg/mL 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 1 mg/mL = 2 mL x 0,01 mg/mL 

V1  = 0,02 mL 

Volume akuades = 2 mL-0,02 mL = 1,98 mL 

 

• Konsentrasi 0,02 mg/mL 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 1 mg/mL = 2 mL x 0,02 mg/mL 

V1  = 0,04 mL 

Volume akuades = 2 mL-0,04 mL = 1,96 mL 

 

• Konsentrasi 0,04 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1 mg/mL = 2 mL x 0,04 mg/mL 

V1  = 0,08 mL 

Volume akuades = 2 mL-0,08 mL = 1,92 mL 

 

• Konsentrasi 0,08 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1 mg/mL = 2 mL x 0,08 mg/mL 

V1  = 0,16 mL 

Volume akuades = 2 mL-0,16 mL = 1,84 mL 
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• Konsentrasi 0,16 mg/mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 1 mg/mL = 2 mL x 0,16 mg/mL 

V1  = 0,32 mL 

Volume akuades = 2 mL-0,32 mL = 1,68 mL 
 

6. Pembuatan Larutan Induk untuk Uji Aktivitas Antioksidan 

• Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM 

g = M . V . Mr 

  = 0,4 x 10-3 M . 0,1 . 394,32 

  = 15,7728 x 10-3 g 

  = 0,015 g 

 

• Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 mg/L 

mg/L                      = 
mg 

L
 

500  = mg/0,01 L 

mg  = 5 mg  = 0,005 g 

diencerkan hingga 10 mg/L: 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 500 mg/L  = 10 mL x 10 mg/L 

V1   = 0,2 mL 

Volume metanol p.a yang dibutuhkan = 10 mL - 0,2 mL = 9,8 mL 

 

• Pembuatan Larutan Induk Kolagen 1000 mg/L 

mg/L                      = 
mg 

L
 

mg/L                      = 
mg 

0,01 L
 

mg  = 10 mg  = 0,01 g 

 

7. Pembuatan Deret Standar Asam Askorbat 

• Konsentrasi 0,5 mg/L 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 10 mg/L = 5 mL x 0,5 mg/L 

V1  = 0,25 mL 

 

• Konsentrasi 1 mg/L 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 10 mg/L = 5 mL x 1 mg/L 

V1  = 0,5 mL
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• Konsentrasi 2 mg/L 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 10 mg/L = 5 mL x 2 mg/L 

V1  = 1 mL 

 

• Konsentrasi 4 mg/L 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 10 mg/L = 5 mL x 4 mg/L 

V1  = 2 mL 

 

• Konsentrasi 8 mg/L 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 50 mg/L = 5 mL x 8 mg/L 

V1  = 4 mL  

 
8. Pembuatan Deret Standar Kolagen 

• Konsentrasi 30 mg/L 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 1000 mg/L  = 5 mL x 30 mg/L 

V1   = 0,15 mL 

 

• Konsentrasi 120 mg/L 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 1000 mg/L  = 5 mL x 120 mg/L 

V1   = 0,6 mL 

 

• Konsentrasi 240 mg/L 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 1000 mg/L  = 5 mL x 240 mg/L 

V1   = 1,2 mL 

 

• Konsentrasi 420 mg/L 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 1000 mg/L  = 5 mL x 420 mg/L 

V1   = 2,1 mL 

 

• Konsentrasi 600 mg/L 

V1 x M1   = V2 x M2 

V1 x 1000 mg/L  = 5 mL x 600 mg/L 

V1   = 3 mL 
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Lampiran 4. Perhitungan Optimasi Rendemen Kolagen TIKM 

Run 

Order 

Konsentrasi Asam 

Asetat (M) 

Waktu Perendaman 

(Jam) 

Rendemen 

Kolagen (%) 

1 1,3 25 0,244 

2 1,3 8 0,174 

3 1,3 25 0,239 

4 0,2 25 0,554 

5 1,3 25 0,219 

6 2,0 48 0,036 

7 1,3 25 0,468 

8 2,3 25 0,042 

9 1,3 25 0,314 

10 2,0 2 0,039 

11 0,5 48 0,523 

12 1,3 58 0,408 

13 0,5 2 0,210 

 

Rendemen Kolagen  

1. TIKM 1 

Rendemen kolagen (%) = 
Berat kering kolagen (g) 

Berat awal tulang (g)
 × 100% 

= 
0,0122 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,244% 

 
2. TIKM 2 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0087 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,174%
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3. TIKM 3 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0120 g 

5,00 g
 × 100% 

  = 0,239% 

4. TIKM 4 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0277 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,554% 

 

5. TIKM 5 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0110 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,219% 

 

6. TIKM 6 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0018 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,036% 

 

7. TIKM 7 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0234 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,468% 

 

8. TIKM 8 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0021 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,042% 

 

9. TIKM 9 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0157 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,314% 

 
10. TIKM 10 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0020 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,039% 
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11. TIKM 11 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0261 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,532% 

 

12. TIKM 12 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0204 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,408% 

 

13. TIKM 13 

Rendemen kolagen (%) = 
0,0105 g 

5,00 g
 × 100% 

= 0,210% 
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Lampiran 5. Perhitungan Validasi Kondisi Optimum TIKM 

No 
Konsentrasi 

Asam Asetat (M) 

Waktu 

Perendaman 

(Jam) 

Berat Awal 

(g) 

Berat 

Akhir (g) 

Rendemen 

Kolagen 

(%) 

1 0,19 58 100 0,3954 0,3954 

2 0,19 58 100 0,3486 0,3486 

3 0,19 58 100 0,3403 0,3403 

4 0,19 58 100 0,4716 0,4716 

5 0,19 58 100 0,4489 0,4489 

Rata-Rata 0,40096 

 

 

Rendemen Validasi 

1. TIKM 1 

Rendemen kolagen (%) = 
Berat kering kolagen (g) 

Berat awal tulang (g)
 × 100% 

= 
0,3954 g 

100 g
 × 100% 

= 0,3954% 

 

2. TIKM 2 

Rendemen kolagen (%) = 
0,3486 g 

100 g
 × 100% 

= 0,3486% 

 

3. TIKM 3 

Rendemen kolagen (%) = 
0,3403 g 

100 g
 × 100% 

 = 0,3403% 

 

4. TIKM 4 

Rendemen kolagen (%) = 
0,4716 g 

100 g
 × 100% 

= 0,4716% 

 

5. TIKM 5 

Rendemen kolagen (%) = 
0,4489 g 

100 g
 × 100% 

= 0,4489% 
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Lampiran 6. Perhitungan Kadar Air 

No. 

Bobot Kosong 

Cawan (g) 

A 

Bobot Cawan 

+ Sampel (g) 

B 

Bobot 

Konstan (g) 

C 

Bobot 

Sampel (g) 

D 

Kadar 

Air (%) 

1 58,227 58,3605 58,3471 0,1335 10,04% 

 

Kadar air (%) = 
B - C

B - A
 × 100% 

 

Kadar air (%) = 
58,3605 - 58,4371

58,3605 - 58,227
 × 100% 

= 10,04% 
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Lampiran 7. Perhitungan Kadar Abu 

No. 

Bobot Kosong 

Cawan (g) 

A 

Bobot Cawan 

+ Sampel (g) 

B 

Bobot 

Konstan (g) 

C 

Bobot 

Sampel (g) 

D 

Kadar 

Abu (%) 

1 56,4344 56,5854 56,4365 0,151 1,39 

 

Kadar Abu (%) = 
C - A

B - A
 × 100% 

 

Kadar Abu (%) = 
56,4365 - 56,4344

56,5854 - 56,4344
 × 100% 

= 1,39% 
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Lampiran 8. Perhitungan Kadar Protein 

No. 
Volume 

H2SO4 

Normalitas 

H2SO4  

Berat 

sampel 

(g) 

Faktor 

Pengenceran 

Kadar 

protein (%) 

1 1,05 0,0105 0,1019 50 47,36 

 

N total (%) = 
(V1- V2) x N x 14,007 x FP 

W x 1000
 × 100% 

Contoh perhitungan 

N total (%) = 
1,05 x 0,0105 x 14,007 x 50 

0,1019 x 1000
 × 100% 

  = 7,58% 

 
Protein  = N total (%) x Faktor koreksi 

= 7,5774% x 6,25 

= 47,36% 
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Lampiran 9. Perhitungan Rendemen Produksi Kolagen TIKM 

Rendemen kolagen (%) = 
Berat kering kolagen (g) 

Berat awal tulang (g)
 × 100% 

= 
2,0048 (g) 

500 (g)
 × 100% 

= 0,40096% 
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Lampiran 10. Data Uji Lowry Larutan NaOH Hasil Perendaman 

1. Absorbansi Larutan Standar BSA 

BSA (mg/mL) Absorbansi 

0,01 0,099 

0,05 0,273 

0,1 0,416 

0,15 0,581 

0,2 0,716 

 

 

 
2. Contoh Perhitungan Kadar Protein Terlarut 

Kadar Protein = 
y - 0,0903 

3,2028
 × FP 

Kadar Protein = 
0,517 - 0,0903 

3,2028
 × 10 

= 1,33 mg/mL 

 

3. Konsentrasi Protein dalam Larutan NaOH Sisa Perendaman TIKM 

Sampel A (λ = 764) [Protein] (mg/mL) 

0,075 M 0,517 1,33 

y = 3,2028x + 0,0903
R² = 0,9941
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Lampiran 11. Plot Kontur Optimasi Produksi Kolagen TIKM 

 

Gambar 4. Plot Kontur Optimasi Produksi Kolagen TIKM 
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Lampiran 12. Perhitungan Kadar Asam Amino Kolagen TIKM 

Kadar Asam Amino         = 
A/B x 𝐶𝑠𝑡𝑑/10

9
 x BM x Va x FP x 1000  

Wx

 

Kadar Asam Amino (%) = 
Kadar asam amino (mg/Kg)

10000
 

Contoh Perhitungan: 

Kadar Asam Amino        = 
11,84/15,60 x Cstd/10

9
 x 1985,25 x 1000 x 100 x 1000  

0,1020
 

= 147720,97 mg/Kg 

 

Kadar Asam Amino (%) = 
147720,97

10000
=14,77% 

 

Keterangan: 

A : Rasio sampel 

B : Rasio standar 

CStd : Konsentrasi larutan standar (pmol/μL) 

BM : Bobot molekul asam amino (g/mmol) 

Va : Volume akhir sampel (μL) 

Fp : Faktor pengenceran 

Wx : Bobot penimbangan sampel (g) 
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Lampiran 13. Data Penentuan Komposisi Asam Amino Kolagen TIKM 
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Lampiran 14. Kromatogram Analisis Asam Amino Kolagen TIKM 
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Lampiran 15. Kromatogram Analisis Standar Asam Amino  
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Lampiran 16. Spektrum Infra Merah Kolagen TIKM 
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Lampiran 17. Spektrum Infra Merah Standar Kolagen  
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Lampiran 18. Data Aktivitas Antioksidan 

a. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Kolagen 

No. Konsentrasi (mg/L) Aktivitas Antioksidan (%) Nilai IC50 

1 30 9,90 

601,27 

2 120 15,84 

3 240 21,78 

4 420 35,64 

5 600 51,49 

 

 

 
Konsentrasi 30 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(Ab - As)

Ab
 x 100% 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(0,101 - 0,091)

0,101
 x 100% 

  = 9,90% 

 

Konsentrasi 120 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(0,101 - 0,085)

0,101
 x 100% 

 = 15,84% 

Konsentrasi 240 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(0,101 - 0,079)

0,101
 x 100% 

 = 21,78% 

y = 0,0723x + 6,5283
R² = 0,9908
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Konsentrasi 420 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(0,101 - 0,065)

0,101
 x 100% 

 = 35,64% 

 

Konsentrasi 600 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) = 
(0,101 - 0,049)

0,707
 x 100% 

 = 51,49% 

 

Perhitungan Nilai IC50 

y = 0,0723x + 6,5283 

IC50       = 
50 - 6,5283

0,0723
 = 601,27% 

 

b. Pengukuran Asam Askorbat 

No. Konsentrasi (mg/L) Aktivitas Antioksidan (%) Nilai IC50 

1 0,5 49,50 

0,457 

2 1 51,49 

3 2 54,46 

4 4 58,42 

5 8 68,32 

 

 

 

y = 2,4353x + 48,886
R² = 0,9958
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Konsentrasi 0,5 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) =
(0,101 - 0,051)

0,091
 x 100% 

= 49,50% 

 

Konsentrasi 1 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) =
(0,101 - 0,049)

0,091
 x 100% 

 = 51,49% 

 

Konsentrasi 2 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) =
(0,101 - 0,046)

0,091
 x 100% 

 = 54,46% 

 

Konsentrasi 4 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) =
(0,101 - 0,042)

0,091
 x 100% 

 = 58,42% 

 

Konsentrasi 8 mg/L 

Aktivitas Antioksidan (%) =
(0,101 - 0,032)

0,091
 x 100% 

 = 68,32% 

 

Perhitungan Nilai IC50 

y = 2,4353x + 48,886 

 

IC50 = 
50 - 48,886

2,4353
 = 0,457% 

 

 

 

 

 


