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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cangkang Kerang 

Hijau (CKH) 

- Dicuci bersih dan dikeringkan dibawah sinar matahari 

- Dikeringkan di oven pada suhu 45℃ selama 5 jam  

- Dihancurkan, digiling dan diayak dengan ayakan 80 mesh 

Serbuk CKH 

- Direndam dengan NaOH 0,1 M rasio 1:10 (b/v) selama 24 

jam 

- Dipisahkan serbuk cangkang dan larutan NaOH 

 

-   

-  

Serbuk CKH Hasil 

Perendaman NaOH 

Uji 

Antioksidan 

- Analisis warna, bau dan pH 

- Analisis gugus fungsi 

Analisis Rendemen 

Preparasi Sampel 

Pretreatment Kolagen 

Karakterisasi Kolagen 

Data 

Larutan Hasil 

Perendaman NaOH 

- Didemineralisasi dengan Na2EDTA  

- Direndam dengan butil alkohol 10% 

 

-  

- Uji Lowry 

 
Data 

Serbuk CKH Hasil Perendaman 

Butil Alkohol 10% 

- Diekstraksi dengan asam asetat 
Produksi 

Kolagen 

Kolagen CKH 

Data 
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Lampiran 2. Bagan Kerja 

 

1. Optimasi Ekstraksi Kolagen 

 

 

- ditimbang sebanyak 250 g 

- dinetralisasi dengan akuades hingga pH netral 

- didemineralisasi dengan Na2EDTA 0,5 M pH 7 rasio 1:5 

(b/v) selama 2 hari dengan mengganti larutan Na2EDTA  

setiap hari 

- direndam dengan butil alkohol 10% dengan rasio 1:4 (b/v) 

selama 24 jam 

 

 

- direndam dengan asam asetat dengan rentang konsentrasi 0,25; 

0,50; 0,75 M dengan waktu perendaman 24, 48 dan 72 jam.  

- disaring dengan kertas saring untuk memisahkan residu dan 

filtrat 

 

 

 

- disalting out dengan NaCl 2,6 M selama 24 jam 

- disentrifus pada kecepatan 8000 rpm dengan 

suhu 4℃ selama 20 menit. 

 

- dimasukkan ke dalam membran selofan 

- direndam dengan CH3COOH 0,1 M, diganti 

setiap 4 jam, (diulangi 5 kali dengan asam asetat 

yang baru) 

- direndam dengan akuades, diganti setiap 4 jam 

- dikeringkan dengan freeze dryer selama 24 jam.  

 

 

 

Serbuk CKH Hasil Pretreatment 

Serbuk CKH Hasil Perendaman 

Butil Alkohol 10% 

Residu  Filtrat   

Endapan Kolagen   

Kolagen  Kering Analisis Rendemen 
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2. Karakterisasi Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

2.1 Penentuan  Derajat Keasaman (pH) Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

 

 

 

- ditimbang sebanyak 0,01 g 

- dilarutkan dalam 10 mL akuades lalu dihomogenkan 

- dicelupkan elektroda pH meter ke dalam sampel  

sampai diperoleh angka yang stabil pada proyektor pH meter 

 

 

 

2.2 Analisis Gugus Fungsi Kolagen Cangkang Kerang Hijau dengan FTIR 

 

 

 

 

 

- ditambahkan KBr kemudian dihaluskan dengan mortar 

hingga homogen 

- dimasukkan ke dalam cetakan pellet  

- dipadatkan serta divakum dalam mesin pencetak pellet 

- dimasukkan ke dalam sel 

- dimasukkan pada ruang penempatan sel  

- ditembakkan dengan sinar IR dari spektofotometer 

inframerah IR-408 yang sudah dinyalakan pada kondisi yang 

stabil 

- dilakukan pendeteksian menggunakan tombol detektor 

 

 

- dianalisis untuk memperoleh data 

 

  

Kolagen Cangkang 

Kerang Hijau 

 

Hasil 

0,02 g Kolagen 

Cangkang Kerang Hijau 

Histogram FTIR 

Data 
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3. Uji Aktivitas Antioksidan Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

 

 

 

- dipipet masing-masing 0,05 mL, 0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL dan 

0,8 mL ke dalam tabung reaksi yang berbeda  

- ditambahkan masing-masing 1 mL larutan DPPH 0,4 mM 

- ditambahkan metanol p.a 99,8% hingga volume total 5 mL 

untuk masing-masing deret standar 

 

 

Pembuatan Larutan Kontrol 

 

- dipipet  sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi 

- dicukupkan volumenya menjadi 5 mL dengan metanol p.a 99,8% 

 

  

 

  

 

- diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit di 

tempat gelap 

- diukur pada panjang gelombang maksimum  

- dihitung nilai aktivitas antioksidan dan nilai IC50 

 

  

 

 

 

Larutan Induk Kolagen 

CKH 500 mg/L   

DPPH 0,4 mM 

Larutan Kontrol 

Deret Standar Kolagen CKH  

5; 10; 20; 40; dan 80 mg/L Larutan Kontrol 

Data  

Deret Standar Kolagen CKH  

5; 10; 20; 40; dan 80 mg/L 
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Lampiran 3. Peta Tempat Pengambilan Sampel Kerang Hijau 
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan 

 

1. Pembuatan NaOH 500 mL 0,1 M 

g = V x M x Mr 

 = 0,5 L x 0,1 M x 40 g/mol 

 = 2 g 

2. Pembuatan Lowry A dan Lowry B 

 Lowry A 

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

 Lowry B  

Pembuatan 100 mL Na2CO3 2% 

              % b/v  =
g zat terlarut 

V larutan
 x 100% 

              2%       = 
x

100 mL
 x 100% 

= 2 g 

Pembuatan 50 mL Na-K-Tartrat 1% 

       % b/v  = 
g zat terlarut 

V larutan
 x 100% 

        1%      = 
x

50 mL
 x 100% 

     =  0,5 g  

3. Pembuatan Deret Larutan Standar 

a) Konsentrasi 0,01 mg/mL 

V1 × M1 = V2 × M2 

V1 × 1 mg/mL = 2 mL × 0,01 mg/mL  

V1  = 0,02 mL 

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

b) Konsentrasi 0,02 mg/mL 

V1 × M1 = V2 × M2 

V1 × 1 mg/mL = 2 mL × 0,02 mg/mL  

V1  = 0,04 mL 

Volume akuades = 2 mL ̠  0,04 mL = 1,96 mL 
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c) Konsentrasi 0,04 mg/mL 

V1 × M1 = V2 × M2 

V1 × 1 mg/mL = 2 mL × 0,04 mg/mL  

V1  = 0,08 mL 

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

d) Konsentrasi 0,08 mg/mL 

V1 × M1 = V2 × M2 

V1 × 1 mg/mL = 2 mL × 0,08 mg/mL  

V1  = 0,16 mL 

Volume akuades = 2 mL ̠  0,16 mL = 1,84 mL 

e) Konsentrasi 0,16 mg/mL 

V1 × M1 = V2 × M2 

V1 × 1 mg/mL = 2 mL × 0,16 mg/mL  

V1  = 0,02 mL 

Volume akuades = 2 mL ̠  0,16 mL = 1,68 mL 

4. Pembuatan Na2EDTA 0,5 M 

 g = V x M x Mr 

  = 0,5 L x 0,5 M x 372 g/mol  

  = 93 g 

5. Pembuatan Butil Alkohol 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 
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6. Pembuatan Asam Asetat 

M        = 
Massa jenis x % x 10  

Berat molekul
 

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

60 g/mol
 

M        = 17,5 M 

a) Konsentrasi 5 M 

V1 x M1 = V2 x M2 

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

V1  = 28,5 mL 

b) Konsentrasi 0,25 M 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 0,25 M  

V1  = 5 mL 

c) Konsentrasi 0,50 M 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 0,50 M  

V1  = 10 mL 

d) Konsentrasi 0,75 M 

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 x 5 M = 100 mL x 0,75 M  

V1  = 15 mL 
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Lampiran 5. Perhitungan Rendemen Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

 

Diketahui,  

Berat awal serbuk CKH= 280 g 

Berat serbuk CKH hasil deproteinasi= 250 g 

Berat serbuk CKH hasil demineralisasi= 205 g 

Berat serbuk CKH hasil deminerlisasi pada proses ekstraksi= 172 g 

Berat Produksi Kolagen= 0,0694 g 

 

Ditanyakan, 

a. Berat akhir kolagen CKH= ? 

b. Persen rendemen kolagen CKH=? 

 

Penyelesaian,  

a. Berat Akhir Kolagen CKH 

     Berat Kolagen (g) =
Berat serbuk CKH hasil demineralisasi (g) 

Berat serbuk CKH proses ekstraksi (g)
x Berat produksi kolagen (g) 

Berat Kolagen (g) = 
 205 g

172 g
  x  0,0694 g 

Berat Kolagen (g)  =  0,083 g 

 

b. Persen Rendemen Kolagen  

Rendemen (%)   = 
Berat kolagen CKH (g) 

Berat awal serbuk CKH (g)
 x 100% 

Rendemen (%)   = 
 0,083 g

280 g
 x 100% 

Rendemen (%)   =  0,03% 
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Lampiran 6. Perhitungan Derajat Pengembangan (DP) 

 

DP (%) =
(B-A) 

(A)
 x 100% 

 

Contoh perhitungan 

 

DP (%) =
6,2971 - 3,0022  

3,0022
 x 100% 

 

DP (%) = 109,7495 

Waktu 
[CH3COOH] 

(M) 

C 

(g) 

D 

(g) 

A 

(g) 

E 

(g) 

F 

(g) 

B 

(g) 

DP 

% 

24 

jam 

0.25 0.0617 3.0645 3.0028 0.9868 6.7912 5.8044 93.30 

0.50 0.0770 3.0791 3.0021 0.9480 6.3653 5.4173 80.45 

0.75 0.1065 3.1095 3.0030 1.0558 6.1791 5.1233 70.60 

48 

jam 

0.25 0.0696 3.0738 3.0042 1.0165 7.0635 6.0470 101.28 

0.50 0.0626 3.0661 3.0035 0.9614 6.3260 5.3646 78.61 

0.75 0.1027 3.1045 3.0018 1.0171 6.2979 5.2808 75.92 

72 

jam 

0.25 0.1038 3.1060 3.0022 1.0432 7.3403 6.2971 109.75 

0.50 0.1014 3.1043 3.0029 1.0077 6.7260 5.7183 90.43 

0.75 0.1083 3.1106 3.0023 1.0321 6.4613 5.4292 80.83 

 

Ket:  

A = Bobot serbuk cangkang sebelum perendaman 

B = Bobot serbuk cangkang setelah perendaman  

C = Bobot wadah (alfol) kosong 

D = Bobot wadah (alfol) kosong + serbuk sebelum perendaman  

E = Bobot kertas saring kosong 

F = Bobot kertas saring kosong + serbuk setelah perendaman 

DP = Derajat pengembangan 
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Lampiran 7. Data Uji Lowry Larutan NaOH Hasil Perendaman 

 

 

1. Absorbansi larutan standar BSA 

 

 
[BSA] (mg/mL) A (λ = 733 nm) 

0,01 0,041 

0,02 0,075 

0,04 0,147 

0,08 0,254 

0,16 0,507 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Contoh perhitungan kadar protein terlarut 

 

Kadar protein =
y - 0,0142 

3,0741
 x FP 

 

Kadar protein =
0,220 - 0,0142 

3,0741
 x 10 

 

       = 0,67 mg/mL 

3. Konsentrasi protein dalam larutan NaOH sisa perendaman serbuk cangkang 

Sampel Pengulangan A (λ = 733 nm) 
[Protein] 
(mg/mL) 

[Protein] Rerata 
(mg/mL) 

0.1 M 
Simplo 0,220 0,67 

0,66 
Duplo 0,214 0,65 

 

y = 3.0741x + 0.0142
R² = 0.9992

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 0.05 0.1 0.15 0.2

A
 (

λ
=

 7
3
3
 n

m
)

[BSA] (mg/mL)

Kurva Standar BSA
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Lampiran 8. Perhitungan Kadar Mineral Cangkang Kerang Hijau 

 

Kadar Mineral (%)   = 
B - A (g) 

100%
  

Kadar Mineral (%)   = 
250 g - 205 g 

100%
  

Kadar Mineral (%)   =  0,45% 

Keterangan: B = Berat serbuk CKH sebelum demineralisasi 

 A = Berat serbuk CKH setelah demineralisasi 
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Lampiran 9. Spektrum Inframerah Kolagen Cangkang Kerang Hijau 
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Lanpiran 10. Perhitungan Pembuatan Deret Standar Antioksidan 

 

a. Deret Vitamin C 

 

KonKonsentrasi 0,25 mg/L   

M1 . V1 = M2 . V2  

5 mg/L . V1 = 0,25 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 0,5 mg/L 

= 0,25 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

5 mg/L . V1 = 0,5 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 1 mg/L 

= 0,5 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

5 mg/L . V1 = 1 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 2 mg/L 

= 1 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

5 mg/L . V1 = 2 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 4 mg/L 

= 2 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

5 mg/L . V1 = 4 mg/L . 5 mL  

V1 = 4 mL  
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b. Deret Standar Kolagen 

 

 

 

KonKonsentrasi 5 mg/L   

M1 . V1 = M2 . V2  

500 mg/L . V1 = 5 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 10 mg/L 

= 0,05 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

500 mg/L . V1 = 10 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 20 mg/L 

= 0,1 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

500 mg/L . V1 = 20 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 40 mg/L 

= 0,2 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

500 mg/L . V1 = 40 mg/L . 5 mL  

V1 

 

Konsentrasi 80 mg/L 

= 0,4 mL  

 

M1 . V1 

 

= 

 

M2 . V2 

 

500 mg/L . V1 = 80 mg/L . 5 mL  

V1 = 0,8 mL  
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Lampiran 11. Data Aktivitas Antioksidan Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

 

a. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Kolagen Cangkang Kerang Hijau 

 

No Konsentrasi (mg/L) Absorbansi (A) λ = 515 nm 

1 5 0,597 

2 10 0,595 

3 20 0,593 

4 40 0,585 

5 80 0,573 

6 Kontrol 0,638 

 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 

(mg/L) 

1 5 6,43 

867,76 

2 10 6,74 

3 20 7,05 

4 40 8,31 

5 80 10,19 

 

 

 

1. Konsentrasi 5 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,638 - 0,597 

0,638
 x 100% 

      = 6,43% 

y = 0.0505x + 6.1782

R² = 0.9964

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00
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12.00

0 20 40 60 80 100A
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ti
o
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a
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 (
%

)

Konsentrasi ekstrak (μg/mL)

Kurva Pengukuran Kolagen Cangkang 

Kerang Hijau
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2. Konsentrasi 10 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,638 - 0,595 

0,638
 x 100% 

     

          = 6,74% 

3. Konsentrasi 20 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,638 - 0,593 

0,638
 x 100% 

     

          = 7,05% 

4. Konsentrasi 40 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,638 - 0,585 

0,638
 x 100% 

     

          = 8,31% 

5. Konsentrasi 80 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,638 - 0,573 

0,638
 x 100% 

     

          = 10,19% 

Perhitungan nilai IC50:  

y     = 0,0505x + 6,1782 

IC50  =
50 - 6,1782 

0,0505
 = 867,76 mg/L 
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b. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat 

 

No Konsentrasi (mg/L) Absorbansi (A) λ = 515 nm 

1 0,25 0,051 

2 0,5 0,049 

3 1 0,046 

4 2 0,042 

5 4 0,032 

6 Kontrol 0,091 

 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 

(mg/L) 

1 0,25 43,96 

1,244 

2 0,5 46,15 

3 1 49,45 

4 2 53,85 

5 4 64,84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Konsentrasi 0,25 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,091 - 0,051

0,091
 x 100% 

     

          = 43,96%  

2. Konsentrasi 0,5 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,091 - 0,049 

0,091
 x 100% 

          = 46,15% 

Kurva Pengukuran Asam Askorbat 

80 

60 

40 

20 

0 1 2 3 4 5 

Konsentrasi (μg/mL) 

 

 

y = 5,4073x + 43,269 

R² = 0,9959 

A
k

ti
v
it

a
s 

A
n

ti
o
k

si
d

a
n

 (
%

) 
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3. Konsentrasi 1 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,091 - 0,046 

0,091
 x 100% 

     

          = 49,45% 

4. Konsentrasi 2 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,091 - 0,042 

0,091
 x 100% 

     

          = 53,85% 

5. Konsentrasi 4 mg/L 

% aktivitas antioksidan =
0,091 - 0,032 

0,091
 x 100% 

     

          = 64,84% 

Perhitungan nilai IC50:  

y     = 5,4073x + 43,269 

IC50  =
50 - 43,269 

5,4073
 = 1,244 mg/L  
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Lampiran 12. Dokumentasi Kegiatan 

 

 

 

 

 

 

Tempat pengambilan sampel 

Preparasi sampel 

 

 

 

 

 

 

  Deproteinasi dengan larutan NaOH Pemisahan larutan NaOH dan residu 

 

Penentuan kadar protein menggunakan metode Lowry 
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Perendaman dengan Na2EDTA Perendaman dengan butil alkohol 10% 

 

Perendaman dengan CH3COOH 

Pemisahan filtrat dan residu     Proses salting out dengan NaCl 

 Proses sentrifugasi 
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Proses dialisis    Proses freeze dry 

 

 

 

 

 

 

 

 

FTIR 

 

 

 

 

 

 

Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

 


