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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian 

  
Rumput Laut diperoleh di Laut 

Serbuk simplisia rumput laut 

- Preparasi Sampel 

Isolat pigmen 
karotenoid 

- Ekstraksi 

Ekstrak n-heksana Ekstrak n-heksana 

- Uji Antioksidan 
- Uji Toksisitas 
- Uji Pendahuluan 

 

- Identifikasi pigmen dengan KLT 

- Identifikasi menggunakan UV-Vis 

- Identifikasi menggunakan FTIR 

- Uji antioksidan dengan metode DPPH 

- Uji toksisitas dengan metode BSLT 

Data 

- Diisolasi 

Rumput Laut diperoleh di Tambak 

Serbuk simplisia rumput laut 

Isolat pigmen 
karotenoid 

- Diisolasi 

Data 
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Lampiran 2. Prosedur Penelitian 

A. Preparasi Sampel Rumput Laut 

 

 

 

 

 

 

B. Ekstrasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumput Laut 

(Eucheuma cottonii) 

 Masing-masing rumput laut yang diperoleh di laut (I) dan di 

tambak (II) dicuci menggunakan air mengalir 

 Dikeringanginkan pada suhu ruang 

 Dihaluskan hingga jadi serbuk menggunakan blender 

 Ditimbang berat sampel 

Sampel 
I dan II 

Sampel I dan II 

 

- Dimasukkan masing-masing ke dalam toples 

- Dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana 

hingga terendam sempurna 

- Didiamkan selama 3x24 jam dengan sesekali 

pengadukan 

- Disaring dengan menggunakan penyaring 

Buchner 

 

Filtrat Residu 

 Dipekatkan 

menggunakan rotary 

evaporator 

 
Ekstrak kasar 

n-heksana I dan II 
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C. Identifikasi Senyawa Pigmen Karotenoid dengan Uji Pendahuluan 

 

 

 

 

 

D. Isolasi Senyawa Pigmen Karotenoid dengan Saponifikasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : Dilakukan hal yang sama untuk ekstrak II  

Ekstrak Kasar 

Hasil 

 Masing-masing ekstrak I dan II diteteskan di atas plat tetes 

 Dibiarkan hingga kering 

 Ditambahkan beberapa tetes asam sulfat pekat 

Ekstrak Kasar I 

 Ditambahkan larutan 20 % KOH dalam 

metanol dengan perbandingan 1:1 

 Diaduk perlahan dengan shaker kecepatan 

120 rpm 

 Dibiarkan pada suhu kamar selama 24 jam 

 Difraksinasi dengan n-heksana dan akuades 

dalam corong pisah 

Lapisan n-heksana Lapisan akuades 

 Dicuci dengan akuades 

hingga terbebas dari 

sisa alkali 

 Dikeringkan dengan 

natrium sulfat anhidrat 

 Pelarut diuapkan 

dengan rotary 

evaporator 

Karotenoid I 
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E. Identifikasi Senyawa Pigmen Karotenoid dengan Kromatografi Lapis Tipis 

 

 

 

 

 

 

 

F. Identifikasi Senyawa Pigmen Karotenoid dengan Spektrofotometer UV-Vis 

 

 

 

 

 

 

G. Identifikasi Senyawa Pigmen Karotenoid dengan FTIR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pigmen Karotenoid  

 Ditotolkan pada plat KLT 1 cm di atas plat dasar 

 Dielusi dengan pelarut campuran n-heksana p.a : aseton 

(3:1) (I), n-heksana p.a : etil asetat p.a (3:1) (II), dan aseton : 

etil asetat (2:8) (III). 

 Dilihat spot dibawah lampu visible 

 Dihitung nilai Rf dan dibandingkan 

Data harga Rf senyawa 
pigmen ekstrak 

Pigmen Karotenoid 

Hasil 

 Dilarutkan dengan pelarut n-heksana 

 Disiapkan blanko 

 Diukur nilai absorbansi pada panjang gelombang  

350-600 nm 

Pigmen Karotenoid 

Hasil 

 Dimasukkan pada pelet KBr dengan perbandingan 1:10  

ke dalam lubang silinder 

 Ditempatkan pada alat DRS dan dikenai dengan sinar IR 
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H. Uji Kuantitatif Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

 

  

Pigmen Karotenoid 

 Dibuat dalam 5 seri konsentrasi 500, 1000, 

2000, 4000, 8000 g/mL dalam larutan 

metanol p.a dilakukan secara triplo 

Ekstrak dengan seri konsentrasi 

 Sebanyak 1 mL larutan DPPH ditambahkan 

pada setiap seri konstentrasi dalam tabung 

reaksi 

 Volumenya dicukupkan sampai 5 mL 

dengan metanol 

Sampel Uji Kontrol Blanko 

Sebagai kontrol positif 
digunakan asam askorbat 
(vitamin C) dengan seri 
konsentrasi dan volume 

yang sama dengan 
perlakuan ekstrak 

Blanko dibuat dengan cara 
menambahkan 4 mL metanol 

p.a pada 1 mL DPPH 

 Diinkubasi pada suhu ruang dan tempat 

yang gelap selama 30 menit 

 Absorbansi dibaca pada spektrofotometer 

UV-Vis pada  = 500 nm 

Data Absorbansi 

 Dihitung persentase hambatan radikal 

Data Hambatan Radikal 
(LC50) 
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I. Uji Toksisitas Dengan Metode BSLT 

  
Telur udang Artemia 

salina Leach 

 Direndam di dalam akuades selama 10 menit 

 Ditambahkan beberapa tetes NaOCl 5 %, dicuci 

dengan akuades 

 Dimasukkan kedalam wadah berisi air laut 

 Aerasi 48 jam 

Larva udang usia 24 
jam (Nauplii) 

 Sebanyak 10 ekor larva dimasukkan kedalam vial berisi 

ekstrak sampel dalam berbagai seri konsentrasi (10; 20; 40; 

80; 100) ppm dari larutan induk 2000 ppm 

 Diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam dan diberi 

lampu cahaya 

 Jumlah larva udang yang mati pada tiap vial dilihat dengan 

kaca pembesar dan dihitung 

Data jumlah larva udang yang mati 

 Pengolahan data 

Data nilai LC50 
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Lampiran 3. Perhitungan Data Penelitian 

1. Perhitungan Rendemen Ekstrak dan Pigmen Karotenoid Rumput Laut 

(Eucheuma cottonii) 

% Rendemen  = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 x 100% 

a. Ekstrak I 

     % Rendemen =  
26,4136 g

560 g
 x 100% 

          = 4.7167% 

b. Ekstrak II 

     % Rendemen = 
24,5248 g

557 g
 x 100% 

          = 4,4030 % 

c. Pigmen Karotenoid I  

     % Rendemen = 
0,8735 g

26,4136 g
 x 100% 

          = 3,307 % 

c. Pigmen Karotenoid II  

     % Rendemen = 
0,5331 g

24,5248 g
 x 100% 

          = 2,1737 % 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



31 

 

 
 

2. Uji Antioksidan 

A. Antioksidan (LC50) Ekstrak I 

1. Simplo 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,728 9,90 

2 1000 0,696 13,86 

3 2000 0,644 20,30 

4 4000 0,551 31,81 

5 8000 0,391 51,61 

6 kontrol 0,808  

 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 9,90 

7551,38 

2 1000 13,86 

3 2000 20,30 

4 4000 31,81 

5 8000 51,61 

 

 

2. Duplo 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,719 11,01 

2 1000 0,705 12,75 

3 2000 0,643 20,42 

4 4000 0,575 28,84 

5 8000 0,368 54,46 

6 kontrol 0,808  

y = 0.0643x + 9.8752
R² = 0.9917
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No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 11,01 

7312,83 

2 1000 12,75 

3 2000 20,42 

4 4000 28,84 

5 8000 54,46 

 

 

3. Triplo 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,717 11,26 

2 1000 0,684 15,35 

3 2000 0,630 22,03 

4 4000 0,539 33,29 

5 8000 0,376 53,47 

6 kontrol 0,808  

 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 13,00 

7291,67 

2 1000 19,93 

3 2000 27,97 

4 4000 36,51 

5 8000 60,77 

 

y = 0.0615x + 11.721
R² = 0.9949
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B. Antioksidan (LC50) Ekstrak II 

1. Simplo 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,69 14,60 

2 1000 0,665 17,70 

3 2000 0,603 25,37 

4 4000 0,523 35,27 

5 8000 0,316 60,89 

6 kontrol 0,808  

  

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 14,60 

6254,92 

2 1000 17,70 

3 2000 25,37 

4 4000 35,27 

5 8000 60,89 

 

 

y = 0.0614x + 12.077
R² = 0.9934
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y = 0.0643x + 9.8752
R² = 0.9917
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2. Duplo  

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,703 13,00 

2 1000 0,647 19,93 

3 2000 0,582 27,97 

4 4000 0,513 36,51 

5 8000 0,317 60,77 

6 kontrol 0,808  

 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 13,00 

6175,17 

2 1000 19,93 

3 2000 27,97 

4 4000 36,51 

5 8000 60,77 

 

 

3. Triplo 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,697 13,74 

2 1000 0,665 17,70 

3 2000 0,600 25,74 

4 4000 0,494 38,86 

5 8000 0,323 60,02 

6 kontrol 0,808  

 

y = 0.0615x + 11.721
R² = 0.9949
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No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 500 13,74 

6193,11 

2 1000 17,70 

3 2000 25,74 

4 4000 38,86 

5 8000 60,02 

 

 

C. Antioksidan (LC50) Pigmen Karotenoid I 

1. Simplo  

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.705 12.75 

2 100 0.697 13.74 

3 200 0.614 24.01 

4 400 0.482 40.35 

5 800 0.286 64.60 

6 Kontrol 0.808   

 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 12.75 

575.95 

2 100 13.74 

3 200 24.01 

4 400 40.35 

5 800 64.60 

y = 0.0614x + 12.077
R² = 0.9934

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

0 200 400 600 800 1000A
k

ti
v
it

a
s

 a
n

ti
o

k
s

id
a

n
 

(%
)

Konsentrasi ekstrak (μg/mL)



36 

 

 
 

 

 
2. Duplo  

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.712 11.88 

2 100 0.692 14.36 

3 200 0.606 25.00 

4 400 0.524 35.15 

5 800 0.295 63.49 

6 Kontrol 0.808   

 

No 
Konsentrasi 

(μg/mL) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 11.88 

603.33 

2 100 14.36 

3 200 25.00 

4 400 35.15 

5 800 63.49 

 

 

y = 0.0711x + 9.0501
R² = 0.9914
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3. Triplo 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.711 12.00 

2 100 0.651 19.43 

3 200 0.584 27.72 

4 400 0.484 40.10 

5 800 0.289 64.23 

6 Kontrol 0.808  

 

No 
Konsentrasi 

(μg/mL) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 12.00 

568.78 

2 100 19.43 

3 200 27.72 

4 400 40.10 

5 800 64.23 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0668x + 12.005
R² = 0.9877
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D. Antioksidan LC50 Pigmen Karotenoid II 

1. Simplo  

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.721 10.77 

2 100 0.673 16.71 

3 200 0.603 25.37 

4 400 0.523 35.27 

5 800 0.316 60.89 

6 Kontrol 0.808   

 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 10.77 

624.02 

2 100 16.71 

3 200 25.37 

4 400 35.27 

5 800 60.89 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0643x + 9.8752
R² = 0.9917
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2. Duplo  

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.697 13.74 

2 100 0.668 17.33 

3 200 0.595 26.36 

4 400 0.519 35.77 

5 800 0.317 60.77 

6 Kontrol 0.808  

 

No 
Konsentrasi 

(μg/mL) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 13.74 

622.42 

2 100 17.33 

3 200 26.36 

4 400 35.77 

5 800 60.77 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0615x + 11.721
R² = 0.9949
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3. Triplo 

No 
Konsentrasi 

(mg/L) 
Absorbansi (A)    

λ = 516 nm 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

1 50 0.697 13.74 

2 100 0.665 17.70 

3 200 0.604 25.25 

4 400 0.494 38.86 

5 800 0.323 60.02 

6 Kontrol 0.808   

 

No 
Konsentrasi 

(μg/mL) 

Aktivitas 
Antioksidan 

(%) 

Nilai IC-50 
(mg/L) 

1 50 13.74 

617.64 

2 100 17.70 

3 200 25.25 

4 400 38.86 

5 800 60.02 

 

  

y = 0.0614x + 12.077
R² = 0.9934
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E. Antioksidan (LC50) Asam Askorbat 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi (A)  

= 516 nm 

Aktivitas Absorbansi 

(%) 

1 500 0,62 0,16 

2 1000 0,603 2,90 

3 2000 0,527 15,14 

4 4000 0,365 41,22 

5 8000 0,049 92,11 

6 kontrol 0,621  

 

No. 
Konsentrasi 

(mg/L) 

Aktivitas 

Antioksidan (%) 
Nilai LC50 (mg/L) 

1 0,25 0,16 

2,34 

2 0,5 2,90 

3 1 15,14 

4 2 41,22 

5 4 92,11 

 

 

  

y = 25.015x - 8.4675
R² = 0.9984
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4. Uji Toksisitas Metode BSLT 

Tabel 1. Nilai probit 

 

 

a. Ekstrak I 

Ekstrak I 

Konsentrasi (ppm) 
Log 

Konsentrasi 
Kematian 

(%) 
Probit 

 
10 1 20 4,16  

20 1,30 60 5,25  

40 1,60 100 8,09  

80 1,90 100 8,09  

100 2 100 8,09  

PERHITUNGAN LC50  

a b Probit 50% LC50 (ppm)  

4,2446 0,1092 5 14,20  
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▪ y = ax + b 

y = 4,2446x + 0,1092 

x = 
5 - 0,1092

4,2446
 = 1,1522 

x = 1,1522 → 10x = 101,1522 = 14,1984 

LC50 = 14,20 ppm 

b. Ekstrak II 

Ekstrak II 

Konsentrasi (ppm) 
Log 

Konsentrasi 
Kematian 

(%) 
Probit 

 
10 1 13 3,87  

20 1,30 47 4,92  

40 1,60 100 8,09  

80 1,90 100 8,09  

100 2 100 8,09  

PERHITUNGAN LC50  

a b Probit 50% LC50 (ppm)  

4,603 -0,5744 5 16,25  

 

y = 4.2446x + 0.1092
R² = 0.8714

0

2

4

6

8

10

0 0.5 1 1.5 2 2.5

P
ro

b
it

Log Konsentrasi

Ekstrak I

probit

Linear (probit)



44 

 

 
 

 

▪ y = ax + b 

y = 4,603x – 0,5744 

x = 
5 - 4,603

0,5744
 = 1,2156 

x = 1,1460 → 10x = 101,2156 = 16,43 

LC50 = 16,43 ppm 

C. Pigmen Karotenoid I 

Ekstrak II 

Konsentrasi (ppm) 
Log 

Konsentrasi 
Kematian 

(%) 
Probit 

 
10 1 73 5,61  

20 1,30 100 8,09  

40 1,60 100 8,09  

80 1,90 100 8,09  

100 2 100 8,09  

PERHITUNGAN LC50  

a b Probit 50% LC50 (ppm)  

2,0063 4,4616 5 1,85  

 

y = 4.603x - 0.5744
R² = 0.8679
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▪ y = ax + b 

y = 2,4241x – 3,5334 

x = 
5 - 2,0063

3,5334
 = 0,268 

x = 0,268 → 10x = 10 0,268 = 1,85 

LC50 = 1,85 ppm 

D. Pigmen Karotenoid II 

Ekstrak II 

Konsentrasi (ppm) 
Log 

Konsentrasi 
Kematian 

(%) 
Probit 

 
10 1 80 5,84  

20 1,30 93 6,48  

40 1,60 100 8,09  

80 1,90 100 8,09  

100 2 100 8,09  

PERHITUNGAN LC50  

a b Probit 50% LC50 (ppm)  

2,4241 3,5334 5 1,85  
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▪ y = ax + b 

y = 2,4241x + 3,5334 

x = 
5 - 2,4241

3,5334
 = 0,605 

x = 0,605 → 10x = 10 0,605 = 4,03 

LC50 = 4,03 ppm 

  

y = 2.4241x + 3.5334
R² = 0.8721
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Lampiran 4. Hasil Data Penelitian 

1. Identifikasi Pigmen Karotenoid I Dengan Spektrofotometer UV-VIS 
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2. Identifikasi Pigmen Karotenoid II Dengan Spektrofotometer UV-VIS 
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3. Identifikasi Pigmen Karotenoid I dengan FTIR 
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4. Identifikasi Pigmen Karotenoid II dengan FTIR 
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian 

 
Preparasi sampel rumput laut 

 
Proses maserasi dan evaporasi ekstrak 

 
Ekstrak rumput laut 

 
Identifikasi pigmen karotenoid 

 
Proses isolasi pigmen karotenoid 

 
Pigmen karotenoid 

 
Identifikasi pigmen karotenoid metode 

KLT 

 
Identifikasi pigmen karotenoid metode 

UV-Vis 
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Identifikasi pigmen karotenoid metode 

FTIR 

 
Uji aktivitas antioksidan 

 
Uji toksisitas metode BSLT 

 

  


