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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Cangkang Kerang

° —> Preparasi Sampel
Hijau (CKH)

- Dicuci bersih dan dikeringkan dibawah sinar matahari
- Dikeringkan di oven pada suhu 45°C selama 5 jam
- Dihancurkan, digiling dan diayak dengan ayakan 80 mesh

Serbuk CKH — | Pretreatment Kolagen

- Direndam dengan NaOH 0,1 M rasio 1:10 (b/v) selama 24
jam
- Dipisahkan serbuk cangkang dan larutan NaOH

Serbuk CKH Hasil Larutan Hasil
Perendaman NaOH Perendaman NaOH
- Didemineralisasi dengan Na;EDTA - Uji Lowry
- Direndam dengan butil alkohol 10% Data

Serbuk CKH Hasil Perendaman
Butil Alkohol 10%

Produksi : .
Kolagen <+— | - Diekstraksi dengan asam asetat
Kolagen CKH Analisis Rendemen
_Uji_ «— —» | Karakterisasi Kolagen
Antioksidan
- Analisis warna, bau dan pH
Data - Analisis gugus fungsi
Data
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Lampiran 2. Bagan Kerja

1. Optimasi Ekstraksi Kolagen

Serbuk CKH Hasil Pretreatment

ditimbang sebanyak 250 g

dinetralisasi dengan akuades hingga pH netral
didemineralisasi dengan Na;EDTA 0,5 M pH 7 rasio 1:5
(b/v) selama 2 hari dengan mengganti larutan Na;EDTA
setiap hari

direndam dengan butil alkohol 10% dengan rasio 1:4 (b/v)
selama 24 jam

Serbuk CKH Hasil Perendaman
Butil Alkohol 10%

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

Residu

Filtrat

- disalting out dengan NaCl 2,6 M selama 24 jam
- disentrifus pada kecepatan 8000 rpm dengan

suhu 4°C selama 20 menit.

Endapan Kolagen

- 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.

Kolagen Kering Analisis Rendemen
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2. Karakterisasi Kolagen Cangkang Kerang Hijau

2.1 Penentuan Derajat Keasaman (pH) Kolagen Cangkang Kerang Hijau

Kolagen Cangkang
Kerang Hijau

Hasil

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

0,02 g Kolagen
Cangkang Kerang Hijau

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

Histogram FTIR

Data

- dianalisis untuk memperoleh data
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3. Uji Aktivitas Antioksidan Kolagen Cangkang Kerang Hijau

Larutan Induk Kolagen
CKH 500 mg/L

- 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

Deret Standar Kolagen CKH
5; 10; 20; 40; dan 80 mg/L

Pembuatan Larutan Kontrol

DPPH 0,4 mM

- dipipet sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi
- dicukupkan volumenya menjadi 5 mL dengan metanol p.a 99,8%

Larutan Kontrol

Deret Standar Kolagen CKH
5; 10; 20; 40; dan 80 mg/L Larutan Kontrol

- diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit di
tempat gelap

- diukur pada panjang gelombang maksimum

- dihitung nilai aktivitas antioksidan dan nilai ICso

Data
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Lampiran 3. Peta Tempat Pengambilan Sampel Kerang Hijau

Kompleks-Mak
] ROJO ROJC] Td

=\
Ekspedisi Cahayaji29

Baru d|||haf

7

@ re'a.sivbt]k

b v \ _‘ S
9 ‘f 34 mnt iU~ ,
* Tanpa tol l:Hondaf}

4 \4/xMakassar: Indah
/r/\ . "
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan

1. Pembuatan NaOH 500 mL 0,1 M
g =VXMxMr
=0,5Lx0,1 M x40 g/mol
=2g
2. Pembuatan Lowry A dan Lowry B
» Lowry A
5 mLfolin ciocalteu : 5 mL akuades (1:1)

> LowryB
Pembuatan 100 mL Na2C0O32% Pembuatan 50 mL Na-K-Tartrat 1%

g zat terlarut g zat terlarut
% blv =S X 100" _ gzatferarit
/o blv V larutan X o % blv V larutan x 100%
2% = —— x 100% 1% =—— x100%
100 mL 50 mL
=2g =059

3. Pembuatan Deret Larutan Standar
a) Konsentrasi 0,01 mg/mL
Vi x M =V, x M2
V1 x 1 mg/mL=2mL x 0,01 mg/mL
V1 =0,02 mL
Volume akuades =2 mL-0,02 mL=1,98 mL
b) Konsentrasi 0,02 mg/mL
Vi x M =V2 x M2
V1 x 1 mg/mL=2mL x 0,02 mg/mL
Vi1 =0,04 mL
Volume akuades =2 mL-0,04 mL=1,96 mL
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c) Konsentrasi 0,04 mg/mL
Vi1 x M =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
d) Konsentrasi 0,08 mg/mL
Vi x M =V2 x M2
V1 x 1 mg/mL=2mL x 0,08 mg/mL
V1 =0,16 mL
Volume akuades =2 mL-0,16 mL=1,84 mL
e) Konsentrasi 0,16 mg/mL
Vi x M =V2 x M2
V1 x 1mg/mL=2mL x 0,16 mg/mL
V1 =0,02 mL
Volume akuades =2 mL-0,16 mL = 1,68 mL
4. Pembuatan Na2zEDTA 0,5 M
g =VXMXMr
=0,5Lx0,5Mx 372 g/mol
=93¢
5. Pembuatan Butil Alkohol 10%
VixCy =V2xC2
V1x99,5% =100 mLx 10%

_ 100 mL x 10%

Vi 99,5%

V1 =10,05 mL



6. Pembuatan Asam Asetat

M

M

b)

d)

_ Massa jenis x % x 10

Berat molekul

1,05 g/em3 x 100% x 10
- 60 g/mol

=175M
Konsentrasi 5 M
Vi X M =V2 X M2
Vix17,5M =100 mLx5M
V1 =28,5mL
Konsentrasi 0,25 M
Vi x Mg =V2x M
ViX5M =100 mLx 0,25 M
V1 =5mL
Konsentrasi 0,50 M
Vi x Mg =V2x M
Vix5M =100 mL x 0,50 M
V1 =10 mL
Konsentrasi 0,75 M
Vi X M =V2x M2
Vix5M =100 mLx 0,75 M

V1 =15mL
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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 serbuk CKH hasil demineralisasi (g)
Berat serbuk CKH proses ekstraksi (g)

Berat Kolagen (g) = x Berat produksi kolagen (g)

05g
172 ¢

Berat Kolagen (g) = x 0,0694 g

Berat Kolagen (g) = 0,083 g

b. Persen Rendemen Kolagen

e %) - Berat kolagen CKH (g) 100%
CREEMEn L) Berat awal serbuk CKH (2 i ’

0,083 g

Rendemen (%) = 80g

x 100%

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

(B-A)

DP (%) =

x 100%

(A)

Contoh perhitungan

6,2971 - 3,0022

DP (%) = 3.0022 x 100%
DP (%) = 109,7495
[CH3COOH] C D A E F B DP
ek @ | @ @ | © | © © %
24 0.25 0.0617 | 3.0645 3.0028 | 0.9868 | 6.7912 5.8044 93.30
jam 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
18 0.25 0.0696 | 3.0738 3.0042 | 1.0165 | 7.0635 6.0470 | 101.28
jam 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
29 0.25 0.1038 | 3.1060 3.0022 | 1.0432 | 7.3403 6.2971 | 109.75
jam 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 (A=733nm)

0,01 0,041

0,02 0,075

0,04 0,147

0,08 0,254

0,16 0,507

Kurva Standar BSA
0.6
~0.5 .
€ 04
o
~ 03 3.0741x + 0.0142
I ¢ y=3. X+ 0.
<02 R? = 0.9992
<01 .
5 L
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[BSA] (mg/mL)

2. Contoh perhitungan kadar protein terlarut

Kad e _y-0,0142 Ep
adar protein = 3.0741 X

Kad o - 0,220-0,0142 10
adar protein = 3.0741 X

= 0,67 mg/mL

3. Konsentrasi protein dalam larutan NaOH sisa perendaman serbuk cangkang

_ [Protein] [Protein] Rerata
Sampel | Pengulangan | A (A =733 nm) (mg/mL) (mg/mL)
Simplo 0,220 0,67
01M Duplo 0,214 0,65 0,66
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Lampiran 8. Perhitungan Kadar Mineral Cangkang Kerang Hijau

B-A
Kadar Mineral (%) = W"(A)g)
250 g-205
Kadar Mineral (%) = lgOT/og

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

B sHIMADZU

T T

|

|

|

|

T
350

T
2500

T

T

T

T
1000

LIS L B B B B

4000 3000 1750 1500 750
Kolagen 1/em
\‘ No. Peak Intensity Corr. Intensity | Base (H) Base (L) Area |Corr. Area
1 1426.27 110.25 0.819 1432.05 339.47 80.256 5.093
2 468.7 9.147 0.875 491.85 433.98 58.837 1.151
3 540.07 19.152 0.769 1651.94 1493.78 160.954 12608
4 1694.37 19.851 1.073 1848.68 1653.87 182.111 12236
5 110377 15.902 5.86 11186.22 1850.61 352.233 41.182
6 11236.37 18.316 1.36 1129424 11188.15 110.955 3224
\7 1131545 18.954 0.175 113251 11296.16 30.105 0113
8 113386 18.835 0.097 11346.31 11327.03 20.257 0.044
) 1141961 16.87 0.051 114254 11404.18 24.602 0034
|10 114524 16.576 0.578 1147554 1143311 49.379 0.793
[k 115392 13.763 2.676 11585.49 (147747 141.976 13.916
112 11651.07 12.587 4614 11813.09 11587.42 285.621 37.151
[13 11824 66 111.115 0.099 11853.59 11815.02 36.674 0122
114 11867.09 111.276 0.194 11878.67 11855.52 21.85 0.082
15 191724 11.269 0.124 1926.89 1899.88 25524 0.066
|16 11967.39 111.148 0.03 11971.25 11951.96 18.341 0.011
17 1231458 18.829 0.496 123358 12000.18 336.522 1875
118 12858.51 14.042 0.041 12862.36 12366.66 584.761 0.281
19 12924 .09 13.191 0.395 129453 12862.36 119.487 1231
|20 12956.87 13.388 0.103 12991.59 12947.23 64.474 0.254
21 335421 1.93 0.041 3635.82 334842 465.963 17.972
Comment; Date/Time; 9/29/2022 1:36:59 PM
Kolagen No. of Scans;
Resolution;
Apodization;

70



a. Deret Vitamin C

Konsentrasi 0,25 mg/L
M1l.V1
5mg/L. V1

V1
Konsentrasi 0,5 mg/L

M1.V1

5mg/L.V1

V1
Konsentrasi 1 mg/L

M1.V1

5mg/L . V1

V1
Konsentrasi 2 mg/L

M1.V1

5mg/L.V1

V1
Konsentrasi 4 mg/L

M1.V1

5mg/L . V1

V1

Lanpiran 10. Perhitungan Pembuatan Deret Standar Antioksidan

M2.V2
0,25 mg/L .5 mL

0,25 mL

M2.V2

0,5mg/L.5mL

0,5mL

M2.V2

1mg/L.5mL

1 mL

M2.V2

2mg/L.5mL

2mL

M2.V2

4 mg/L.5mL

mL
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b. Deret Standar Kolagen

Konsentrasi 5 mg/L
M1.V1
500 mg/L. V1

V1
Konsentrasi 10 mg/L

M1.V1

500 mg/L . V1

V1
Konsentrasi 20 mg/L

M1.V1

500 mg/L . V1

V1
Konsentrasi 40 mg/L

M1.V1

500 mg/L . V1

V1
Konsentrasi 80 mg/L

M1.V1

500 mg/L . V1

V1

M2.V2

5mg/L.5mL

0,05 mL

M2.V2

10 mg/L .

0,1 mL

M2 . V2

20 mg/L .

0,2 mL

M2 . V2

40 mg/L .

0,4 mL

M2.V2

80 mg/L .

0,8 mL

5mL

5mL

5mL

5mL
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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) L =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 | Aktivitas Antioksidan | Nilai IC-50
(mg/L) (%) (mg/L)
1 5 6,43
2 10 6,74
3 20 7,05 867,76
4 40 8,31
5 80 10,19
Kurva Pengukuran Kolagen Cangkang
S Kerang Hijau
c 12.00 -
(1]
2 10.00 -
£ 800 /
¢ 6.00 1 y = 0.0505x + 6.1782
o 4.00 - R2=0.9964
= 200 -
>
E 000 T T T T 1
< 0 20 40 60 80 100
Konsentrasi ekstrak (png/mL)

1. Konsentrasi 5 mg/L

.. L. 0,638 - 0,597
% aktivitas antioksidan ZW x 100%

=6,43%



2. Konsentrasi 10 mg/L

0,638 - 0,595

% aktivitas antioksidan :W x 100%
=6,74%
3. Konsentrasi 20 mg/L
.. L 0,638 - 0,593
% aktivitas antioksidan :W x 100%
=7,05%
4. Konsentrasi 40 mg/L
.. L. 0,638 - 0,585
% aktivitas antioksidan ZW x 100%
=8,31%
5. Konsentrasi 80 mg/L
.. L. 0,638 - 0,573
% aktivitas antioksidan :W x 100%
=10,19%

Perhitungan nilai 1Cso:

y =0,0505x +6,1782

IC _30-6,1782 = 867,76 mg/L
0 700505 ol Pme



b. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat

No | Konsentrasi (mg/L) Absorbansi (A) A =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 | Aktivitas Antioksidan | Nilai IC-50

(mg/L) (%) (mg/L)

1 0,25 43,96

2 0,5 46,15

3 1 49,45 1,244

4 2 53,85

5 4 64,84

(2] (e}
o o
I J

Kurva Pengukuran Asam Askorbat

y = 5,4073x + 43,269
R2 = 0,9959

N
o

Aktivitas Antioksidan (%o)
D
o

2

3

Konsentrasi (ng/mL)

4

1. Konsentrasi 0,25 mg/L

% aktivitas antioksidan =

2. Konsentrasi 0,5 mg/L

% aktivitas antioksidan =

0,091 - 0,051
0,091

X

=43,96%

0,091 - 0,049
0,091

=46,15%

100%

x 100%
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3. Konsentrasi 1 mg/L

o o 0,091 - 0,046
% aktivitas antioksidan =——  x 100%
0,091
= 49,45%
4. Konsentrasi 2 mg/L
o o 0,091 - 0,042
% aktivitas antioksidan =—— x 100%
0,091
=53,85%
5. Konsentrasi 4 mg/L
.. L. 0,091 - 0,032
% aktivitas antioksidan =——  x 100%
0,091
=64,84%

Perhitungan nilai 1Cso:

y =5,4073x + 43,269

1050 =22 ) 544 mglL
¥ T T sa073 0 oTTmE



Lampiran 12. Dokumentasi Kegiatan

e %9 ¢
oo g " Ml

L ']

e N R B
>4 2 = A

£=g

-

Penentuan kadar protein menggunakan metode Lowry
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Proses sentrifugasi
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Pengukuran Aktivitas Antioksidan
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