LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Tahap — tahap dalam Penelitian

Ekstraksi keong mas (Pomacea canaliculata L)

Pomacea canaliculata L

y

Dibuang cangkang dan isi
perut

y

Dicuci sampai bersih

v

Dipotong kecil — kecil

v

Dikeringkan dengan oven pada
suhu 40°C selama 24 jam

y

Dihaluskan dengan blander

y

Ditimbang dengan timbangan
digital sebanyak 50 gram

y

Dimaserasi dengan pelarut metanol dengan
perbandingan (1:4) selama 2 hari

—

v
Disaring dengan kain blancu
dan kertas sarina

y

Filtrat

y

Diuapkan dengan rotary vacum
evaporasi pada suhu 60°C

y

Ekstrak kasar

v

y

y

Uji DPPH

Ditambahkan etil
Aacetat

Identifikasi
kromatografi kolom

v
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v

Filtrat basah (a)

Uji spektrfotometer UV - Vis

Uji LC — MS

v

y

Hasil
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Diagram Alir Pengujian Antioksidan Dengan Metode DPPH (Blois 1958

dalam Hanani et al, 2005)

Ekstrak kasar Pomacea canaliculata L.

\4

Dilarutkan dalam metaol

V
\2 \ v \
0 ppm 200 ppm 400 ppm 600 ppm
I I | |
Y
Dimasukan kedalam tabung reaksi sebanyak 1 mL
V
Ditambahkan 4 mL larutan DPPH 1 mM dalam metanol
\4
Diinkubasi pada suhu 37°C
Vv
Diukur serapannya menggunakan spektrofotometri UV — Vis pada
panjang gelombang 517 nm




Fortifikasi Ekstrak Kasar ke dalam Minyak ikan

Minyak mentah ikan lemuru 400 mL

N7

Dipanaskan pada suhu 90°C selama 15 menit

7

Didinginkan hingga suhu 70°C

e

Ditambahkan NaCl 8% sebanyak 40% dari volume

minyak

\/

Diaduk pada suhu 70°C selam 15 menit

\

Ditambahkan 180 mL NaOH 0,02 M

\"

Diaduk pada suhu 70°C selam 15 menit

i

Didinginkan

vV

Di sentrifuge dengan kecepatan 3500 selama 15 menit

\V/

Ditambahkan filtrat basah (a) dengan konsentrasi 200 ppm, 400

ppm, 600 ppm

v

Disimpan pada suhu ruang selama 1, 7, 14 hari

\ y Vi
Uji bilangan peroksida Uji bilangan iod Uji TBA (Thiobarbturic
Acid)

-  Membuat Larutan NaCl 8%

Melarutkan 8 gram NaCl kedalam 100 mL aquades

- Membuat Larutan NaOH 0,02 M
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Membuat larutan NaOH 0,1 M dengan melarutkan 4 gram NaOH ke

dalam 100 mL aquades. Lalu diencerkan dengan rumus V1xXN1= V2 x N2



Uji bilangan peroksida

5 gram minyak ikan

v

Dimasukan dalam erlenmeyer 250 mL

%

Ditambahkan 30 mL campuran asam asetat glasial 95% dan kloroform 97% (perbandingan 3:2)

Al

Dikocok hingga bahan tercampur

\/

Ditambahkan 0,5 mL Kl jenuh

Vi

Didiamkan dalam ruang gelap selama 2 menit (sesekali dikocok)

/2

Ditambahkan aguadest sebanyak 30 mL

Y
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Dititrasi dengan larutan Na,S,03 0,1 N hingga warna kuning hampir hilang

¥

Ditambahkan 0,5 mL larutan pati 1%

\/

Dititrasi dengan larutan Na,S,03 0,1 N hingga warna biru hilang

v

Dihitung bilangan peroksida

Angka peroksida = ml Na,S,0; x N Na,S,0; x 1000

Berat Sampel (gr)

Persiapan Uji Bilangan Peroksida Minyak

1. Larutan Kl jenuh
Melarutkan kurang lebih 140 g Kl ke dalam 100 mL aquades
2. Membuatn Larutan Na,S,05;0,01 N

Mengambil 10 mL Na,S,050,1N

Tambahkan aquades hingga 100 mL

3. Membuat larutan pati 1%

Melarutkan 1 g amilum ke dalam 100 mL aquadest
Didihkan sampai bening

Didinginkan

Disaring dan langsung digunakan
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Uji bilangan lod

0, 5 gram minyak ikan

v

Dimasukan dalam erlenmeyer 250 mL

V2

Ditambahkan 10 mL kloroform dan 25 mL larutan Hanus

i

Didiamkan selama 30 menit dalam ruang gelap (sesekali
dikocok)

A

Ditambahkan 10 mL KI 15% dan 100mL aquadest yang telah didihkan

A

Dititrasi dengan larutan Na,S,03 0,1 N hingga warna kuning pucat
Ditambahkan 2 mL indikator amilum
N

Dititrasi dengan larutan Na,S,03 0,1 N hingga warna biru hilang

vV

Dihitung bilangan lod

Angka iod = (titrasi blangko — titrasi sampel) x N Na,S,03; x 12,691

Berat sampel (gr)
Persiapan Uji Bilangan lod

1. Membuat larutan hanus
e Sebanyak 13,2 gram iodium murni dilarutkan dalam 1 L asam asetat
glasial sambil dipanaskan hingga iodium melarut sempurna (lakukan
dengan hati — hati diruang asam)
e Larutan yang terjadi dibiarkan sampai dingin, dan setelah itu
ditambahkan 3 ml brom sehingga larutan berwarna kelabu tua.
e Larutan dimasukan ke dalam botol berwarna gelap dan ditutup rapat
2. Membuat larutan Kl 15%
e 15 gram KI dilarutkan ke dalam 100 mL aquades
3. Membuat larutan Na,S,050,1 N
Melarutkan 24,82 gram Na,S,03; dalam 300 mL aquades
Ditambahkan 0,1 gram Na,CO; atau 3 tetes kloroform
Dipindahkan ke dalam labu ukur
Ditambahkan aquades hingga 1000 mL



Uji TBA

Didestilasi hingga diperoleh 50 mL destilat
Diambil 5 mL destilat
Dimasukan ke dalam tabung reaksi
N
Ditambahkan 5 mL reagen TBA
v
Dipanaskan selam 30 menit
v
didinginkan
WV
dibaca dengan spektofotometer pada panjang gelombang
528 nm
Nilai TBA = 3 X absorbansi x 7,8

3 gram minyak ikan

v

Dimasukan dalam tabung destilasi

7

Dicuci dengan 48,5 mL aquadest

Al

Ditambahkan 1,5 mL HCL 4 N

Berat sampel

e Membuat Reagen TBA

65

Timbang 0,2883 g thiobarbiturat Acid (TBA) kemudian dilarutkan dengan 100 mL

asam asetat glasial 90%. Pelarutan dipercepat dengan pemanasan di atas

pemanaas air.
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Lampiran 2. Tabel Hasil Uji DPPH dan perhitungan IC50

Konsentrasi Absorbansi Rata - % Inhibisi Rata - IC 50(ppm)
(ppm) 1 ”z Rata 1 2 Rata

0 1,052 1,052 1,052 0 0 0

200 1,045 0,986 1,012 0,66 6,27 3,465

400 0,908 0,918 0,90 13,69 12,74 13,215 1230,8588

600 0,795 0,781 0,788 24,43 25,76 25,095

. Absorbansi blanko — Absorbansi sampel
Y Absorbansi blanko N

e Perhitungan IC50
Persamaan regresi linier y = 0,0432x - 3,253
50 = 0,0425x — 2,3115

0,0425 =50 + 2,3115

_ 52,3115
= 0,0425

X

X = 1230,8588

e Cara membuat ekstrak 200ppm, 400ppm, 600ppm

Larutan ekstrak 1000ppm sebanyak 50 ml

1000 mg 1L

X 50 ml
1L 1000 mL

Stok ekstrak 1000 ppm =

=50mg =0,05¢9
Ekstrak sebanyak 0,05 g dilarutkan dalam etil asetat p.a hingga 50 ml
e Ekstrak 200 ppm = V1 x M1 = V2 x M2

=10 ml x 200 ppm = V2 x 1000 ppm

10 ml X200 ppm
=——————=2ml
1000 ppm

2 ml ekstrak 1000 ppm ditambahkan etil asetat p.a hingga 10 ml
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e Ekstrak 400 ppm = V1 x M1 =V2 x M2

=10 ml x 400 ppm = V2 x 1000 ppm

__ 10 ml x400 ppm
1000 ppm

=4 ml

4 ml ekstrak 1000 ppm ditambahkan etil asetat p.a hingga 10 ml
o Ekstrak 600 ppm = V1 x M1 =V2 x M2

=10 ml x 600 ppm = V2 x 1000 ppm

_ 10 ml X600 ppm
1000 ppm

=6ml

6 ml ekstrak 1000 ppm ditambahkan etil asetat p.a hingga 10 ml
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Lampiran 3. Tabel Data Uji Bilangan TBA Minyak lkan Lemuru

Perlakuan Ulangan Rata -

Masa Total @it STDEV
simpan Konsentrasi 1 2 3
1 hari 0 ppm 7,50 7,31 6,50 21,31 7,10 0,531

200 ppm 557 566 561 1684 561 0,045
400 ppm 496 493 501 149 4,96 0,040
600 ppm 338 374 376 10,88 3,62 0,213
7 hari 0 ppm 790 7,93 800 2383 794 0,051
200 ppm 511 521 513 1545 515 0,052
400 ppm 414 388 3,76 11,78 3,92 0,194
600 ppm 33 321 338 995 331 0,092
14 hari 0 ppm 810 800 830 244 813 0,152
200 ppm 445 429 432 13,06 435 0,085
400 ppm 422 320 325 1067 355 0,575
600 ppm 310 312 309 931 310 0,015

TOTAL 61,79 60,48 60,11 182,38 60,79 2,049

Keterangan :
Faktor A = masa simpan minyak ikan (MS) 1 hari, 7 hari, 14 hari

Faktor B = Konsentrasi ekstrak keong (K) O ppm, 200ppm, 400ppm, 600ppm

Tabel dua arah

Konsentrasi
LN pp?m 200 ppm 400 ppm 600 ppm gn“fgzs
1 hari 2131 16,84 14,9 10,89 63,94
7 hari 2383 1545 11,78 9,95 61,01
14 hari 244 1306 10,67 9,31 57,44
S Konsentrasi 69,54 4535 37,35 3015 182,39

Derajat bebas (db)

e dbtotal=(AxB x Ulangan) -1
=(3x4x3)-1
=36-1
=35



e dbperlakuan=(AxB)-1
=(3x4)-1
=12-1
=11

e dbFaktorA=A-1
=3-1
=2

e dbFaktorB=B-1
=4-1
=3

Faktor koreksi (FK)

O.2

e FK=

rxn

_ (182,39) 2
= 3x 12

33266,11
36

= 924,05

Jumlah Kuadrat (JK)
e JK Total = (7,50°+ 7,31%+ 6,50° +.......+3,09°%) — FK

=1031,11 — 924,05

=107,05

e JK perlakuan kombinasi = ( 21,31 + 16,84% + 10,89° +

+9,31%) FK

3
=1029,69 — 924,05

= 105,63
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e JK Galat = JK total — JK Perlakuan kombinasi

= 107,05 - 105, 63

=141

e JK Masa Simpan = 63,94° + 61,01° + 57,44> _FK

Jmlh konsntrasi x ulangan

= 925,82 — 924,05

=1,76

e JK Konsentrasi = 69,54 + 45,35 + 37,35% + 30,15* FK

Jmlh masa simpan x ulangan

=1021,83 — 924,05

=97, 77

e JK MS * Konsentrasi = JK Perlakuan Kombi — JK MS — JK Konsentrasi

=105,63-1,76 - 97, 77

=6,10

Kuadrat Tengah (KT)

JK perlakuan
e KT perlakuan = ———
db Perlakuan

105,63
11

=9,60




. JK masa simpan
e KT masa simpan = -
db masa simpan

1,76
3\ ¢

=0,88

JK konsentrasi
db konsentrasi

e KT konsentrasi =

97,77

3
=32,59

. . JK MSxKonsen
e KT masa simpan*konsentrasi= ————
db MS*xkonsen

6,10
T 6

= 0,29

JK Galat
e KT Galat=—"—"
db Galat
_ 1,41
T 24
= 0,05
F hitung

KT perlakuan

e Fqi erlakuan =
hitung P KT galat

9,60
"~ 0,05

=162,68



72

KT masa simpan
KT galat

¢  F hiung Masa simpan =

088
" 0,05

=14,95

KT konsentrasi
KT galat

e F hiung Konsentrasi =

32,59
~ 0,05

= 552,08

KT MSx*Konsen
® Fiung MS*konsen = ———

KT galat

_ 029

0,05

= 4,98

Tabel ANOVA

Sumber
keragaman db JK KT F hitung  F tabet 5%
Perlakuan : 11 105,6 9,6 162,68 2,22
Masa Simpan 2 1,76 0,88 14,95 3.4
Konsentrasi 3 97,77 32,59 552,08 3,01
MS*konsentrasi 6 6,1 0,29 4,98 2,51
Galat 24 1,41 0,059
TOTAL 35

Nilai F hitung yang lebih besar dari pada F tabel 5% (4,98 > 2,51) menunjukan
interaksi antara konsentrasi dan masa simpan berpengaruh nyata terhadap

angka TBA minyak ikan lemuru.



Analisa Lanjut dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

2 x KT Galat
BNTo05 = Toos X [——————
Ulangan
2x 0,05
= 2,064 X /3—

=0,13

Tabel Dua Arah Uji BNT
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310 | 331 | 355/ 362 | 392 | 435 | 496 | 515 | 561 | 7,10 | 7,94 | 8,13 | Notasi
3.0, V22 g - - - i ¥ . y - - . X
3,31 ] 0,21* | - - - - - : : ; y - - 3
3,55 | 0,45* | 0,24* | - - - B i : § - S - -
3,62 | 0,52* | 0,31* | 0,07 |- - - - : . y - - s
3,92 | 0,82* | 0,61* | 0,37* | 0,30 | - - : 5 i : . ; d
4,35 | 1,25% | 1,04* | 0,80* | 0,73* | 0,43* | f - - - - ] e
4,96 | 1,86* | 1,65% | 1,41* | 1,34* | 1,04* | 0,61* | - - - - - - f
5,15 | 2,05* | 1,84* | 1,60* | 1,53* | 1,23* | 0,80* | 0,19* | - N . : - .
5,61 | 2,51* | 2,30* | 2,06* | 1,99* | 1,69* | 1,26* | 0,65* | 0,46* | ~ - - - h
7,10 | 4,00% | 3,79* | 3,55 | 3,48* | 3,18* | 2,75 | 2,14* | 1,95 | 1,49* | - ; ; i
7,94 | 4,84* | 4,63* | 4,39* | 4,32* | 4,02 | 359* | 2,98* | 2,79* | 2,33* | 0,84* | - - j
8,13 | 5,03* | 4,82* | 4,58* | 4,21* | 4,21* [ 3,78* | 3,17* | 2,98* | 2,52* | 1,03* | 0,19* | - | k

Tabel Pengaruh Interaksi

Masa simpan

Konsentrasi 1 hari 7 hari 14 hari
0 ppm (kontrol) 7,10 (i) 7,94 () 8,13 (k)
200 ppm 5,61 (h) 5,15 (g) 4,35 (e)
400ppm 4,96 (f) 3,92 (d) 3,55 (c)
600 ppm 3,62 (c) 3,31 (b) 3,10 (a)

o BNT Masa simpan

2 x KT Galat
BNToos = Toes X |[—T————
Ulangan

2x0,05
3x4

= 2,064 x

=0,18
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Perlakuan Total Rata —rata  Notasi
Hari 1 63,94 5,32 c
Hari 7 61,01 5,08 b
Hari 14 57,44 4,78 a
Tabel dua arah BNT Masa simpan
4,78 5,32 Notasi
4,78 - - a
5,08 0,30* - b
5,32 0,54* - C
e BNT Konsentrasi
2 x KT Galat
BNTo0s = Toos X |~ —m
angan
2x 0,05
= 2,064 x
3x3
=0,20
Perlakuan Total Rata — rata Notasi
0 ppm 69,54 7,72 d
200 ppm 45,35 5,03 c
400 ppm 37,35 4,15 b
600 ppm 30,15 3,35 a
Tabel dua arah BNT Konsentrasi
3,35 4,15 5,03 7,72 Notasi
3,35 - - - - a
4,15 0,8* - - - b
5,03 1,69* 0,89* - - (o
7,72 4,38* 3,58* 2,69* - d
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Lampiran 4. Tabel Data Uji Bilangan Peroksida Minyak lkan Lemuru

Perlakuan Ulangan
Masa 4 Total Rraattaa_
simpan Konsentrasi 1 2 3 STDEV
1 hari 0 ppm 1,85 2,04 1,92 581 1,93 0,096
200 ppm 1,53 1,44 1,48 4,45 1,48 0,045
400 ppm 1,52 1,46 1,44 4,42 1,47 0,041
600 ppm 1,39 1,36 1,33 4,08 1,36 0,030
7 hari 0 ppm 2,07 2,06 209 6,22 2,07 0,015
200 ppm 2,10 2,05 1,98 6,13 2,04 0,060
400 ppm 1,96 1,98 1,94 5,88 1,96 0,020
600 ppm 1,91 1,93 1,89 5,73 1,91 0,020
14 hari 0 ppm 2,15 2,21 2,12 6,48 2,16 0,045
200 ppm 2,07 2,09 201 6,17 2,05 0,041
400 ppm 1,85 1,83 1,85 5,53 1,84 0,010
600 ppm 1,81 1,77 1,79 5,37 1,79 0,020
TOTAL 22,21 22,22 21,84 66,27 22,09 0,447
Keterangan :

Faktor A = masa simpan minyak ikan (MS) 1 hari, 7 hari, 14 hari

Faktor B = konsentrasi ekstrak keong (K) 0 ppm, 200ppm, 400ppm, 600ppm

Tabel dua arah

Konsentrasi

Masa simpan O ppm 200 ppm 400 ppm 600 ppm szir?]nSZﬁ
1 hari 5,81 4,45 4,42 4,08 18,76
7 hari 6,22 6,13 5,88 5,73 23,96
14 hari 6,48 6,17 5,53 5,37 23,55
> Konsentrasi 18,51 16,75 15,83 15,18 66,27

Derajat bebas (db)

e dbtotal=(AxBxUlangan) -1
=(3x4x3)-1
=36-1
=35



e dbperlakuan=(AxB)-1
=(3x4)-1
=12-1
=11

e dbFaktorA=A-1
=3-1
=2

e dbFaktorB=B -1
=4-1
=3

Faktor koreksi (FK)

O.2

e FK=

rxn

(66,37) 2
- T3x12

4391,71
36

= 121,99

Jumlah Kuadrat (JK)
e JKTotal =(1,85°+2,04°+1,92% +.......+1,79%) — FK

=124,34 -121,99
=2,35

e JK perlakuan kombinasi = ( 5,81° + 4,45° + 4,08° +......+5,37°) _ FK
3

=124,29 - 121,99

=2,30



JK Galat = JK total — JK Perlakuan kombinasi
=2,35-2,30
=0,04

JK Masa Simpan = 18,76 + 23,96° + 23,55 FK

Jmlh konsntrasi x ulangan
= 123,38 - 121,99
=1,39

JK Konsentrasi = 18,51° + 16,75° + 15,83% + 15,18° FK

Jmlh masa simpan x ulangan
=122,68-121,99
= 0,69
JK MS * Konsentrasi = JK Perlakuan Kombi — JK MS — JK Konsentrasi
=2,30-1,39 - 0,69
=0,21

Kuadrat Tengah (KT)

JK perlakuan

KT perlakuan =
db Perlakuan
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F hitung

JK masa simpan

KT masa simpan = :
db masa simpan

1,39
A G

=0,69

JK konsentrasi

KT konsentrasi = -
db konsentrasi

KT masa simpan*konsentrasi =
db MSxkonsen

_ 0,21
" 6
=0,03
JK Galat
KT Galat=———
db Galat
0,04
T 24
= 0,001
KT perlakuan
F hiung perlakuan = —————
KT galat
0,20
"~ 0,001

=109,64

JK MS*Konsen
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KT masa simpan

o F hitung Masa simpan = KT galat

0,69

"~ 0,001
= 364,47

KT konsentrasi
KT galat

e F hiung KOnsentrasi =

023
"~ 0,001

=121,61

KT MSx*Konsen
® Fiung MS*konsen = ———

KT galat
_ 0,03
0,001
= 18,71
Tabel ANOVA
Sumber
keragaman db JK KT F hitung  F tabet 5%
Perlakuan : 11 2,3 0,2 109,64 2,22
Masa Simpan 2 1,39 0,69 364,47 3.4
Konsentrasi 3 0,69 0,23 121,62 3,01
MS*konsentrasi 6 0,21 0,03 18,71 2,51
Galat 24 0,04 0,001
TOTAL 35
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Kesimpulan: nilai F hitung lebih besar dari pada F tabel pada taraf 5%

(18,71>2,51) menunjukan interaksi antara konsentrasi dan masa simpan

berpengaruh nyata terhadap bilangan peroksida minyak ikan lemuru.
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Analisa lanjutan dengan uji beda nyata terkecil (BNT)

2 x KT Galat

BNTo05 = Toos X |[—7—————
Ulangan
2x 0,001
= 2,064 X /3—

= 0,05

Tabel Dua Arah BNT

136 | 147 148 | 1,79 | 184 | 191 | 193 | 196 | 2,04 | 2,05 | 2,07 | 2,16 | Notasi

1,36 | - - - - - f : ] - - - -

1,47 | 011* | - - - : - - - L - - -

1,48 | 0,12 | 0,01 | ° ) 3 ) ) ) ) ) ) )

1,79 | 0,43* | 0,32* | 0,31* | © 3 ) - ) ) ) / )

1,84 | 0,48* | 0,37* | 0,36* | 0,05* | ~ / ) ) ) ) ) )

1,91 | 0,55* | 0,44* | 0,43* | 0,12* | 0,07* | - X - - - -

® O o [0 [T |T |

1,93 | 0,57* | 0,46* | 0,45* | 0,14* | 0,09* | 0,02 | - / y - - -

1,96 | 0,60* | 0,49* | 0,48* | 0,17* | 0,12* | 0,05* | 0,03 | - - - - - f

[v]

2,04 | 0,68* | 0,57* | 0,56* | 0,25* | 0,20* | 0,13* | 0,11* | 0,08* | ~ ) ) )

2,05 |0,69* | 0,58* | 0,57* | 0,26* | 0,21* | 0,14* | 0,12* | 0,09* | 0,01 | © ) )

2,07 | 0,71* | 0,60* | 0,59* | 0,28* | 0,23* | 0,16* | 0,24* | 0,11* | 0,03 | 0,02 | - )

= (o (o ) (o]

2,16 | 0,80* | 0,69* | 0,68* | 0,37* | 0,32* | 0,25* | 0,23* | 0,20* | 0,12* | 0,11* | 0,09* | -

Tabel Pengaruh Interaksi

Konsentrasi Masa simpan
1 hari 7 hari 14 hari
0 ppm 1,93 (e) 2,07 (9) 2,16 (h)
200 ppm 1,48 (b) 2,04 (9) 2,05 (9)
400 ppm 1,47 (b) 1,96 (ef) 1,84 (d)
600 ppm 1,36 (a) 1,91 (e) 1,79 (c)
o BNT Masa simpan

2 x KT Galat
BNTo05 = Tops X
Ulangan
2x 0,001
= 2,064 x /—
3x4

=0,02
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Perlakuan Total Rata—rata Notasi
Hari 1 18,76 1,56 a
Hari 7 23,96 1,99 b
Hari 14 23,55 1,96 c
Tabel dua arah BNT Masa simpan
1,56 1,96 1,99 Notasi
1,56 - - - a
1,96 0,40* - - b
1,99 0,43* 0,03* - C
. BNT Konsentrasi
2 x KT Galat
BNTO,OS = Toos X Ul
angan
,2 x 0,001
=2064x [———
3x3
=0,03
Perlakuan Total Rata — rata Notasi
0 ppm 18,51 2,05 d
200 ppm 16,75 1,86 c
400 ppm 15,83 1,75 b
600 ppm 15,18 1,68 a
Tabel dua arah BNT Konsentrasi
1,68 1,75 1,86 2,05 Notasi
1,68 - - - - a
1,75 0,07* - - - b
1,86 0,18* 0,11* - - c
2,05 0,37* 0,3* 0,19* - d
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Lampiran 5. Tabel Data Hasil Uji Bilangan lod Minyak Ikan Lemuru

Perlakuan Ulangan Total Rata
Masa - rata
simpan Konsentrasi 1 2 3 STDEV
1 hari 0 ppm(kontrol) 3,17 3,23 3,17 9,57 3,19 0,034
200 ppm 450 4,63 4,44 1357 4,52 0,097
400 ppm 4,75 456 4,44 13,75 4,58 0,156
600 ppm 437 494 4,88 1420 4,73 0,313
7 hari 0 ppm(kontrol) 2,53 222 241 7,20 2,38 0,156
200 ppm 3,17 450 4,37 12,04 4,01 0,733
400 ppm 431 4,18 425 12,74 4,24 0,065
600 ppm 425 4,12 4,09 1250 4,15 0,085
14 hari 0 ppm(kontrol) 2,19 2,20 2,24 6,63 2,21 0,026
200 ppm 380 393 399 11,72 390 0,097
400 ppm 348 393 374 11,20 3,71 0,225
600 ppm 342 368 361 10,71 3,57 0,134
TOTAL 43,94 46,12 45,63 1357 45,23 2,124
Keterangan :

Faktor A = masa simpan minyak ikan (MS) 1 hari, 7 hari, 14 hari

Faktor B = konsentrasi ekstrak keong (K) O ppm, 200ppm, 400ppm, 600ppm

Tabel dua arah

Masa Simpan Konsentrasi > Masa
0 ppm 200 ppm | 400 ppm | 600 ppm simpan
(kontrol)
1 hari 9,57 13,57 13,75 14,19 51,08
7 hari 7,16 12,04 12,74 12,46 44,4
14 hari 6,63 11,15 11,15 10,37 39,64
> Konsentrasi | 23,36 36,76 37,64 37,36 135,12

Derajat bebas (db)
e dbtotal=(AxB x Ulangan) -1
=(3x4x3)-1

=36-1
=35




e dbperlakuan=(AxB)-1
=(3x4)-1
=12-1
=11

e dbFaktorA=A-1
=3-1
=2

e dbFaktorB=B-1
=4-1
=3

Faktor koreksi (FK)

O.2

e FK=

rxn

_ (135,69) 2
= 3x 12

18411,77
36

= 511,96

Jumlah Kuadrat (JK)
e JKTotal =(3,17°+ 3,23%+ 3,17* +.......+3,61%) — FK
= 534,99 — 511,96
= 23,03

e JK perlakuan kombinasi = ( 9,25 + 13,57% + 14,19% +

+10,37°) _ FK

3
=533,98 — 511,96
=22,01

e JK Galat = JK total — JK Perlakuan kombinasi
=23,03-22,01
=1,01

83
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e JK Masa Simpan = 51,08° + 44,40% + 39,64° FK
Jmlh konsntrasi x ulangan
=517,04 - 511,96
=5,07

e JK Konsentrasi = 23,36% + 36,76° + 37,64° + 37,36° FK
Jmlh masa simpan x ulangan
=528,26 - 511,96
= 16,49

e JK MS * Konsentrasi = JK Perlakuan Kombi — JK MS — JK Konsentrasi
=22,01 -5,07 - 16,49
=0,44

Kuadrat Tengah (KT)

JK perlakuan
e KT perlakuan = —

db Perlakuan
22,01

T 11
= 2,00

JK masa simpan

¢ KT masa simpan = :
db masa simpan

5,07
T2

=2,53

JK konsentrasi

e KT konsentrasi = -
db konsentrasi



F hitung

. . JK MS*Konsen
KT masa simpan*konsentrasi =

_ 0,44
\ M\
= 0,07
JK Galat
KT Galat =———
db Galat
1,01
T 24
= 0,04
KT perlakuan
F hitung pel’|akuan -_——
KT galat
_ 2,00
0,042
= 47,37

KT masa simpan
KT galat

F hitung Masa simpan e

2,53

0,042
= 60,09

KT konsentrasi
KT galat

F hiung KONsentrasi =

5,49

70,042
= 130,15

db Ms+konsen

85



KT MSxKonsen
® Fiung MS*konsen = —————

KT galat
0,84
0,042
= 20,03
Tabel ANOVA

Sumber
keragaman db JK KT T i F tabel 5%
perlakuan : 11 22,01 2,00 47,37 2,22
Masa Simpan 2 5,07 2,50 60,09 3,4
Konsentrasi 3 16,50 5,49 130,15 3
MS*konsentrasi 6 0,44 0,84 20,03 2,51
Galat 24 1,01 0,04
TOTAL 35

Kesimpulan: nilai F hitung lebih besar dari pada f tabel pada taraf 5% (20,03 >
2,51) menunjukan interaksi antara konsentrasi dan masa simpan berpengaruh

nyata terhadap bilangan iod minyak ikan lemuru.

Analisa lanjutan dengan uji beda nyata terkecil (BNT)

2 x KT Galat
BNTo05 = Toos X [—7————
Ulangan
2x 0,04
= 2,064 X / -

=011
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Tabel Dua Arah Uji BNT

87

2,21 | 2,38

3,19

2,57

Notasi

2,21 - B

<8}

2,38 | 0,17* B

3,19 | 0,98* | 0,81*

3,57 | 1,36* | 3,57*

0,38*

3,71 | 1,50* | 3,71*

3,71*

1,14*

3,90 | 1,69* | 3,09*

3,90*

3,90*

0,19* )

4,01 | 1,80* | 0,44*

4,01*

4,01*

4,01* | 0,11~

4,15 | 1,94* | 0,44*

3,77*

4,15*

4,15* | 4,15*

0,14* | - - ) - }

4,24 | 2,03* | 1,15*

0,53*

4,24

4,24* | 4,24*

4,24* | 0,09 ) ) . i

o |ITKQ |- |0 | |0 |T

4,52 | 2,31* | 4,08*

0,62*

3,38*

4,52* | 4,52*

4,52* | 4,52* | 0,28* ) . )

4,58 | 2,37* | 4,14*

0,57*

0,68*

4,58* | 4,58*

4,58* | 4,58* | 4,58* | 0,06 ) )

4,73 | 2,52* | 3,58*

0,96*

0,72*

4,54* | 4,73*

4,73* | 4,73* | 4,73* | 4,73* | 0,15* <

Tabel Pengaruh Interaksi

Masa simpan

Konsentrasi 1 hari 7 hari 14 hari
0 ppm (kontrol) 3,19 (c) 2,38 (b) 2,21 (a)
200 ppm 4,52 (i) 4,01 (9) 3,90 (f)
400ppm 4,58 (i) 4,24 (h) 3,71 (e)
600 ppm 4,73 (j) 4,15 (h) 3,57 (d)
o BNT Masa simpan
2 x KT Galat
BNTo05 = Toos X Ul—
angan
2 x 0,04
= 2,064 x
3x4
=0,16
Perlakuan Total Rata—rata Notasi
Hari 1 51, 08 4,25 C
Hari 7 44.40 3,70 b
Hari 14 39,64 3,30 a
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Tabel dua arah BNT Masa simpan

3,30 3,70 4,25 Notasi
3,30 - - - a
3,70 0,40* - - b
4,25 0,94* 0,55* - C
. BNT Konsentrasi
2 x KT Galat
BNTo05 = Toos X |—/————
\’ Ulangan
2x 0,04
= 2,064 x
3x3
=0,18
Perlakuan Total Rata —rata Notasi
0 ppm 23,36 2,56 a
200 ppm 36,76 4,08 b
400 ppm 37,64 4,18 C
600 ppm 37,36 4,15 c

Tabel dua arah BNT Konsentrasi

2,56 4,08 4,15 4,18 Notasi
2,56 - - - - a
4,08 1,52* - 1 - b
4,15 1,59* 0,07 : - c
4,18 1,62* 0,1* 0,03 - c




Lampiran 6. Hasil Uji LC — MS

Fraksi 2

211115 029 Dewi Khamilatur Rohmah

Vol injection 2 ul

Flow 0.05 ml/min

Collumn C-18 (15mm x 1 mm)

Eluent MeOH

Operating by : Puspa D N Lotulung

100

% Intensity
a
g

T67 175

LC MS —ESI pos ion

BPI=>NR(2.00)

89

14582

% Intensity
a
3

8

Retention Time (Min)

BPI=>NR(2.00)

14582

Index Time

1 2.568683
2 6.701633
3 7.520150
4 8.455484

Lower Bound
2.060283
6.273017
7.208033
8.143700

Retention Time (Min)

Upper Bound Height Area
5.805350 1458 20830.63
7.130083 430 3476.20
8.065767 448  3642.38
9.585283 208 7825




Rt 2.56 (pengotor ?)

100+ 219.1891

% Intensity
g

Mariner Spec /67:67 (T/257:257) -56:57 (T -257:257) ASC[BP=219.2,1879]

566.3457 742.5952 841.6767
—

1004.3558

90

18790

100

% Intensity
3

159.1191

59.5468 |

5154 7436

Mass (miz)

Mariner Spec /67:67 (T/257:257) -56:57 (T -257:257) ASC[BP=219.2,1879]

219.1891

251.2505

279.2626

263.19
™

339.2648

4, 293.2706 o L ‘377. 3055

9718

.421. 3602

449.3236

18790

1818

Rt 6.70

2626 3434

Mass (miz)

Mariner Spec /171:174 (T /6.62:6.74) -153:161 (T -6.62:6.74) ASC=>NR(2.00)[BP=317.6,460]

1001

% Intensity
@
g

315.52.

190.7981
59.0 2872

317.5591

332.5619

56

3o zann

5572
5866

35.5001
Vo

656.1292
L ‘609 116}

415.6029

421.6267 497.7152 732.1512

4242

4598

5154 7436

Mass (miz)

9718




% Intensity

% Intensity

% Intensity

100

Mariner Spec /171:174 (T /6.62:6.74) -153:161 (T -6.62:6.74) ASC=>NR(2.00)[BP=317.6,460]

317.5591

332.5619

315. 56
3%9.5623
34.5973

[340.5572
5866

55001 4156029 656.1292
190.7981 1 L |sereasr  uermise 3,509- 116} 732.1512

91

4598

100+

284.5216
A

2872 5154 7436 9718
Mass (mfz)

Mariner Spec /171:174 (T /6.62:6.74) -153:161 (T-6.62:6.74) ASC=>NR(2.00)[BP=317.6,460]

317.5591

332.5619

329.5334

415.6029
l 416.6104

100

441.5389

0.0

4598

4192
Mass (mz)

Mariner Spec /171:174 (T /6.62:6.74) -153:161 (T-6.62:6.74) ASC=>NR(2.00)[BP=317.6,460]

656.1292

_%7 3741 554.7210 ¢ 578.5011

5584 5968 6352 6756
Mass (miz)




Rt 7.52

% Intensity

% Intensity

% Intensity

1001

Mariner Spec /193:195 (T/7.48:7.56) -183:186 (T-7.48:7.56) ASC=>NR(2.00)[BP=3716,377]

371.6146

331.57§0

219.1431 6 l@c 4075953
Al Al T,

393.

6197

764.2563

66.1800

529.7044 654.7547 o £79.7033

92

3772

100

2872

5154

7436
Mass (miz)

Mariner Spec /103: 195 (T /7.48:7.56) -183:186 (T-7.48:7.56) ASC=>NR(200)[BP=37186,377]

371.6146

331.5770

372.6138

393.6197

394.6040

219.1431
o oo gaes_ P2 |

[
160.0 297.4

469.6521 529.7044 654.7547

9718

764.2563

765.2201

'66.1800
19,7033

3772

4348

5722
Mass (miz)

Mariner Spec /193:195 (T/7.48:7.56) -183:186 (T-7.48:7.56) ASC=>NR(2.00)[BP=3716,377]

| ot 51,2865 279.1463

0
199.0 2638

331.5770

309.5742 , J525686 l 3401 ) 419.4953
3286

371.6146

372.6138

353.5974

7096

469.6521

3772

Mass (miz)

4582
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Mariner Spec /193:195 (T/7.48:7.56) -183:186 (T-7.48:7.56) ASC=>NR(2.00)[BP=3716,377]

100~ 764.2563
90+
80+
704
60 765.2201
=
3
2
£ 504
=
8
40+
304
20 766.1800
104
724.2294 767.3041
654, 7547 749.761 174033 807.6535 834.2164
(=SS
611 669 727 785 843

Mass (miz)

Rt 8.45

Mariner Spec /216:219 (T/8.38:8.49) -207:211 (T-8.38:849) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,65]

100 210.1882

% Intensity

441.6484

» N 761.4960

5154 7436 9718
Mass (m'z)

Mariner Spec /216:219 (T/8.38:8.49) -207:211 (T-8.38:8.49) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,65]

1002 210.1882

% Intensity
g

191.160

159,025, (L6484

1.7t ALBAE  so7m 717.2616

515 650

Mass (miz)



% Intensity

% Intensity

% Intensity

100

100+

100

Mariner Spec /216:219 (T/8.38:8.49) -207:211 (T-8.38:8.49) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,65]

219.1882

191.1603

251.2358
159.0925

i J— 018 279.3713
159.4324 L A L. y S S N

299.3427
1

A

94

0
1320 1706 2092 2478 2864
Mass (miz)

Mariner Spec /216:219 (T/8.38:8.49) -207:211 (T-8.38:8.49) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,65]

365.5672

343.5617

397.6047

344.5935

| 299.3427 398.6877

321.2767

0 PR U<

Mass (miz)

Mariner Spec /67:67 (T/257:257) -56:57 (T-257:257) ASC[BP=219.2,1879]

219.1891

251.2505

159.1191 279.2626

263.1 339.2648
e 377.3055

, 2932706 L ‘421. 3602

18790

[
101.0 2626 3434 4242

Mass (miz)

449.3236
e




Fraksi 9

211115 029 Dewi Khamilatur. R LC MS —ESI pos ion
Vol injection 2 ul

Flow 0.05 ml/min

Collumn C-18 (15mm x 1 mm)

Eluent MeOH

Operating by : Puspa D N Lotulung

BPI =>NF1.0

95

14464

14464

100+ T7.6
90+
80+
70
T25 T33
60+
2
g 50
=
40
30
20+
10+
0
4 8 12 16
Retention Time (Min)
BPI =>NF1.0
100 T7.6
90+
80
s T25 133
60+
2
2
40
30
20+
104
0
3 6 9 12
Retention Time (Min)
Index Time Lower Bound Upper Bound Height Area

1 2.450867 1.398017 2.842583 932 14844.92
2 3.311933 2.920867 5.966583 946  17485.34
3 7.647166 6.980200 8.621066 1446 23574.85
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Rt 2.45 (pengotor ?)

% Intensity

% Intensity

Rt

% Intensity

100

100

100+

Mariner Spec /63:65 (T/2.41:2.49) -38:45 (T-241:249) ASC=>NR(200)[BP=2192,963]

2191020 0820
421.3222
3o
Solfes  opsess b S67.5611 7435735 8258681 936.7900
5154 7436 9718 12000
Mass (miz)
Mariner Spec /63: 65 (T 2.41:2.49) -38: 45 (T -2.41:2.49) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,963]
219.1920 0630
263.1986
251526
s 345.2681
279.2626
3%9.2463 421.3222
7 11§ 317 2512 H 503.4110
P 37 . 585.4709
Ll lkgoo0 39031 Pk L o Sios ko 6675611
2466 3662 4858 6054 7250
Mass (miz)
Mariner Spec /85: 87 (T/3.27:3.35) -73:76 (T -3.27:3.35) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,345]
219.1872 3447
798.3395
757.30) 8497237
7436 9718 12000

Mass (miz)



% Intensity

% Intensity

% Intensity

Mariner Spec /85:87 (T/3.27:3.35) -73:76 (T-3.27:3.35) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,345]

100 210.1872

538.3108

595.6061

97

3447

798.3395
752,300 N 822.0023

5722
Mass (miz)

Mariner Spec /85:87 (T/3.27:3.35) -73:76 (T -3.27:3.35) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,345]

100+ 219.1872

337.3868

159.1142

5.4906
338.3780

343

Mass (miz)

Mariner Spec /85:87 (T/3.27:3.35) -73:76 (T-3.27:3.35) ASC=>NR(2.00)[BP=219.2,345]

100

784.3912

l— 726.9524 157.3014

7178

7566 795.4

Mass (miz)

798.3395

799.2926

7246 877.0

3447

411.5460 437.5411

367.5336
b aoe gooros Lakeosh b .
ai1

822.0023 7R
8342 8730




Rt 7.64

% Intensity

% Intensity

% Intensity

1001

176.8614

Mariner Spec /194:199 (T/7.53:7.72) -172:184 (T-7.53:7.72) ASC=>NR(2.00)[BP=3726,2289]

372.6223

393.6126 764.2426

94.6066
66.2297

250.4022 91 6005 o 669.2570 784.2320 8604117

1011.3550

98

22889

1001

2872 5154 7436 9718
Mass (miz)

Mariner Spec /194:199 (T /7.53:7.72) -172:184 (T-7.53:7.72) ASC=>NR(2.00)[BP=37256,2289]

372.6223

393.6126

394.6066

50,7262
.65 L 6% N 2759716 669.2570

764.2426
765.2397

766.2297
767.1466

22889

100+

368.7017

422 527 632 737
Mass (mfz)

Mariner Spec /194:199 (T/7.53:7.72) -172:184 (T-7.53:7.72) ASC=>NR(2.00)[BP=372.6,2289]

372.6223

373.6212
382.5926

wo

Mass (miz)

842

22889



% Intensity

% Intensity

100

Mariner Spec /194:199 (T/7.53:7.72) -172:184 (T-7.53:7.72) ASC=>NR(2.00)[BP=3726,2289]

372.6223
371.6131

373.6212
368.7017

99

22889

1001

3692 3714 3736 3758
Mass (mfz)

Mariner Spec /194:199 (T/7.53:7.72) -172:184 (T-7.53:7.72) ASC=>NR(2.00)[BP=3726,2289]

764.2426

750.2322 772.3384 o

37

5585

7452 7654 7856 80bs
Mass (miz)

82




Lampiran 7. Peak LC — MS

100

Fraks 2
RT praItid geiyeihd R Rumus kimia Struktur Kimia
senyawa
2.56 Bicuculine Alkaloid C,0H17NOg 0
<o N
H H
(<
0
0\/0
6.70 | Sanguinarine Alkaloid CooH1sNO, &\
HsC. @~ &
N O
0 l
<o
7.52 | Man5GIcNAc-VI Oligosakarida | C3gHgsNO3;
e S Manpl-4GIcNAc
Manal-2Manel-2Manal”
8.45 Bumetanide Steroid C17H20N,05S 0
SO,NH;
HO
0



https://www.chemspider.com/Search.aspx?q=C38H65NO31
https://www.chemspider.com/Search.aspx?q=C17H20N2O5S

101

Fraksi 9
RT )29 LGS e Rumus kimia Struktur Kimia
senyawa
2.45 | Candesartan - C24H20N6O3 Q
OH HN—N
/N
N’ki R &
3.31 | Ouabain Terpenoid CH44015 i»-..r-ﬂ
N
How HO.\ T
2O OJ
OH
7.64 | Man6GIcNAc-VI Oligosakarida C44H75HO36
Manel.2Manal ahtanet gManpl-chAc
Manal-2Manal



https://www.chemspider.com/Search.aspx?q=C24H20N6O3
https://www.chemspider.com/Search.aspx?q=C29H44O12

Lampiran 8 . Dokumentasi Penelitian

102

e :
1. Keong Mas

Keong mas yangsudah
dipotong kecil - kecil

P i (Y

3. Dikeringkan dengan

oven pada suhu 40°C
selama 24 jam

4. Penghalusan sampel

10. Minyak lkan Lemuru

8. Diupkan dengan
Evaporator

9. Ekstrak kasar

s Pl 3 By ¢ e T T
® 1L

11. Netralisasi Minyak lkan

12. Minyak hasil netralisasi




13. Identifikasi Kromatografi
kolom

L

14. Destilasi (Uji TBA) | 15. pemanasan dengan
waterbath (uji TBA)

103

16. Uji lod

17. Uji Peroksida




