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LAMPIRAN

Lampiran 1 Perhitungan Rendemen Ekstrak Metanol Holothuria atra

Berat sampel segar =500 gram
Berat sampel setelah disiangi =400 gram
Berat akhir = 16,87 gram
berat akhir
% Rendemen = ———  x 100 %
berat awal
16,87 gram
% Rendemen = ———— x 100 %
400 gram

% Rendemen =4.21 %
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Lampiran 2 Prosedur Pembuatan DMSO 10 % dan Konsentrasi

- Pembuatan DMSO 10 %
DMSO 100 % x 1 ml stok=DMSO 10 % x (x) ml

DMSO 100 % x 1 ml

0oml = —F 510 %

(xX)ml =10 ml
Jadi sebanyak 1 ml DMSO 100 % dilarutkan dengan aquadest hingga volume 10

ml.

- Pembuatan Konsentrasi

Stok Fraksi A 10000 ppm

_ 1mg
1 ppm = 1000 m
_ 10000 mg
10000 ppm = p——
_ 100 mg
~ 10ml

Jadi sebanyak 100 mg fraksi A dilarutkan dengan 10 ml DMSO 10 %.

Pembuatan konsentrasi 6000ppm (6 mg/ml)
10000 ppm x 1 ml stok=6000 ppm x (x) ml

AR 10000 ppm x 1 ml
XM= 5000 ppm

(X)ml= 1,67 ml
Jadi sebanyak 1 ml stok Fraksi A 10000 ppm dilarutkan dengan DMSO 10 %

hingga volume 1,67 ml.
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Lanjutan Lampiran 2

Pembuatan konsentrasi 5000ppm (5 mg/ml)
10000 ppm x 1 ml stok=5000 ppm x (x) ml

10000 ppm x 1 ml
(x)ml=
5000 ppm

Omi=2 ml
Jadi sebanyak 1 ml stok Fraksi A 10000 ppm dilarutkan dengan DMSO 10 %

hingga volume 2 ml.

Pembuatan konsentrasi 4000ppm (4 mg/ml)
10000 ppm x 1 ml stok=4000 ppm x (x) ml

10000 ppm x 1 mi
ooml= PP
4000 ppm

(X)ml= 2,5 ml
Jadi sebanyak 1 ml stok Fraksi A 10000 ppm dilarutkan dengan DMSO 10 %

hingga volume 2,5 ml.

Pembuatan konsentrasi 3000ppm (3 mg/ml)
10000 ppm x 1 ml stok=3000 ppm X (x) ml

ank 10000 ppm x 1 ml
XM= 73000 ppm

(x)mi= 3,33 ml
Jadi sebanyak 1 ml stok Fraksi A 10000 ppm dilarutkan dengan DMSO 10 %

hingga volume 3,33 ml.
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Pembuatan konsentrasi 2000ppm (2 mg/ml)
10000 ppm x 1 ml stok=2000 ppm x (x) ml
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Lampiran 3 Hasil Kromatografi Lapis Tipis

Fraksi No 1-9

Fraksi No 11-20

Lanjutan Lampiran 3
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Fraksi No 21-30

Fraksi No 31-32
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Lampiran 4 Analisis Keragaman (ANOVA) Penelitian Pendahuluan

- Data Hasil Pengamatan Diameter Daya Hambat

Sampel Konsentrasi Ul u2 U3 Total Rerata Std.Dev

0,5 mg/ml 2,50 3,05 2,30 7,85 2,62 0,39

. 1 mg/mi 3,20 2,70 2,70 8,60 2,87 0,29
Fraksi A

2 mg/ml 2,15 3,00 3,00 8,15 2,72 0,49

4 mg/ml 2,45 3,40 3,30 9,15 3,05 0,52

0,5 mg/ml 1,60 1,00 1,60 4,20 1,40 0,35

: 1 mg/ml 1,10 0,70 1,00 2,80 0,93 0,21
Fraksi B

2 mg/ml 2,00 2,10 2,80 6,90 2,30 0,44

4 mg/ml 3,00 2,20 2,00 7,20 2,40 0,53

0,5 mg/ml 1,40 1,60 1,30 4,30 1,43 0,15

. 1 mg/ml 1,35 1,10 1,10 3,55 1,18 0,14
Fraksi C

2 mg/ml 1,10 2,05 1,10 4,25 1,42 0,55

4 mg/ml 2,70 2,70 2,00 7,40 2,47 0,40

0,5 mg/ml 1,60 2,10 2,45 6,15 2,05 0,43

. 1 mg/ml 1,10 1,85 1,35 4,30 1,43 0,38
Fraksi D

2 mg/ml 1,90 2,70 2,40 7,00 2,33 0,40

4 mg/ml 2,30 3,15 2,20 7,65 2,55 0,52

0,5 mg/ml 3,30 3,10 3,80 10,20 3,40 0,36

Tetrasiklin 1 mg/ml 3,00 3,10 3,80 9,90 3,30 0,44

2 mg/ml 3,00 3,05 3,30 9,35 3,12 0,16

4 mg/ml 3,70 3,15 4,00 10,85 3,62 0,43

Total 4445 4780 47,50 139,75

- Analysis of Variance (ANOVA)

Sumber

Db JK KT F hit F5% F1%
Keragaman

Sampel 4 26,05 6,51 40,90 2,61 3,83
Konsentrasi 3 6,17 2,06 12,91 2,84 4,31
Interaksi 12 4,15 0,35 2,17 2,00 2,66
Galat 40 6,37 0,16

Total 59 42,74
Interpretasi :

Dari analisis ragam diketahui bahwa F hit Interaksi (2,17) > F 5% (2,00) dan
probabilitas (0,03) < 0,05, maka interaksi antara sampel dan konsentrasi nyata.

Lanjutan Lampiran 4
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=0,66

2x0,16

2,02 X

2KTGalat

db) %

(/4
2’

Perhitungan dan Notasi BNT 5 %

BNT 5% = t(

Perlakuan Rerata 0,93 118 140 142 143 148 205 230 233 240 247 255 260 272 281 305 312 330 340 362 Notas

Bimgml 033 000 !
st\s_ 118 025 000 a
BOSmg/ml 140 047 02 00 a
Ssn\s_ 142 049 024 002 0,00 a
Dimgml 14 2
COSmg/ml 18 3
DOSmglml 205 )
B2mg/ml 230 be
D2mgml 2. be
Bdmg/ml 240 e
Cdmgml 247 be
Ddmg/ml 255 162 137 115 113 112 112 050 05 0.2 015 008 000 e
>°_m=_w\s_ 260 169 14 12 120 119 118 057 032 029 02 015 007 0,00 be
Admgfml 272 179 154 132 130 123 129 067 042 039 032 025 017 010 000 o
E:ﬁs_ 287 194 169 147 145 144 144 08 057 054 047 040 032 025 015 0,00 o
is&a_ 3,05 033 018 000 f
T2mgnl 3,02 040 0,25 007 0,00 fg
:sas_ 330 068 058 043 02 018 0,00 gh
T0Smg/ml 340 068 053 035 028 010 0,00 hi
:sw\s_ 3,60 090 075 057 030 032 02 000 ij

merupakan perlakuan yang mampu menyetarai perlakuan kontrol tertrasiklin

Dari uji BNT 5% diketahui bahwa perlakuan fraksi A dengan konsentrasi 4 mg/ml
dengan konsentrasi 2 mg/ml.

Ket : Selisih rerata dengan warna biru menandakan berbeda nyata.

Interpretasi :
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- Data Hasil Pengamatan Diameter Daya Hambat
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Perlakuan U1l uz2 u3 u4 us U6 Total Rerata Std.Dev
2 mg/ml 340 3,00 3,10 260 3,00 350 18,60 3,10 0,32
3 mg/ml 300 360 360 320 3,00 300 19,40 3,23 0,29
4 mg/ml 350 380 340 260 350 3,00 19,80 3,30 0,43
5 mg/ml 350 320 380 320 360 380 21,10 3,52 0,27
6 mg/ml 400 350 420 360 3,70 430 2330 3,88 0,33
Total 17,40 17,10 18,10 15,20 16,80 17,60 102,20
- Analysis of Variance (ANOVA)
S Db JK KT Fhit F5% F1%
Keragaman
Perlakuan 4 2,25 0,56 5,04 2,76 4,18
Galat 25 2,79 0,11
Total 29 5,04
Dari analisis ragam diketahui bahwa F hit (5,04) > F 1% (4,18) dan probabilitas
(0,00) < 0,01, maka sangat nyata. Dengan demikian terdapat hubungan yang
sangat berbeda nyata dimana paling sedikit ada sepasang nilai tengah
konsentrasi yang sama.
- Perhitungan dan Notasi BNT 5 %
2KTGalat 2x0,11
BNT5% = ta , . X [—————=2,06X |—— =10,40
(z.db) / r / 6
Perlakuan Rata-Rata 3,100 3,233 3,300 3,517 3,883 Notasi
2 mg/ml 3,100 0 a
3 mg/ml 3,233 0,133 tn 0 a
4 mg/ml 3,300 0,2tn 0,067 tn 0 a
5 mg/ml 3,517 0,417* 0,284tn 0,217 tn 0 ab
6 mg/ml 3,883 0,783* 0,65* 0,583* 0,3661tn 0 bc
Interpretasi :

Dari uji BNT 5% diketahui bahwa perlakuan konsentrasi 5 mg/ml dan 6 mg/mi
memiliki potensi yang sama namun perlakuan konsentrasi 6 mg/ml dapat
dikatakan merupakan perlakuan terbaik.
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- Polinomial Orthogonal

68

Perlakuan dan Totalnya

Respon 2mg/ml 3mg/ml 4 mg/ml 5mg/ml 6 mg/mi >
18,60 19,40 19,80 21,10 23,30
Koefisien Polinomial Orthogonal YK
Linier -2 -1 0 1 2 10
Kuadratik 2 -1 -2 -1 2 14
Kubik -1 2 0 -2 1 10
Kuartik 1 -4 6 -4 1 70
Konsentrasi Polinomial Orthogonal x Total Y KT
Linier -37,20 -19,40 0,00 21,10 46,60 11,10
Kuadratik 37,20 -19,40 -39,60 -21,10 46,60 3,70
Kubik -18,60 38,80 0,00 -42,20 23,30 1,30
Kuartik 18,60 -77,60 118,80 -84,40 23,30 -1,30
SK db JK KT F hitung F5% F 1%
Perlakuan 4 2,25 0,56 5,04 2,76 4,18
Linier 1 2,05 2,05 18,40 4,24 7,77
Kuadratik 1 0,16 0,16 1,46 4,24 7,77
Kubik 1 0,03 0,03 0,25 4,24 7,77
Kuartik 1 0,004 0,004 0,04 4,24 7,77
Galat 25 2,79 0,11
Total 29 5,04
Interpretasi :

Dari analisis ragam diketahui bahwa F hitung (18,40) tingkat linier > F 1% (7,77),
maka kurva linier sangat cocok untuk menggambarkan pengaruh konsentrasi
terhadap besarnya zona hambat yang dihasilkan.

Regresi Linier

oo’ X0 P Y ) 69 e009)
2 2 -2 4 3,10 -0,31 0,10 0,62
3 3 -1 1 3,23 -0,18 0,03 0,18
4 4 0 0 3,30 -0,11 0,01 0,00
5 5 1 1 3,52 0,11 0,01 0,11
6 6 2 4 3,88 0,47 0,22 0,95
Total 20,00 0,00 10,00 17,03 -0,02 0,37 1,85
Rerata 4,00 0,00 2,00 3,41 0,00 0,07 0,37
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_Xx-x)(y—-y) 1,85

sx-n2 10 018

a=Y—bX=3,41—-(0,185%x4) = 2,667
Maka dipeloleh persamaan regresi linier :
Y =2,667 + 0,185X
Interpretasi :
Dengan demikian setiap terjadi kenaikan konsentrasi 1 mg/ml akan terjadi

peningkatan zona hambat sebesar 0,185 mm. Kemudian pada saat konsentrasi O
mg/ml nilai zona hambat sebesar 2,667 mm.
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Lampiran 6 Hasil Analisa FT-IR

Peak Intensity |Corr. Inte Base (H) |Base (L) |Area Corr. Are

1 |46096 (8666 [1.091 46867 (43203 [1.942 [0.071
,,,,,,,,, 2 [5246 [84197 [1.143  |53425 |499.53 [2.403  [0.107
3 [60175 [78927 0514 |607.54 |536.17 |6.247  |0.105
4 [63261 [78342 |0.694 |648.04 |609.46 [4.015 |0.071
5 (7194 (63807 [16.449 (81198 |649.97 |20.773 |5.454
6 [858.26 |79.565 |0.894  |871.76 |831.26 |3.854  |0.087
7 [92577 (74903 2708 94505 87369 [7.916  [0.411
8 |o7784 [73156 [2.07 9952  [946.98 [6.137 0292
9 [1047.27 [63465 [6.366 |1066.56 [997.13 (1137  [1.135
] 10 (112056 [67.217 [0.558  [1128.28 |1105.14 |3.933  [0.048
! 11 (120157 [55.325 [1.011  [1207.36 |1130.21 |16.635 |0.405
| 12 [1224.71 [54.853 [0.55 1242.07 |1209.28 |8.478  |0.069
,,,,,,,, ._‘w | ) _ 13 (126329 (5341 (3354  [1299.93 [1244  [14.219 [0.689
© ; | ” ° ” 14 (131720 [57.736 [2.023  [1348.15 |1301.86 |10.655 |0.344
8 h { “ { ” p ! 15 [1402.15 (45594 [11416 [1427.23 |1350.08 |21.705 [3.367
¥ 2 S ! 3 ! ~ , 16 |1460.01 (46497 [18.719 [1483.16 |1429.15 |14.285 [3.503
- s Ny i NoNd | 17 [1560.3 [49.219 [2.993  [1569.95 |1485.09 |18.896 [0.655
i o to n_u_ wumm ” | 18 [1710.74 |54.427 |5.643  [1728.1 [167217 13208 |1.088
77 ) — e m:m,w,m__,;.mn,..:!,v ,,,,,,,,,,,,, - 19 |1737.74 |57.738 |5.424  |1787.89 |1730.03 |7.144  |0.416
8 ox | ! 20 |2854.45 (2507 31345 |2881.45 |2750.3 |26678 |6.526
TIeQ , | 21 [2923.88 |10 2852  |2950.89 288338 (41975 |14.78
e ! ” 22 [3010.67 [59.191 (13976 |3074.32 [2993.32 [10.767 [1.634
” ! ” 23 [3300.63 (65797 0572  |3400.27 [3336.62 [11.001 [0.158

| [} I

1 ] I

T T T T _ T T T T T T T T r T T T T r T T T T w

4000 3000 2000 1500 1000 500

TERIPANG [ Pellet KBr : 0.0020 g / 0.0832 g KBr ] 1/cm
Comment; Date/Time; 9/17/2014 8:29:44 AM
TERIPANG [ Pellet KBr : 0.0020 g/ 0.0832 gKBr]  No.of Scans; 10
Resolution; 4.0
User; KimiaFMIPA-UB
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Lampiran 7 Hasil Analisa Spektrofotometer UV-Vis

Spectrum Peak Pick Report

09/17/2014 08:19:12 PM

Data Set: TERIPANG - RawData - E:\FPIK\ARY\TERIPANG.spc

5.000

4.000

3.000

Abs.

2.000

1.000 =1
-
0.000 L i
200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00
nm.
Measurement Properties No. PN Wavelength Abs. Description
Wavelength Range (nm.): 200.00 to 700.00 1 ® 563.00 0.008
Scan Speed: ast 5 468400 0.156
Sampling Interval: 0.5 ® - -
Auto Sampling Interval: Enabled 3 ® 452.00 0.157
Scan Mode: Single 4 @ 314.00 0.127
5 @® 268.00 0.429
Sample Preparation Properties 6 @® 233.00 3.763
Weight: 7 [1] 622.50 0.006
\éﬁt{:‘c‘; 5o 363.50 0.057
Path Length: g © 3;238 8132
Additional Information: 1 V] a 4

Instrument Properties
Instrument Type:

UV-1600 Series

Measuring Mode: Absorbance
Slit Width: 2.0nm
Light Source Change Wavelength: 340.8 nm
SIR Exchange: Normal
Attachment Properties

Attachment: None

Page 1/1
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Lampiran 8 Hasil Analisa LC-MS

Teripang LC MS —ESI pos ion
Vol injection 20 ul

Flow 1 ml/min

Eluent MeOH

Operating by : Puspa D N Lotulung

BPI=>NR(4.00)

100 T4.1 5558
%
80
70

60

50

% Intensity

40

30

0
24 438 72 9% 120
Retention Time (Min)

Index Time Lower Bound Upper Bound Height Area
1 1.858833 0.539100 3.683117 183 1514.68

2 4.110233 3.799300 4.731800 556  4323.51
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Rt 1.85

Mariner Spec /49:50 (T/1.86:1.90) -38:42 (T-1.86:1.90) ASC=>NR(3.00)[BP=137.1,235]

137.0582 2354

70 239.3131

60 252.2587

% Intensity
@
g

34. 1156

317.1962

333.1732
55: 5.4278 415.2536
A A A 5133193 611.4192 687.1141 765.5866 848.3015
2872 5154 7436 9718 12000
Mass (miz)

Mariner Spec /49:50 (T/1.86:1.90) -38:42 (T-1.86:1.90) ASC=>NR(3.00)[BP=137.1,235]

100 137.0582 2354
90
80
o 239.3131
60 252.2587
2z
7
2
£ s0
£
B
40
245.115
30
20
317.1962
139.0502
10 333.1732
415.2536
» L-99.5082 38,0829 1 . k?' 3535625 3833031 0 775661
950 1826 3578 4454 5330
Mass (miz)
Mariner Spec /49:50 (T /1.86:190) -38:42 (T-186:1.90) ASC=>NR(300)[BP=137.1,235]
100 137.0582 2354
90
80
i 239.3131
60 252.2587
2
7
2
£ so
£
B
40
235.1456
30
219.1214
20
214.2
o 139.0502 175,150 201.2403 253.2716
dmma 9l 25§54 227.2551 254.2374
N 123.0311 130.6915 158.1735 175.4885  185.4215 JR.Jes A )227.6999 L
1170 1468 1766 2064 0

Mass (miz)
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Mariner Spec /49:50 (T/1.86:1.90) -38:42 (T-1.86:1.90) ASC=>NR(3.00)[BP=137.1,235]
317.1962

% Intensity

ol .
2670 3162 3654 4146 4638 5130
Mass (miz)

Rt 4.1

Mariner Spec /107:108 (T/4.11:4.15) -95:99 (T -4.11:4.15) ASC=>NR(3.00)[BP=3716,691]

100 371.6424 913

% Intensity
a
3

372.6481

393.6335
764.2506

765.2620

10 |83.6642

259.4149
0 B9.0053 1357215 1 l o125 amsen 567.8242 784.2055
59.0 2872 5154 7436 9718 12000
Mass (miz)

Mariner Spec /107:108 (T/4.11:4.15) -95:99 (T -4.11:4.15) ASC=>NR(3.00)[BP=3716,691]

100 371.6424 6013

% Intensity
a
3

372.6481

393.6335
764.2506

765.2620
.6642

250.4149 LSO (oo-6273 766.2365
21437105 | [352. 5{06 [410.5650 A475.6420 529.7365 599.6010 784.2055
2090 3398 4706 6014 7322 8630
Mass (miz)
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% Intensity

% Intensity

Mariner Spec /107:108 (T/4.11:4.15) -95:99 (T -4.11:4.15) ASC=>NR(300)[BP=3716,691]

351.5930

o449 297.6334 319.5205 |§52.5606

371.6424

372.6481

393.6335

72,2843
394.6534

.6255

373.6282

) 4105650

432.9199

75

463.1076,

6913

0 2846 3342
Mass (miz)

3838

Mariner Spec /107:108 (T/4.11:4.15) -95:99 (T -4.11:4.15) ASC=>NR(3.00)[BP=3716,691]

764.2506

765.2620

64.6800

749.3647

784.2055
o

4334

48

1434

0 664.4 7118
Mass (mz)

750.2

8066

85.




Lampiran 9 Dokumentasi Penelitian

2. H. atra dipotong kecil-kecil dan
diangin-anginkan

3. Maserasi dengan metanol (1:3)

-
==

4. Penyaringan hasil maserasi

5. Pemisahan pelarut dengan

vacuum rotary evaporator

d

6. Ekstrak kasar H. atra
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9.

7. Uji fitokimia

8.

Fraksi hasil kromatografi kolom

11. Noda hasil KLT

10. Pengelompokan fraksi dengan
kromatografi lapis tipis

12. Pembuatan konsentrasi fraksi

77
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W

14. Inkubasi pada suhu 37° C selama

24 jam

15. Pengamatan daya hambat 16. Analisa spektrofotometri Uv-Vis
SHIMADZU

17. Analisa spektrofotoetri FT-IR 18. Analisa LC-MS HITACHI L 6200
SHIMADZU




