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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 

% Rendemen = 
berat akhir

berat awal
 x 100 % 

% Rendemen = 
16,87 gram

400 gram
 x 100 % 

% 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 

 x ml = 
DMSO 100 % x 1 ml

DMSO 10 %
 

 x ml = 10 ml 

Jadi sebanyak 1 ml DMSO 100 % dilarutkan dengan aquadest hingga volume 10 

ml. 

 

- Pembuatan Konsentrasi 

Stok Fraksi A 10000 ppm 

1 ppm = 
1 mg

1000 ml
 

10000 ppm =  
10000 mg

1000 ml
 

  = 
100 mg

10 ml
 

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 

 x ml= 
10000 ppm x 1 ml

6000 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 

 x ml= 
10000 ppm x 1 ml

5000 ppm
 

 x ml= 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 

 x ml= 
10000 ppm x 1 ml

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 

 x ml= 
10000 ppm x 1 ml

3000 ppm
 

 x ml= 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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Lanjutan Lampiran 2 

 

Pembuatan konsentrasi 2000ppm (2 mg/ml) 

10000 ppm x 1 ml stok=2000 ppm x (x) ml 

 x ml= 
10000 ppm x 1 ml

2000 ppm
 

 x ml= 5 ml 

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

hingga volume 5 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 U1 U2 U3 Total Rerata Std.Dev 

Fraksi A 

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

1 mg/ml 3,20 2,70 2,70 8,60 2,87 0,29 

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 

Fraksi B 

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 

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 

Fraksi C 

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 

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 

Fraksi D 

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 

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 

Tetrasiklin 

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

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 44,45 47,80 47,50 139,75 
  

 
- Analysis of Variance (ANOVA) 

Sumber 
Keragaman 

Db JK KT F hit F 5 % F 1 % 

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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- Perhitungan dan Notasi BNT 5 %  

𝑩𝑵𝑻 𝟓% =  𝒕
(
𝜶
𝟐

,𝒅𝒃)
×  

𝟐𝑲𝑻𝑮𝒂𝒍𝒂𝒕

𝒓
= 𝟐, 𝟎𝟐 ×  

𝟐 × 𝟎, 𝟏𝟔

𝟑
= 𝟎, 𝟔𝟔 

 
 

Ket : Selisih rerata dengan warna biru menandakan berbeda nyata. 
 
Interpretasi :  
Dari uji BNT 5% diketahui bahwa perlakuan fraksi A dengan konsentrasi 4 mg/ml 
merupakan perlakuan yang mampu menyetarai perlakuan kontrol tertrasiklin 
dengan konsentrasi 2 mg/ml. 
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Lampiran 5 Analisis Keragaman (ANOVA) Penelitian Utama 

 

- Data Hasil Pengamatan Diameter Daya Hambat 

Perlakuan U1 U2 U3 U4 U5 U6 Total Rerata Std.Dev 

2 mg/ml 3,40 3,00 3,10 2,60 3,00 3,50 18,60 3,10 0,32 

3 mg/ml 3,00 3,60 3,60 3,20 3,00 3,00 19,40 3,23 0,29 

4 mg/ml 3,50 3,80 3,40 2,60 3,50 3,00 19,80 3,30 0,43 

5 mg/ml 3,50 3,20 3,80 3,20 3,60 3,80 21,10 3,52 0,27 

6 mg/ml 4,00 3,50 4,20 3,60 3,70 4,30 23,30 3,88 0,33 

Total 17,40 17,10 18,10 15,20 16,80 17,60 102,20 
  

 
- Analysis of Variance (ANOVA) 

Sumber 
Keragaman 

Db JK KT F hit F 5 % F 1 % 

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 % 

𝑩𝑵𝑻 𝟓% =  𝒕
(
𝜶
𝟐

,𝒅𝒃)
×  

𝟐𝑲𝑻𝑮𝒂𝒍𝒂𝒕

𝒓
= 𝟐, 𝟎𝟔 ×  

𝟐 × 𝟎, 𝟏𝟏

𝟔
= 𝟎, 𝟒𝟎 

 

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 0,2 tn 0,067 tn 0 
  

a 

5 mg/ml 3,517 0,417 * 0,284 tn 0,217 tn 0 
 

ab 

6 mg/ml 3,883 0,783 * 0,65 * 0,583 * 0,366 tn 0 bc 

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



68 

 

Lanjutan Lampiran 5 

 

- Polinomial Orthogonal 

Respon 

Perlakuan dan Totalnya 

2 mg/ml 3 mg/ml 4 mg/ml 5 mg/ml 6 mg/ml 

18,60 19,40 19,80 21,10 23,30 

 
Koefisien Polinomial Orthogonal Ki

2 

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 Ki

2Ti 

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 F 5% 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 

Perlakuan 
(mg/ml) 

x (x-x) (x-x)2 Y (y-ӯ) (y-ӯ)2 (x-x)(y-ӯ) 

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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𝒃 =  
𝚺 𝒙 − 𝒙  𝒚 − ӯ 

𝚺 𝒙 − 𝒙 𝟐
=  

𝟏, 𝟖𝟓

𝟏𝟎
= 𝟎, 𝟏𝟖𝟓 

𝒂 =  Ẏ − 𝒃Ẋ = 𝟑, 𝟒𝟏 −  𝟎, 𝟏𝟖𝟓 × 𝟒 =  𝟐, 𝟔𝟔𝟕 

Maka dipeloleh persamaan regresi linier : 

Ŷ = 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 0 
mg/ml nilai zona hambat sebesar 2,667 mm.  
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Lampiran 6 Hasil Analisa FT-IR 
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Lampiran 7 Hasil Analisa Spektrofotometer UV-Vis 
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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 

 

 

 

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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Lanjutan Lampiran 8 

 

Rt 1.85 

 

 

 

Lanjutan Lampiran 8 

59.0 287.2 515.4 743.6 971.8 1200.0
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235.1156

219.1214

317.1962
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227.2551 325.4278 415.2536
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137.0582

239.3131

252.2587
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219.1214

214.2466
139.0502 253.2716201.2403

175.1848 240.3150
137.4108 227.2551 254.2374241.2855215.2654

199.1786175.4885 227.6999139.6915 158.1735 185.4215123.0311
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Rt 4.1 

 

 

Lanjutan Lampiran 8 

 

267.0 316.2 365.4 414.6 463.8 513.0
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388.6642

351.5930 409.6273 766.2365
259.4149
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235.0 284.6 334.2 383.8 433.4 483.0
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Lampiran 9 Dokumentasi Penelitian 

 

 

1. Sampel segar H. atra 

 

 

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 

 

6. Ekstrak kasar H. atra 
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7. Uji fitokimia 

 

 

8. Isolasi dengan kromatografi 

kolom 

 

9. Fraksi hasil kromatografi kolom 

 

 

10. Pengelompokan fraksi dengan 

kromatografi lapis tipis 

 

11. Noda hasil KLT 

 

12. Pembuatan konsentrasi fraksi 
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13. Uji daya hambat 

 

 

14. Inkubasi pada suhu 37o C selama 

24 jam 

 

15. Pengamatan daya hambat 

 

 

16. Analisa spektrofotometri Uv-Vis 

SHIMADZU 

 

17. Analisa spektrofotoetri FT-IR 

SHIMADZU 

 

18. Analisa LC-MS HITACHI L 6200 

 

 

 


