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Lampiran 1. Bagan Penyiapan Sampel

[ Sampel Kasar ]

e Dikeringkan
e Dipotong-potong
e Diblender/dihaluskan

[ Sampel Halus ]
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Lampiran 2. Bagan Ekstraksi dan Fraksinasi

Spons (Petrosia alfiani) halus ‘ ’

- Dimaserasi dengan metanol 1 x 24
jam berkali-kali
- Disaring

Filtrat

- Dievaporasi

‘ Maserat kental metanol(mg) ’

- Ekstrasksi cair-cair dengan kloroform

|
| Ekstrak kloroform (mg) ’

- Dianalisis KLT
- Kromatografi Kolom dengan eluen yang sesuai

Fraksi-fraksi

- Dianalisis KLT
- Fraksi dengan noda yang sama digabung

Fraksi-fraksi baru
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Lampiran 3. Bagan Isolasi Fraksi Aktif

Gabungan fraksi dengan noda yang sama

- Kromatografi Kolom dengan eluen yang sesuai

| Fraksi-fraksi (mg) I

\— Dipreparatif dan disaring

[ Crude kristal ]

- Kromatografi lapis tipis

| Senyawa murni (mg) I

- Pengukuran titik leleh
- Uji golongan

- Analisa spektroskopi
- Uji Bioaktivitas

Struktur senyawa
dan Aktivitas
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Lampiran 4. Bagan Kerja Uji Bioaktivitas Pada A. salina dengan Metode
BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Sampel

- Dimasukkan 100 pL ke dalam plat uji (1000 ppm)
pada baris A sebanyak tiga kolom.

- Dipipet 10 pL ke baris B dan diencerkan dengan
aquades sampai 100 pL.

- Dipipet 10 pL ke baris C dan diencerkan dengan
aquades sampai 100 pL

- Seterusnya dengan cara yang sama sampai baris
terakhir secara triplo.

Baris A (100 ppm)

Baris C

(50 ppm)

Baris B (10 ppm)

Baris D (5 ppm)

Baris E (1 ppm)

Baris A (100 ppm)

Baris C

(50 ppm)

Baris B (10 ppm)

Baris D (5 ppm)

Baris E (1 ppm)

|

Nilai LCs

- Dihitung jumlah rata-rata benur udang
yang mati dan yang hidup

- Harga LCs( Senyawa ditentukan dengan
menggunakan program Bills Methode

- Ditambahkan 100 pL larutan garam yang mengandung
8-15 benur udang
- Dibiarkan selama 24 jam
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Lampiran 5. Bagan Kerja Uji Bioaktivitas pada Bakteri E. coli dan

S. aeureus dengan Metode Difusi Agar.

A. Pembuatan Media Kultur Tryptic Socy Borth

Agar Puder

- Sebanyak 30 g disuspensikan ke dalam 1 L aquades.

- Dipanaskan hingga larut.

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama
15 menit.

Media TBS

B. Pembiakan Bakteri Uji

Bakteri Uji

- Dioleskan pada media agar yang telah memadat.

- Disimpan dalam inkubator pada suhu 37 °C selama 24
jam.

- Ditambahkan aquades steril dan dibuat suspensi
bakteri dengan konsentrasi 10° sel/mL.

[ Biakan Bakteri ]

C. Uji Bioaktivitas Antibakteri

[ Larutan Agar TBS ]

- Diautoklaf pada suhu 21 °C selama 20 menit.

- Didinginkan pada suhu kamar.

- Sebanyak 1 % biakan bakteri dicampurkan dengan
media yang masih cair.

- Dimasukkan 15 mL agar bakteri ke dalam cawan
petri steril kemudian ditutup rapat dan dibiarkan
membeku.

- Dicelupkan kertas saring ke dalam sampel kemudian
dikibaskan hingga tidak ada air yang menetes.
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- Kertas saring mengandung sampel diletakkan terhadap
kontrol positif dan negatif.

- Kultur diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37 °C
dan RH 90 % selama 2 hari.

- Dilakukan pengukuran pada sona bening yang
terbentuk disekitar cakram kertas saring dengan
menggunakan mistar geser.

Hasil

49



Lampiran 6. Hasil Identifikasi dengan proton NMR ("H NMR)
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Lampiran 7. Hasil Identifikasi dengan karbon NMR ("C NMR)
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Lampiran 8. Proses ekstraksi dan isolasi

Kromatografi kolom grafitasi

Hasil Kromatografi kolom grafitasi

KTL hasil koromatografi kolom
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KLT preparatif untuk memurnikan

KLT hasil pemurnian dengan KLT preparatif

Mengeringkan sampel dengan evaporasi
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Lampiran 9. Data Hasil Pengujian Toksisitas pada Artemia salina Leach

Jumlah larva yang mati pada

Jumlah larva yang mati pada

Konsentrasi sampel kontrol

(ppm) 1 Ula; £an 3 Jumlah 1 Ulz;ngan 3 Jumlah
1 0 5 2 7 2 3 4 9
5 4 1 3 8 3 3 6 12
10 6 9 2 17 3 3 2 8
50 7 6 5 18 6 6 4 16
100 4 3 5 12 3 2 3 8
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Lampiran 10. Hasil Uji Antibakteri

Konsentrasi Diameter Zona Hambat (mm)
(ppm) E. coli Rata-rata S. aureus Rata-rata
1 6,8 6,4 6,6 11,2 10,8 10,7
10 7,4 7,0 7,2 11,8 12,4 12,1
50 8,2 8,4 8,3 16,2 16,0 16,1
100 9,8 9,9 9,85 13,8 14,0 13,9
Kontrol Positif 25,6 | 25,6 25,6 23,6 23,6 23,6
Kontrol Negatif 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
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Lampiran 11. Data Spektrofotometer UV-Vis

i
4
11 ':'
§| | 1
I i
. | ‘ ’ ]
o i ]
CIT0 1] B i _.|.| -3
|
1111
1]
I (] ]
00 - | -
L | '
Mo, P Wannglength Abs. Description
1 ) 235.00 0,007
2 L] 215,00 0.006
3 & 187.50 0,003
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Lampiran 12. Peta lokasi pengambilan sampel dan letak geografisnya

i P. Pajenokang
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P "'I.lllluii-'ll'llﬂ fampo

/

Luas Panjang Jarak

Nama Pulau (ha) Garﬁ( ll;z)mtai (km) Letak Geografis
Kayangan 1,5 0,5 2,8 Eg 51 0269’(;29‘29?,9” dan
Samalona 2,3 0,7 6.8 ]Sg (}51% 72033’3,2 dan
Barrang Caddi 4,7 1,0 11,5 Eg 5114 9";19 9”’6}’6,34” dan
Barrang Lompo 19,2 1,9 1277 P¢ 351(?::21?‘;;%” dan
Kodingareng Keke 1,5 0,5 13,48 Eg (} 510900 ; ,65"(‘)9’ " dan
Kodingareng Lompo 14 2,0 15,05 Eg 510189’1185,’75’3’6” dan
Bonetambung 5 0,7 17,87 Eg (}5109(;212;;5’ " dan
Lanyukkang 6,3 1,8 40,17 Eg 41015980’44’ 3,58 ,3)” dan
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