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Partisi  dengan n-heksan 

Partisi  dengan kloroform 

Partisi dengan etil asetat 

Lampiran 1.    Bagan ekstraksi                     
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Ket : * nilai LC 50 dalam µg/mL 

 

Serbuk spons Clathria reinwardtii 
3,60 kg  

Evaporasi 

Ekstrak Kloroform 
(16,00 g) 
* 589,01   

- Maserasi dengan metanol (1 x 24 jam) 3 kali 
- Saring 

 

Filtrat 

 

Ekstrak MeOH (126,25 g) 

 

Residu 

 

Lapisan MeOH 
 

Ekstrak n -heksan 
(27,00 g) 
* >1000   

 

Lapisan MeOH 
 

 

Lapisan MeOH 
 

Ekstrak Etil asetat 
(2,80 g) 
* >1000    
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Lampiran 2.    Bagan fraksinasi ekstrak n -heksan 
                   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ket : * nilai LC 50 dalam µg/mL 

Ekstrak n-heksan 
(27,00 g) 
* >1000  

KKV dengan eluen EtOAc : n-heksan (10 : 90 % v/v) 

9 Fraksi Utama 
(A-I) 

Uji Bioaktivitas dengan metode BST 
 

Fraksi non aktif Fraksi aktif 

A 
147,50 mg 

* >1000 

B 
407,20 mg 

* >1000 

C 
140,00 mg 

* >1000 

H 
3200,00 mg 

* 86,34 

E 
132,00 mg 

* >1000 

D 
970,00 mg 

* >1000 

F 
617,60 mg 

* >1000 

G 
410,00 mg 

* >1000 

I 
200,00 mg 

* >1000 
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-  KKG dengan eluen EtOAc/n-heksan 5 : 95 %v/v 
-  Analisis KLT 

-  Rekristalisasi dengan metanol 
-  Evaporasi 

Senyawa (2) 
30,4 mg 

Lampiran 3.    Bagan isolasi fraksi D 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-  Uji Kemurnian  
- Uji dengan Pereaksi 

Liebermann Burchard  
- Analisis spektroskopi IR 
-  

Struktur Senyawa 

Fraksi D 
(970,00 g) 

* >1000  

D5 
69,10 mg 

D1 
8,50 mg 

D2 
1,60 mg 

D3 
2,80 mg 

D4 
46,30 mg 

D6 
6,70 mg 

D7 
16,20 mg 

D8 
83,20 mg 

D9 
33,50 mg 

-  KKT dengan eluen EtOAc : n-heksan (5 : 95 % v/v) 
-  Analisis KLT 

D1.1 
 

D1.2 D1.3 D1.4 

- Uji kemurnian  
- Analisis data spektroskopi UV, IR  
  dan H-NMR 

Senyawa (1) 
1,90 mg 
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KKV dengan eluen EtOAc : n-heksan (70 : 30 % v/v) 

Uji Bioaktivitas dengan metode BST 
 

Lampiran 4.    Bagan fraksinasi ekstrak kloroform 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ket : * nilai LC 50 dalam µg/mL 

Ekstrak Kloroform 
(16,00 g) 
* 589,01  

14 Fraksi Utama 
(A-N) 

Fraksi aktif Fraksi non aktif 

C 
127,60 mg 
* > 1000 

 

D 
283,30 mg 
* > 1000 

 

E 
126,80 mg 

107,30 
 

L 
210,40 mg 
*119,64 

 

F 
249,60 mg 

*44,75 
 

K 
109,50 mg 

*89,71 
 

J 
349,80 mg 

*65,82 
 

I 
324,10 mg 

*78,04 
 

H 
395,40 mg 

*89,75 
 

G 
417,80 mg 

*48,51 
 

A 
7,60 mg 
*128,08 

 

M  
1157,70 mg 

*502,94 
 

B 
246,50 mg 

*21,36 
 

N 
1030,20 mg 

* > 1000 
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Lampiran 5.    Kromatogram hasil maserasi 

 
 
 
 

 
 
 

Eluen EtOAc : n-heksan (30 : 70% v/v) 
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Lampiran 6.    Kromatogram eluen yang sesuai untuk ekstrak n-heksan 
 
 
 
 

 
 
 

Eluen EtOAc : n-heksan (10 : 90 % v/v)  
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Lampiran 7a.    Kromatogram eluen yang sesuai untuk fraksi D 
 
 
 

 
 

Eluen EtOAc : n -heksan (5 : 95 % v/v) 
 
 
 
 

Lampiran 7b.    Kromatogram eluen yang sesuai untuk f raksi D1 
 

 
 

 
 
 

Eluen EtOAc : n -heksan (5 : 95 % v/v) 
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Lampiran 8.    Kromatogram senyawa (2) dan stadar ?-sitosterol dengan 
tiga m acam sistem eluen 

 
 

 

   
 

 

Tiga Macam Sistem Eluen 
 

  - Rf  0,30  : EtOAc   –  n-heksan  (12,5 : 87,5 % v/v) 
 - Rf  0,52  : Aseton  –  n-heksan  (17,5 : 82,5 % v/v) 
 - Rf  0,70  : EtOAc   –  Kloroform  (15 : 85 % v/v)  
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Lampiran 9.    Kromatogram eluen yang sesuai untuk ekstrak CHCl3 
 
 
 
 

 
 
 

Eluen EtOAc : n-heksan (65 : 35 % v/v)  
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Lampiran 10a.  Spektrum 1H-NMR senyawa (1) 
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Lampiran 10b.  Spektrum 1H-NMR senyawa (1) 
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Lampiran 11.  Prosedur uji BST 
 
 
A. Penyiapan Larutan Sampel (1000ppm) 
 
1. Sampel (senyawa murni) ditimbang 1 mg, dilarutkan dalam 100 µL 

DMSO sambil diaduk.   

2. Larutan tersebut kemudian diencerkan dengan 150 µL akuades 

sehingga volume total menjadi 250 µL.  Selanjutnya, ambil 200 µL 

larutan ini kemudian diencerkan dengan 600 µL akuades, volume total 

menjadi 800 µL dan konsentrasi menjadi : 

L
mgLL

?
??

800
1250200 ?     =    0,8

800
mg

L?
   =   1000 ppm 

B. Penyiapan Larutan Kontrol 

Larutan kontrol dibuat sama dengan prosedur di atas tanpa 

menggunakan sampel. 

C. Penyemaian Benur Udang 

Bibit udang (± 1000 bibit) disemaikan dalam 100 µL larutan garam 

NaCl (3,8 %)  dalam akuabides menggunakan bak semai selama 48 jam.  

Setelah itu, benur udang siap digunakan untuk uji toksisitas. 
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D.  Prosedur  

1. Dua plat mikro standar disiapkan, masing-masing untuk plat uji dan 

plat kontrol. 

2. Ke dalam baris I dan II masing-masing tiga kolom dimasukkan 100 µL 

larutan sampel pada plat uji dan 100 µL larutan kontrol pada plat 

kontrol. 

3. Larutan pada baris II diencerkan dengan 100 µL aquades dan diaduk, 

kemudian dipipet kembali 100 µL dimasukkan ke dalam baris III 

diencerkan kembali dengan 100 µL aquabides sambil diaduk dan 

seterusnya dengan cara yang sama sampai  baris terakhir. 

4. Selanjutnya, ke dalam larutan sampel pada plat uji dan larutan kontrol 

pada plat kontrol ditambahkan 100 µL larutan garam yang 

mengandung 7-15 benur udang, kemudian dibiarkan selama 24 jam.  

Sehingga konsentrasi larutan untuk masing-masing baris sebagai 

berikut, baris I = 500 ppm, II = 50% dari baris I, Baris III = 50% dari 

Baris II dan seterusnya.  

5. Setelah itu, dihitung jumlah rata-rata benur udang yang mati dan yang 

hidup untuk setiap baris dari plat uji. 

6. Harga LC50 senyawa ditentukan dengan menggunakan program Bills 

Methode. 
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Lampiran 12.  Bagan kerja uji senyawa terpenoid, steroid, dan fenolik 

 
 
 

 
 

Sampel 

? Ekstraksi dengan kloroform 
? Tambah aquades 

Lapisan Kloroform Lapisan air 

? Tetes pada plat tetes dan biarkan kering  
? Tambah asam asetat anhidrat 2-3 tetes 
? Tambah H 2SO4 p.a (1-2 tetes) 
 

Warna merah - merah ungu 
(Terpenoid) 

Warna hijau – hijau biru 
(Steroid) 

? Tetes pada plat tetes 
? Tambah FeCl3 

Warna hijau – ungu 
(Fenolik) 


