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Identifikasi Senyawa Penyusun Ekstrak Sponge Thorectidaesp.
dan Uji Toksisitasnya terhadap Larva Udang Artemia salina
Leach

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak
sponge dengan pelarut n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan metanol dari
famili Thorectidae sp.terhadap Artemia salina Leach dan mengetahui
senyawa-senyawa yang terdapat dalam ekstrak pelarut yang memberikan
tingkat toksisitas yang tinggi berdasarkan uji toksisitas terhadap Artemia
salina Leach. Metode ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi
menggunakan bantuan ultrasonik, kemudian ekstrak kasar dilakukan
identifikasi menggunakan LC-MS/MS, Spektrofotometer UV-Vis, dan
Spektrofotometer FT-IR. Sedangkan uji toksisitas dilakukan dengan metode
Meyer vyaitu BSLT (Brine Shrimp Lethally Test). Hasil toksisitas
menunjukkan ekstrak n-butanol memiliki tingkat toksisitas paling tinggi
dengan nilai LCso sebesar 58. 657 ppm. Hasil identifikasi diperoleh senyawa
dengan toksisitas yang tinggi pada ekstrak sponge n-butanol yaitu L-Asam
Glutamat - etil-N-2-dodekanoil-L-argininat (1:1); dan 8-Etil-3,3-
dimetil-6-{4-[(4-metil-1-piperazinil)asetil]-1-piperazinil}-3,4-dihidro-
1H-pirano[3,4-c]piridin-5-karbonitril. Pada ekstrak n-heksana yaitu 2-
(Alilsulfanil)-3-(4-metoksifenil)-3H-spiro[benzo[h]quinazolin-5,1'-
siklopentan]-4(6H)-on;  dan  N,N-Disikloheksil-N,N-bis{[(2-metil-2-
propanil)oksi]karbonil}-D-lisinamida. Diketahui pada kedua ekstrak
tersebut mengandung senyawa yang sama yaitu 2-Benzofuran-1,3-dion.

Kata kunci: Sponge, LC-MS/MS, UV-Vis, FT-IR, Spektrofotometer.



The Identification of Composing Compounds Thorectidae sp.
Sponge Extract and Its Toxicity Test toward Shrimp Larva
Artemia salina Leach.

ABSTRACT

This study aims to identify the toxicity level of sponge extract with
n-hexane, ethyl acetate, n-butanol, and methanol to Artemia salina
Leach and determine the composing compounds of sponge extract
with the highest toxicity. The extraction method was carried out by
maceration using ultrasonic aid, continually the crude extract was
identified using LC-MS/MS, UV-Vis Spectrophotometer, and FT-IR
Spectrophotometer. Meanwhile, the toxicity test was done through
Meyer method namely BSLT (Brine Shrimp Lethally Test). The
toxicity results show n-butanol extract has the highest toxicity level
with an LC50 value of 58.657 ppm. The identification results
obtained the highest toxicity level of the compounds on n-butanol
sponge extract namely L-Glutamic acid — Ethyl-N-2-dodecanoyl-
L-argininate (1:1); and 8-Ethyl-3,3-dimethyl-6-{4-[(4-methyl-1-
piperazinyl)acetyl]-1-piperazinyl}-3,4-dihydro-1H-
pirano[3,4c]piridine -5-carbonitrile. On n-hexane sponge extracts
were obtained the compounds namely 2-(Allylsulphanyl)-3-(4-
metoxyphenyl)-3H-spiro[benzo[h]quinazolin-5,1'-cyclopentane]-
4(6H)-on; and N,N-Dicyclohexyl-N,N-bis{[(2-methyI-2-
propanyl)oxy] carbonyl}-D-lisinamide. It’s known the both extract
contain the same compound, 2-Benzofuran-1,3-dione.

Keywords: Sponge, LC-MS/MS, UV-Vis, FT-IR,
Spectrophotometer.
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Identifikasi Senyawa Penyusun Ekstrak Sponge Thorectidaesp.
dan Uji Toksisitasnya terhadap Larva Udang Artemia salina
Leach

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas
ekstrak sponge dengan pelarut n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan
metanol dari famili Thorectidae sp.terhadap Artemia salina Leach
dan mengetahui senyawa-senyawa yang terdapat dalam ekstrak
pelarut yang memberikan tingkat toksisitas yang tinggi berdasarkan
uji toksisitas terhadap Artemia salina Leach. Metode ekstraksi
dilakukan dengan cara maserasi menggunakan bantuan ultrasonik,
kemudian ekstrak kasar dilakukan identifikasi menggunakan LC-
MS/MS, Spektrofotometer UV-Vis, dan Spektrofotometer FT-IR.
Sedangkan uji toksisitas dilakukan dengan metode Meyer yaitu
BSLT (Brine Shrimp Lethally Test). Hasil toksisitas menunjukkan
ekstrak n-butanol memiliki tingkat toksisitas paling tinggi dengan
nilai LCso sebesar 58. 657 ppm. Hasil identifikasi diperoleh senyawa
dengan toksisitas yang tinggi pada ekstrak sponge n-butanol yaitu L-
Asam Glutamat — etil-N-2-dodekanoil-L-argininat (1:1); dan 8-
Etil-3,3-dimetil-6-{4-[(4-metil-1-piperazinil)asetil]-1-piperazinil}-
3,4-dihidro-1H-pirano[3,4-c]piridin-5-karbonitril. Pada ekstrak n-
heksana yaitu 2-(Alilsulfanil)-3-(4-metoksifenil)-3H-
spiro[benzo[h]quinazolin-5,1'-siklopentan]-4(6H)-on; dan N,N-
Disikloheksil-N,N-bis{[(2-metil-2-propanil)oksi]karbonil}-D-
lisinamida. Diketahui pada kedua ekstrak tersebut mengandung
senyawa yang sama yaitu 2-Benzofuran-1,3-dion.

Kata kunci:  Sponge, LC-MS/MS, UV-Vis, FT-IR,
Spektrofotometer.



The Identification of Composing Compounds Thorectidae sp.
Sponge Extract and Its Toxicity Test toward Shrimp Larva
Artemia salina Leach.

ABSTRACT

This study aims to identify the toxicity level of sponge extract with
n-hexane, ethyl acetate, n-butanol, and methanol to Artemia salina
Leach and determine the composing compounds of sponge extract
with the highest toxicity. The extraction method was carried out by
maceration using ultrasonic aid, continually the crude extract was
identified using LC-MS/MS, UV-Vis Spectrophotometer, and FT-IR
Spectrophotometer. Meanwhile, the toxicity test was done through
Meyer method namely BSLT (Brine Shrimp Lethally Test). The
toxicity results show n-butanol extract has the highest toxicity level
with an LC50 value of 58.657 ppm. The identification results
obtained the highest toxicity level of the compounds on n-butanol
sponge extract namely L-Glutamic acid — Ethyl-N-2-dodecanoyl-
L-argininate (1:1); and 8-Ethyl-3,3-dimethyl-6-{4-[(4-methyI-1-
piperazinyl)acetyl]-1-piperazinyl}-3,4-dihydro-1H-

pirano[3,4c]piridine -5-carbonitrile. On n-hexane sponge extracts
were obtained the compounds namely 2-(Allylsulphanyl)-3-(4-
metoxyphenyl)-3H-spiro[benzo[h]quinazolin-5,1'-cyclopentane]-
4(6H)-on; and N,N-Dicyclohexyl-N,N-bis{[(2-methyI-2-
propanyl)oxy] carbonyl}-D-lisinamide. It’s known the both extract
contain the same compound, 2-Benzofuran-1,3-dione.

Keywords: Sponge, LC-MS/MS, UV-Vis, FT-IR,
Spectrophotometer.



BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Laut merupakan salah satu sumber daya alam dengan
keanekaragaman hayati baik secara biologi maupun kimiawi seperti
tanaman, hewan dan mikroorganisme [1]. Produk alami yang berasal
dari laut memiliki peran penting dalam penelitian biomedis terutama
pada penemuan struktur utama atau sintesis obat [2]. Penemuan
Bergmann pada nukleosida, spongotimidin dan spongoridin dalam
sponge laut berperan penting perkembangan penelitian kesehatan
tentang molekul bioaktif yang berasal dari laut. Sponge laut memiliki
prospek penting dalam bidang farmasi karena mengandung senyawa
aktif sebagai penyusun utama yang masih belum diproduksi secara
masal [3]. Senyawa metabolit sekunder baru penting dalam
perkembangan obat, sebagian besar senyawa metabolit sekunder
terbukti dapat mengobati berbagai macam penyakit. Sehingga sangat
membantu meringankan pengobatan dibidang medis [4]. Sponge laut
didunia yang telah diketahui terdapat 5000 spesies, penelitian ini
juga melibatkan berbagai bidang pelitian seperti biokimia, ekologi,
kimia organik, dan farmakologi [5]. Penelitian terbaru yang sedang
dipelajari yaitu senyawa sitotoksik dari sponge laut [6]. Studi tentang
produk alami senyawa bioaktif dari sponge yang diperoleh dari
segitiga batu karang Indonesia dikenal sebagai keanekaragaman
hayati, menunjukkan potensi besar yang belum tereksplorasi [7].
Sponge laut memiliki kandungan senyawa bioaktif yang lebih tinggi
dibandingkan dengan senyawa dari ekstrak tumbuhan. Senyawa
bioaktif sponge laut ini adalah senyawa-senyawa baru yang
berpotensi untuk menyembuhkan kanker, karena memiliki aktivitas
farmakologi yaitu sifat toksik [8].

Berdasarkan latarbelakang diatas, penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder penyusun
ekstrak sponge dan uji toksisitasnya. Sehingga dapat memperluas
informasi ilmiah terkait kandungan senyawa aktif dari keanekaragam
spesies sponge yang ada di Indonesia serta mengetahui sifat
toksiknya, dimana sifat toksik ini diharapkan dapat berguna sebagai
alternatif dalam penyembuhan pada sel kanker. Produk hasil ekstrak
sponge dengan berbagai macam pelarut diuji toksisitasnya dengan

1



metode Brine Shrimp Lethally Test yang dapat sebagai dasar untuk
mengetahui tingkat toksisitas senyawa produk penyusun ekstrak
sponge dalam sel kanker. Sedangkan identifikasi senyawa penyusun
ekstrak sponge dilakukan dengan bantuan LC-MS/MS, UV-Vis dan
FT-IR untuk mengetahui kandungan senyawa penyusun ekstrak
sponge berdasarkan berat molekul, panjang gelombang dan gugus
fungsinya yang merupakan salahsatu senyawa metabolit sekunder.

1.2. Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah tingkat toksisitas senyawa ekstrak sponge n-
heksana, etil asetat, n-butanol, dan metanol dari famili
Thorectidae sp. terhadap Artemia salina Leach?

2. Senyawa - senyawa apa saja yang terdapat dalam ekstrak pelarut
yang memberikan tingkat toksisitas yang tinggi berdasarkan uji
toksisitas terhadap Artemia salina Leach?

1.3. Batasan Masalah

1. Bahan dasar yang digunakan adalah sponge Thorectidae sp. yang
diambil dari pulau Kangean.

2. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi yaitu n-heksana, n-
butanol, etil asetat, dan metanol.

3. Hewan yang digunakan dalam uji toksisitas yaitu Artemia salina
Leach.

4. ldentifikasi senyawa penyusun ekstrak sponge dilakukan dengan
spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer FT-IR dan LC-
MS/MS.

1.4, Tujuan Penelitian

1. Mengetahui tingkat toksisitas senyawa ekstrak sponge n-heksana,
etil asetat, n-butanol, dan metanol dari famili Thorectidae sp.
terhadap Artemia salina Leach.

2. Mengetahui senyawa-senyawa yang terdapat dalam ekstrak pelarut
yang memberikan tingkat toksisitas yang tinggi berdasarkan uji
toksisitas terhadap Artemia salina Leach.

1.5. Manfat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
bahan aktif dalam sponge berguna sebagai obat yang dapat diperoleh
secara alami.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Sponge

Sponge merupakan hewan primitif yang hidup dalam ekosistem
batu karang dan dapat bersaing dalam bertahan hidup dengan biota
lain karena memiliki senyawa bioaktif metabolit sekunder sebagai
anti-predator. Senyawa metabolit sekunder tersebut digunakan
manusia dalam bidang kesehatan khususnya material utama untuk
obat dan memiliki sifat bioaktif [9]. Hal ini telah terbukti lebih dari
600 senyawa bioaktif yang telah diisolasi dari biota dimana 40%
beasal dari isolasi sponge laut [10]. Berikut contoh gambar sponge
laut:

L. '41“
Gambar 2. 1 Sponge genus Dictyoceratida

Senyawa metabolit sekunder menunjukkan aktivitas tinggi
diantaranya alkaloid, terpen dan poliasetat. Pada umumnya
bioaktivitas senyawa ini berguna sebagai sitotoksik, antikanker,
antitumor, antiviral, antibiotik, antifungal dan lainnya Sponge
memiliki dua lapisan struktur disebut epidermis dan endodermis.
Epidermis terdiri dari jaringan epitel tipis (pinacocyte), sedangkan
endodermis terdiri dari flagel yang berfungsi dalam pencernan
makanan pada sponge [11]. Semua biota laut mengandung senyawa
bioaktif baik primer maupun sekunder. Seyawa bioaktif tersebut
adalah hasil metabolit dalam mikroorganisme yang dipengaruhi oleh
lingkungannya. Sehingga produk bioaktif setiap biota laut yang
dihasilkan akan berbeda meskipun dengan spesies sama [12].



Sponge dikelompokkan menjadi tiga kelas besar yaitu Calcare (5
order dan 24 famili); Demospongiae (15 order dan 92 famili); dan
Hexactinellida (enam order dan 20 famili) [13]. Salah satu kelas
demospongia order Dictyoceratida yaitu famili Thorectidae dimana
terdiri dari dua sub-famili (Thorectinae, dan Phillospongiinae) 20%
diantaranya telah diteliti oleh para ilmuan dan diperoleh senyawa
metabolit baru dari golongan terpenoid, alkaloid, makrolid, dan
poliketida [14].

2.2.Uji Toksisitas Senyawa Aktif terhadap Larva Udang Artemia
salina Leach

2.2.1. Morfologi Larva Udang Artemia salina Leach

Artemia salina Leach atau Brine Shrimp merupakan
zooplankton dan tergolong udang primitive. Nama Artemia diberikan
untuk pertama kali oleh Shlosscer yang menemukannya di suatu
danau asin pada tahun 1755. Artemia semula diberi nama Cancer
salina oleh Linnaeus pada tahun 1778 melengkapi jasad renik ini
menjadi Artemia salina Leach [15]. Artemia salina Leach termasuk
crustaceae yang ukurannya mencapai 1-2 cm. dapat ditemukan pada
air yang salinitasnya tinggi, seperti danau asin, air laut, tidak dapat
hidup di air tawar. Daur hidup Artemia salina Leach membutuhkan
waktu 25 hari (kristiani, dkk 2008). Penetasan telur Artemia salina
Leach yang baik perlu memperhatikan beberapa factor yaitu: hidrasi
dari kista-kista, aerasi, penyinaran, suhu, derajat keasaman (pH), dan
kepadatan telur dalam media penetasan [16].

Telur Artemia salina Leach dapat bertahan dalam kondisi
kering dan dapat disimpan cukup lama. Telur ini bila diberi air laut
padda suhu 23°C maka ia akan menetas dalam 1-2 hari dan dapat
langsung digunakan dalam uji toksisitas. Uji toksisitas pada hewan
uji dimaksudkan untuk eksplorasi hasil terhadap manusia untuk
mencari dosis yang aman. Parameter yang digunakan dalam uji ini
adalah efek toksikan (respon) terhadap hewan uji. Respon tersebut
dapat dilihat hanya berupa immobilisasi kedalam tiap tabung berisi
konsentrasi toksikan yang berbeda dimaukkan sepuluh ekor hewan
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uji, disertai dengan tabung kontrol. Immobilitas ini sudah dianggap
sebagai kematian untuk hewan uji seperti Artemia salina Leach.
Nilai LCs, diperoleh dengan ektrapolasi kurva [17].

Penetasan telur dilakukan dengan memasukkan telur Artemia
salina Leach kedalam air laut sambil diaerasi untu mengontakkan
dengan udara selama 24 jam. Proses penetasan Artemia salina Leach
ada beberapa tahapan yaitu tahap hidrasi, pecahnya cangkang dan
tahap paying atau tahap pengeluaran. Tahap hidrasi terjadi
penyerapan air sehingga telur yang diawetkan dalam bentuk kering
tersebut akan menjadi bulat dan aktif bermetabolisme. Tahap
selanjutnya yaitu tahap pecahnya cangkang yang disusul dengan
tahap pecahnya payung yang terjadi sbelum beberapa saat sebelum
naupli (larva) keluar dari cangkang [18].

2.2.2. Uji Toksisitas terhadap Larva Udang Artemia salina

Leach

Pada umumnya uji toksisitas menggunakan metode BSLT
merupakan uji aktifitas yang sederhana, murah, cepat, dan dapat
digunakan untuk skala kecil serta sebagai referensi untuk uji pada
tingkat selanjutnya. Karena dapat mendeteksi aktivitas toksisitas dari
ekstrak kasar [9]. Spesies uji toksisitas paling sering digunakan pada
kelompok crustaceae yaitu Artemia salina Leach. Artemia salina
Leach merupakan hewan uji yang efektif digunakan dalam
menentukan toksisitas atau persen kematian dan dianggap sebagai
alternatif uji in vivo pada tikus [19].

Uji toksisitas digunakan untuk mengetahui kemampuan
racun pada suatu molekul yang dapat menimbulkan kerusakan ketika
masuk kedalam tubuh dan lokasi organ yang rentan terhadapnya
[17]. Adanya korelasi positif antara metode BSLT dengan uji
sitotoksik menggunakan kultur sel kanker sehingga metode ini sering
dimanfaatkan untuk skrining senyawa antikanker [20]. Uji toksisitas
terhadap larva udang Artemia salina Leach dapat digunakan sebagai
uji pendahuluan pada penelitian yang mengarah pada uji sitotoksik.
Korelasi antara uji toksisitas akut ini dengan uji sitotoksik adalah jika
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mortalitas atau jumlah kematian terhadap Artemia salina Leach yang
ditimbulkan memiliki harga LC50 < 1000 ppm. Tingkat toksisitas
ditunjukkan pada Tabel 2.1 [21].

Tabel 2. 1 Kategori toksisitas sampel

Kategori LCs, (ppm)
Sangat toksik <30
Toksik 30-1000
Tidak toksik >1000

BSLT (Brine Shrimp Lethally Test) merupakan pengujian
senyawa secara umum yang dapat mendeteksi beberapa bioaktivitas
dalam suatu ekstrak. Korelasi positif ditemukan antara toksisitas
BSLT dan sitotoksik untuk sel P-388 leukimia secara in vivo.
Diantaranya adalah antikanker, antitumor, antimalarial, antimikroba,
immunosuppressive, antifeedant dan residu pestisida [22]. Menurut
Panjaitan (2011) Artemia salina memiliki keasaman tanggapan
dengan mamalia seperti tipe DNA-dependent RNA polymerase
(DNA vyang mengarahkan proses transkripsi RNA). Hal ini
menyebabkan senyawa atau eksrak yang memiliki aktivitas pada
system tersebut dapat dideteksi melalui metode ini [23]. Pengujian
dilakukan pada ekstrak sampel dengan berbagai konsentrasi dan
kontrol. Bila dalam larutan kontrol terdapat larva yang mati, maka
jumlah larva udang sampel adalah jumlah larva udang pada tiap-tiap
konsentrasi dikurangi jumlah larva pada larutan control [24]

% mortality (Kematian Larva) =

Jumlah larva uji mati — jumlah larva kontrol mati
x 100%

Jumlah total larva uji

2.3.Liquid Chromatography-Mass Spectra (LC-MS/MS)
LC-MS/MS merupakan suatu metode yang digunakan untuk
tingkat sensitifitas tinggi dan analisa yang cepat. Kombinasi
teknologi LC-MS/MS memiliki keistimewan untuk menganalisa
struktur baik secara kualitatif maupun kuantitatif [25]. LC-MS/MS
adalah analisa yang menggabungkan metode kromatografi cair
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dengan sensor spektoskopi massa, dimana setelah sampel di
injeksikan komponen-komponennya akan dipisahkan dan molekul
yang bermuatan akan dideteksi oleh spektrometer massa. Data yang
diperoleh berupa informasi terkait berat molekul, struktur, identitas
dan kuantitas komponen dari sampel [26]. LC-MS/MS merupakan
meode pendekatan baru dalam mengidentifikasi senyawa baru dari
bahan alam melalui kemampuan pemisahan yang efisien dari HPLC
dan karakterisasi struktural yang tepat oleh MS [27]. Identifikasi
senyawa metabolit dari bahan alam membutuhkan alat dengan
kecanggihan, informasi struktur luas, sensitivitas dan selektivitas
yang tinggi. Penelitian produk alam menggunakan alat-alat baru
untuk mencapai efisiensi pemisahan yang sangat baik dan
memperoleh informasi spektroskopi MS dalam campuran sampel
yang kompleks [28].

2.4. Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah instrument yang terdiri dari
sumber sinar UV (UltraViolet) dan Visible (sinar tampak), sel yang
dipancarkan sinar dan selanjutnya sinar ditangkap oleh detertor
berfungsi untuk mendeteksi banyak cahaya yang ditransmisikan
melalui sel. Spektrofotometer UV-Vis juga dilengkapi dengan sistem
komputer yang dapat mengolah data hasil deteksi untuk dibuat kurva
kalibrasi dalam penentuan suatu sampel. Daerah sinar UV memiliki
rentang panjang gelombang 200-400 nm, sedangkan sinar Vis berada
pada daerah panjang gelombang 400-800 nm [29].

2.5. Spektrofotometer Fourier Transform-Infra Red (FT-IR)
FT-IR (Fourier Transform Infra Red) merupakan salah satu hasil
kemajuan instrumentasi  spektroskopi infrared yang dapat
memberikan data informasi kimia suatu sampel berdasarkan struktur
dan konformasi senyawanya [30]. Pancaran Infra Merah pada
umumnya mengacu pada bagian spektro elekromagnetik yang
terletak diantara daerah tertentu. Spektro infrared memiliki kekhasan
sebuah molekul secara menyeluruh, gugus-gugus atom tertentu
memberikan pita-pita pada serapan tertentu. Letak pita-pita di dalam
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spektro infrared ditampilkan sebagai bilangan gelombang atau
panjang gelombang [31].

Tabel 2. 2 Daerah serapan Infrared untuk ikatan [29]

Gugus Fungsi Daerah serapan (cm™)

C-H sp”: 3000-2850
sp?: 3100-3000
Aromatis : 3150-3050
Trifenilfosfin : 3000-3060

Cc=C 1680-1600
C-O 1300-1100
C=0 Keton : 1725-1705

Asam Karboksilat : 1725-1700
Ester : 1750-1730

O-H Alkohol : 3000-2500
Asam Karboksilat : 3600-3000

C-Br 500-600




BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik dan
Laboratorium Instrumentasi, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang.
Identifikasi taksonomi sponge dilakukan di Laboratorium Zoologi
dan Rekayasa, Institut Teknologi Sepuluh November, Surabaya.
Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2019 hingga Mei 2019.

3.2. Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1. Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi
peralatan gelas (erlenmeyer 250 mL, corong gelas, gelas pengaduk,
botol vial, gelas ukur 100 mL), sonikator, alumunium foil, botol
sampel, pipet tetes, kuas, kertas saring, neraca, rotary evaporator
IKA RV 10 digital, aerator, UV-Vis tipe Shimadzu 1600, FT-IR tipe
Shimadzu 8400S, LC-MS/MS Xevo-2-QTOF.

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Sponge
Thorectidae, n-heksan p.a, etil asetat p.a, n-butanol p.a, methanol p.a,
etanol 96% teknis, DMSO, air laut, dan telur Artemia salina Leach.

3.3. Tahapan Penelitian

1. Preparasi sampel sponge.

2. Ekstraksi sponge menggunakan variasi pelarut dengan bantuan
ultrasonik

3. Uji toksisitas ekstrak sponge terhadap Artemia salina Leach.

4. ldentifikasi produk ekstrak kasar sponge dengan spektrofotometer
UV-Vis, dan spektrofotometer FT-IR.

5. Identifikasi senyawa penyusun produk ekstrak kasar sponge
dengan LC-MS/MS.

6. Analisis data..



3.4. Prosedur Penelitian
3.4.1. Preparasi sampel sponge menjadi serbuk

Sponge yang diambil dari pulau Kangean telah disimpan
dalam freezer, kemudian dilakukan identifikasi penentuan spesies di
Laboratorium Zoologi dan Rekayasa, Institute Sepuluh November,
Surabaya. Sponge dibersihkan menggunakan ethanol 96%. Setelah
bersih sponge dipotong-potong kecil, dikeringkan dalam ruangan
(tidak terkena sinar matahari secara langsung) dan dihaluskan dengan
blender sampai menjadi serbuk. Sponge yang telah menjadi serbuk
ditimbang menggunakan neraca, dibagi menjadi empat dan
dimasukkan kedalam erlenmeyer.

3.4.2. Ekstraksi sponge menggunakan variasi pelarut dengan
bantuan ultrasonik.
3.4.2.1. Pelarut n-heksana

Bubuk sponge yang telah ditimbang sebanyak 79 gram
dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian ditambahkan
pelarut n-heksana sampai terendam sebanyak 160 mL. Erlenmeyer
dimasukkan dalam sonikator, dilakukan ekstraksi selama satu jam.
Ekstraksi dilakukan sebanyak dua kali. Kemudian dipekatkan
menggunakan rotary evaporator. Selanjutnya dilakukan analisis
menggunakan LC-MS/MS, UV-Vis, FT-IR, dan dilakukan uji
toksisitasnya dengan Artemia salina Leach.

3.4.2.2. Pelarut etil asetat

Bubuk sponge ditimbang sebanyak 79 gram, dan
dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian ditambahkan
pelarut etil asetat sampai 160 mL. Erlenmeyer dimasukkan dalam
sonikator, dilakukan ekstraksi selama satu jam. Ekstraksi dilakukan
sebanyak dua kali. Kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator. Selanjutnya dilakukan analisis menggunakan LC-
MS/MS, UV-Vis, FT-IR, dan dilakukan uji toksisitasnya dengan
Artemia salina Leach.

3.4.2.3. Pelarut n-butanol

Bubuk sponge ditimbang sebanyak 79 gram, dan
dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian ditambahkan
pelarut n-butanol sampai 160 mL. Erlenmeyer dimasukkan dalam
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sonikator, dilakukan ekstraksi selama satu jam. Ekstraksi dilakukan
sebanyak dua kali. Kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator. Selanjutnya dilakukan analisis menggunakan LC-
MS/MS, UV-Vis, FT-IR, dan dilakukan uji toksisitasnya dengan
Artemia salina Leach.

3.4.2.4. Pelarut metanol

Bubuk sponge ditimbang sebanyak 79 gram, dan
dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian ditambahkan
pelarut metanol sampai 160 mL. Erlenmeyer dimasukkan dalam
sonikator, dilakukan ekstraksi selama satu jam. Ekstraksi dilakukan
sebanyak dua kali. Kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator. Selanjutnya dilakukan analisis menggunakan LC-
MS/MS, UV-Vis, FT-IR, dan dilakukan uji toksisitasnya dengan
Artemia salina Leach.

3.4.3. Uji toksisitas ekstrak sponge terhadap Artemia salina
Leach.
3.4.3.1. Penetasan telur larva udang Artemia salina Leach.
Telur larva udang Artemia salina Leach.ditimbang sebanyak
0,03 gram/ 1000 mL air laut). Kemudian dimasukkan kedalam air
laut sebanyak satu liter pada aquarium. Aerator dipasang, selanjutnya
dinyalakan selama 48 jam. Ditunggu sampai telur menetas dan larva
udang siap digunakan untuk uji toksisitas senyawa ekstrak kasar
sponge dengan metode BSLT.

3.4.3.2. Preparasi larutan uji

Ekstrak kasar sponge diencerkan sebagai larutan uji dengan
konsentrasi sebesar 0; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150 ppm.
Kemudian ditambahkan dengan dimetil sulfoksida (DMSO)
sebanyak 1% dari total larutan dan dilakukan pengocokan hingga
larutan homogen.

3.4.3.3. Uji toksisitas larva udang terhadap LCs,
Larutan uji sebanyak 5 ml dimasukkan kedalam tabung
reaksi, selanjutnya ditambahkan larva Artemia salina Leach. dipipet
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sebanyak 25 ekor. Setelah 48 jam diamati banyak larva udang yang
mati, selanjutnya dihitung persen kematian dan dibandingkan dengan
nilai LCx,.

3.4.4. ldentifikasi produk ekstrak kasar sponge dengan
spektrofotometer
3.4.4.1. Spektrofotometer Ultraviolet-Visibel (UV-Vis)
Karakterisasi produk dengan spektrofotometer UV-Vis
dilakukan dengan baseline menggunakan pelarut pada panjang
gelombang 200-800 nm. Ekstrak sponge yang telah dilarutkan
dengan metanol diukur absorbansi dan panjang gelombang
maksimumnya menggunakan UV-Vis pada rentang panjang
gelombang 200-800 nm. Panjang gelombang maksimum didapatkan
dari absorbansi yang memiliki nilai sekitar 1-2. Spesifikasi alat yang
digunakan adalah UV-Vis tipe Shimadzu 1600 Series.

3.4.4.2. Spektrofotometer Fourier Transform-Infra Red (FT-IR)

Karakterisasi senyawa penyusun produk ekstrak kasar
sponge menggunakan spektrofotometri IR yaitu pertama disiapkan
pelet KBr. Kemudian ekstrak kasar sponge diteteskan pada pelet
KBr, lalu dimasukkan kedalam sampel holder. Selanjutnya pellet ini
dimasukkan kedalam ruang sampel untuk dipancarkan sinar infrared
dan dilakukan analisa oleh sistem komputer yang menghasilkan data
berupa spektrum. Data tersebut dapat digunakan untuk memprediksi
gugus-gugus fungsi yang terdapat dapat senyawa penyusun ekstrak
sponge. Keterangan alat dari spektrofotometer FT-IR yang
digunakan adalah:

Tipe alat : Shimadzu 8400S
Interferometer : Tipe Michelson
Sistem Optik - Sinar tunggal
Sumber Infrared : Keramik globular
SIN : 2000:1

Medium sampel - Pellet KBr
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3.4.5. Identifikasi senyawa penyusun produk ekstrak kasar
sponge dengan LC-MS/MS.

Penelitian ini menggunakan uji UPLC-MS/MS untuk
mengidentifikasi senyawa-senyawa bioaktif yang terkandung dalam
ekstrak sponge dengan toksisitas yang tinggi terhadap Artemia salina
Leach. UPLC merupakan metode pemisahan dan identifikasi
senyawa organic. Penggunaan instrument UPLC-MS/MS mampu
mendeteksi senyawa lebih speksifik yakni berdasarkan berat molekul
suatu senyawa serta waktu analisis yang singkat.

Analisis UPLC-MS/MS dilakukan di Badan Resense
Kriminal Polri Pusat laboratorium Forensik Jakarta Timur dengan
spesifikasi LC-MS/MS Chromatographic Separation vyaitu LC
system: Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), LC
Column: ACQUITY UPLC HSS C18 (1.8 um 2.1x100mm) (waters,
USA), dengan temperature: 50°C (column), 25°C (room), laju alir:
0.2 mL/min running 23 menit dengan volume injeksi sebanyak 5uL
dengan fase gerak yaitu air dengan 5mM Amonium format dn
asetonitril dengan 0.05% asam format. Spesifikasi UPLC-MS/MS
(Mass Spectrometry) yaitu menggunakan system ES (Electronspray
ionization), satuan mass analysis range: 50-1300 m/z, Source
temperature: 100°C, Desolvation temperature: 350°C, cone gas flow:
0 L/hr, Desolvation gas flow: 793 L/hr, energy kolosi: 4 Volt dan
Rampt Colision energy: 25-50 Volt (energy tinggi).

Pengujian UPLC-MS/MS dibutuhkan sampel yang dilarutkan
dalam pelarutnya, kemudian diambil sebanyak 5 pL larutan dan
disuntikkan pada instrument UPLC-MS/MS dengan laju alir 0.2
mL/menit. Kemudian dipompa selama 23 menit dan dimasukkan
kedalam katup kolom selector. Selanjutnya dilakukan pemisahan,
kemudian menuju UV detector dan berat molekul dideteksi dengan
Mass Spectrofotometer.
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Setelah diperoleh hasil maka tahap selanjutnya adalah
intrepretasi data hasil pengujian UPLC-MS/MS. Dari hasil pengujian
akan diperoleh grafik kromatogram yang akan dibaca menggunakan
software Masslynx 4.1 yang kemudian akan memunculkan puncak
pada hasil kromatogram, dari puncak tersebut dapat diperoleh
beberapa monoisotopic mass. Monoisotopic mass yang sudah muncul
dari software dilakukan identifikasi dari web chemspider, massbank
atau pubchem untuk mengetahui nama dan gugus kimia yang
terdapat dalam sampel ekstrak sponge. Kemudian dibuat tabel data
hasil intrepretasi LC-MS/MS yang telah dilakukan.

3.4.6. Analisis Data

Analisis data dilakukan untuk mengetahui tingkat toksisitas
senyawa dilakukan dengan menghitung harga LCs, dari kurva regresi
linear pada nilai probit persen kematian larva Artemia salina Leach
terhadap konsentrasi menggunakan program Microsoft Excel.
Sedangkan identifikasi senyawa-senyawa penyusun ditentukan
dengan LC-MS/MS, UV-Vis dan FT-IR.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Ekstraksi Sponge dengan variasi pelarut

Preparasi sampel dilakukan dengan membersihkan sponge
digunakan etanol 96% untuk menghilangkan pengotor yang ada pada
sponge dan diperoleh sponge berwarna cokelat kehitaman dengan
aroma khas hewan laut sangat menyengat. Selanjutnya sponge
dipotong-potong kecil untuk mempercepat proses pengeringan,
proses pengeringan ini dilakukan pada suhu ruang untuk
menghilangkan kadar air pada sponge. Kemudian sponge dihaluskan
mengunakan blender untuk memudahkan dalam proses ekstraksi.

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
maserasi dengan bantuan ultrasonik. Pemilihan cara maserasi dengan
bantuan ultrasonik menurut penelitian Sayuti pada tahun 2017,
bertujuan untuk memperoleh hasil yang tinggi dengan waktu yang
relatif singkat untuk meminimalkan keterbatasan dalam metode
ekstraksi konvensional. Sedangkan pelarut yang digunakan bervariasi
berdasarkan sifat kepolarannya, pelarut yang digunakan diantaranya
yaitu n-heksana, n-butanol, etil asetat, dan metanol. Sehingga
senyawa Yyang terdistribusi bersifat non-polar akan terekstrak dalam
n-heksana, sedangkan untuk senyawa aktif yang memiliki sifat
semipolar akan terdistribusi dalam pelarut n-butanol dan etil asetat.
Sebagian besar senyawa yang memiliki sifat polar akan terdistribusi
dalam ekstrak metanol [32].

Selanjutnya dilakukan evaporasi dengan rotary evaporator
bertujuan untuk menghilangkan pelarut dalam ekstrak sponge
sehingga dapat diperoleh ekstrak kasarnya.

Tabel 4. 1 Hasil Rendemen Ekstrak Sponge

No. Pelarut Massa Massa %
awal (g)  ekstrak (g) rendemen

1. Metanol 79 2.14 2.71

2. Etil asetat 79 0.72 0.91

3. n-butanol 79 0.66 0.84

4, n-heksana 79 0.60 0.76
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Setelah dilakukan penguapan pelarut pada ekstrak n-heksana
diperoleh endapan berupa padatan kental berwarna coklat tua
sebanyak 0,60 gram dengan rendemen ekstrak 0,76%. Pada ekstrak
n-butanol diperoleh endapan berupa padatan kental berwarna coklat
pekat sebanyak 0,66 gram dengan rendemen ekstrak 0,84 %. Pada
ekstrak etil asetat diperoleh endapan berupa padatan kental berwarna
coklat kehijauan sebanyak 0,72 gram dengan rendemen ekstrak 0,91
%. Pada ekstrak metanol diperoleh endapan berupa cairan pekat dan
terdapat gumpalan serbuk berwarna hijau pekat sebanyak 2,14 gram
dengan rendemen ekstrak 2,71%. Sehingga ekstrak sponge
Thorectidae yang diperoleh dari penelitian ini memiliki hasil lebih
rendah daripada jenis yang ada pada penelitian sebelumnya.

4.2. Hasil Uji Toksisitas terhadap Artemia salina Leach.

Uji toksisitas menggunakan Artemia salina Leach. merupakan
salah satu cara untuk mengetahui sifat toksik suatu senyawa.
Penentuan toksisitas dilakukan dengan menghitung nilai LCsg
aktivitas senyawa terhadap Artemia salina Leach. Suatu senyawa
dikatakan bersifat toksik jika nilai LCg<1000 ppm [21] vyaitu
konsentrasi yaitu suatu senyawa dapat menyebabkan terjadinya 50%
kematian hewan uji Artemia salina Leach.

Pengujian dilakukan pada ekstrak sponge n-heksana, ekstrak
sponge etil asetat, ekstrak sponge n-butanol dan ekstrak sponge
metanol. Masing-masing sampel uji dibuat dengan konsentrasi 5, 10,
25, 50, 75, 100, 125, dan 150 pm serta sebagai kontrolnya 0 ppm
yaitu DMSO 1%. DMSO digunakan sebagai surfaktan yang memiliki
ujung hidrofobik dan hidrofilik sehingga dapat melarutkan ekstrak
sponge dalam air laut. DMSO memiliki struktur yang terdiri atas
gugus S=0O yang bersifat polar dan dua alkil (-CHs) yang bersifat
kurang polar. Gugus polar akan melarutkan air laut sedangkan gugus
yang kurag polar akan melarutkan ekstrak sponge yang kurang polar.
Artemia salina Leach. sebagai hewan uji dalam setiap konsetrasi
masing-masing perlakuan dan setiap perlakuan dilakukan tiga kali
ulangan dan nilai rata-rata kematian digunakan sebagai banyaknya
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larva yang mati. Selanjutnya dihitung persen kematiannya sehingga
dapat diperoleh grafik linier untuk mengetahui persamaan liniernya
pada gambar berikut:

100 y=0.4211x + 14.287
c 80
08
€ 60
©
£ 40
-
X 20
0
0 50 100 150
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4. 1 Grafik linier hasil toksisitas ekstrak sponge n-heksana

100 y = 0.3837x + 14.309
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Gambar 4. 2 Grafik linier hasil toksisitas ekstrak sponge etil asetat

100 y = 0.4951x + 20.959
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Gambar 4. 3 Grafik linier hasil toksisitas ekstrak sponge n-butanol
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100 y =0.4041x + 11.756
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Gambar 4. 4 Grafik linier hasil toksisitas ekstrak sponge metanol

Berdasarkan gambar diatas diperoleh persamaan linier masing-
masing ekstrak sebagai penentuan nilai LCs,. Pada ekstrak sponge n-
heksana diperoleh persamaan y = 0.4211x + 14.287 dengan nilai
LCs, 84.809 ppm. Pada ekstrak sponge etil asetat diperoleh
persamaan y = 0.3837x + 14.309 dengan nilai LCs, 93.018 ppm.
Pada ekstrak sponge n-butanol diperoleh persamaan y = 0.4951x +
20.959 dengan nilai LC50 58.657 ppm. Pada ekstrak sponge metanol
diperoleh persamaan y = 0.4041x + 11.756 dengan nilai LCs, 94.639
ppm.

Berdasarkan penentuan hasil uji toksisitas yang telah dilakukan
terhadap ekstrak sponge n-heksana, etil asetat, n-butanol dan
metanol, masing-masing diperoleh nilai LCsy dengan kosentrasi
<1000. Sehingga pada penelitian ini dapat diketahui bahwa masing-
masing ekstrak memiliki sifat toksik, dimana ekstrak n-butanol
memiliki nilai LCs, lebih rendah diantara ekstrak yang lain. Maka
dapat dikatakan ekstrak sponge dari n-butanol memiliki toksisitas
yang lebih tinggi dengan nilai LCs, sebesar 58.657 ppm.

4.3. Analisis dengan Spektrofotometer

4.2.1 Spektrofotometer UV-Vis (Ultraviolet-Visible)
Spektrofotometer UV-Vis merupakan pengukuran jumlah

radiasi UV-Vis yang diserap oleh senyawa sebagai fungsi panjang

gelombang radiasi. Panjang gelombang serta intensitasnya ini
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tergantung jenis ikatan dan gugus karakteristik dari molekulnya.
Sampel yang berupa padatan ekstrak kasar sponge, masing-masing
dilarutkan kedalam metanol kemudian dilakukan pengukuran dengan
spektrofotometer UV-Vis. Berdasarkan analisis yang telah dilakukan
dengan spektrofotometer UV-Vis diperoleh data pada Tabel 4.2

Tabel 4. 2 Panjang Gelombang Ekstrak Sponge

No. Ekstrak Pelarut A maks. (nm)
1. n-heksana 225.50
2 etil asetat 225.00
3. n-butanol 226.00
4 Metanol 225.00

Spektrum UV (Ultraviolet) digunakan untuk mendeteksi
adanya ikatan terkonjugasi pada suatu sampel. Pada umunya molekul
tanpa ikatan rangkap atau satu ikatan rangkap saja tidak menyerap
pada daerah sinar tampak (Visible) yaitu panjang gelombang 400-800
nm. Namun demikian, sistem terkonjugasi menyerap dan semakin
banyak  konjugasi semakin panjang panjang gelombang
maksimumnya. Panjang gelombang maksimum pada hasil analisis
yang terukur masing-masing sampel mulai dari ekstrak n-heksana,
etil asetat, n-butanol, dan metanol berturut-turut sebesar 225.50,
225.00, 226.00, dan 225.00 nm. Hal ini menunjukkan adanya transisi
elektronik dari 1 —7*.

19



4.2.2  Spektrofotometer FT-IR
Berikut hasil spektrum FT-IR pada ekstrak sponge n-heksana:

100
80
= 60
X
<" 40
ol C-H sp® Va
20
O-H ' C-H alifatik
0
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Gambar 4. 5 Hasil spektrum FT-IR ekstrak sponge n-heksana

Pada gambar diatas hasil spektrum infrared ekstrak n-heksana
yang diperoleh menunjukkan serapan melebar dengan intensitas
sedang pada bilangan gelombang 3446.56 cm™ yang diduga
merupakan serapan dari gugus hidroksil (-OH). Serapan 2923.88-
2854.45 cm™ merupakan serapan ulur C-H alifatik yaitu sp?
pendekatan ini diperkuat dengan adanya serapan pada 1461.94 cm™
yang menunjukkan tekukan CH. Berikut hasil spektrum FT-IR pada
ekstrak sponge etil asetat:

100
80
60
'_
X
40
20 i x f C-H alifatik
C=0
0
3500 2500 1500 500
bilangan gelombang (cm™)

Gambar 4. 6 Hasil spektrum FT-IR ekstrak sponge etil asetat
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Pada gambar diatas hasil spektrum infrared ekstrak etil asetat
yang diperoleh menunjukkan serapan melebar dengan intensitas
lemah pada bilangan gelombang 3421. 48 cm™ yang diduga
merupakan serapan dari gugus hidroksil (-OH). Serapan 2923.88-
2854.45 cm™ menunjukkan serapan dengan intensitas tajam
merupakan serapan ulur C-H alifatik yaitu sp®, pendekatan ini
diperkuat dengan adanya serapan pada 1461.94 cm™ yang
menunjukkan tekukan CH. Bilangan gelombang 1710.74 cm™dengan
intensitas tajam diduga terdapat serapan gugus karbonil (C=0).
Bilangan gelombang 1051.13 cm™ diduga merupakan serapan dari C-
O sekunder. Berikut hasil spektrum FT-IR pada ekstrak sponge n-
butanol:
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Gambar 4. 7 Hasil spektrum FT-IR ekstrak sponge n-butanol

Pada gambar diatas hasil spektrum infrared ekstrak n-butanol
yang diperoleh menunjukkan serapan melebar dengan intensitas
tajam pada bilangan gelombang 3417.63cm™ yang diduga merupakan
serapan dari gugus hidroksil (-OH). Serapan 2923.88-2854.45 cm™
merupakan serapan ulur C-H alifatik yaitu sp®, pendekatan ini
diperkuat dengan adanya serapan pada 1461.94 cm™yang
menunjukkan tekukan CH. Bilangan gelombang 1708.81 cm™dengan
intensitas tajam diduga terdapat serapan gugus karbonil (C=0).
Bilangan gelombang 1051.13 cm™ diduga merupakan serapan dari C-
O sekunder. Berikut hasil spektrum FT-IR pada ekstrak sponge
metanol.
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Gambar 4. 8 Hasil spektrum FT-IR ekstrak sponge metanol

Pada gambar diatas hasil spektrum infrared ekstrak metanol
yang diperoleh menunjukkan serapan melebar dengan intensitas
tajam pada bilangan gelombang 3446.56 cm™ vyang diduga
merupakan serapan dari gugus hidroksil (-OH). Serapan 2925.81-
2856.38 cm™ merupakan serapan ulur C-H alifatik yaitu sp?
pendekatan ini diperkuat dengan adanya serapan pada 1461.94 cm’
yang menunjukkan tekukan CH. Bilangan gelombang 1641.31 cm™
menunjukkan adanya uluran C=C nonkonjugasi.

4.2.3 Hasil Analisis LC-MS/MS (Liquid Chromatography Mass

Spectra)

Hasil dugaan senyawa yang terdapat dalam ekstrak sponge
n-butanol dalam bentuk kromatogram LC-MS/MS dengan puncak
dalam watu retensi yang muncul. Kromatogram LC-MS/MS ektrak
sponge n-butanol dapat dilihat pada Gambar 4.9

Gambar 4. 9 Kromatogram LC-MS/MS Ekstrak n-butanol
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Berdasarkan hasil kromatogram diatas dapat diketahui bahwa
senyawa-senyawa yang terekstrak terdapat pada retention time ke
1.38, 1.89, 3.01, 8.10, 8.92, 10.02, 10.58, 10. 94, 11.61, 12.17, 12.78,
14.06, 14.81, 16.25, 16.85, 17.26, dan 18.46 yang menunjukkan
puncak tertinggi. Kemudian dilakukan analisa dengan bantuan
software Masslynx untuk mengetahui pola kromatogram LC
menunjukkan hubungan waktu retensi (Rt) dengan % kelimpahan.
Selanjutnya setiap puncak retensi diamati untuk intrepretasi spektrum
MS/MS nya. Spektrum MS/MS yang dihasilkan pada masing-masing
retention time menunjukkan nilai massa per muatan (m/z) dan persen
kelimpahan. Kemudian dicari kemiripan nilai MS dengan
kelimpahan tertinggi pada database di website chemspider. Dugaan
senyawa-senyawa yang terkandung dalam ekstrak sponge n-butanol
disajikan pada Tabel 4.3

Tabel 4. 3 Identifikasi Senyawa Ekstrak n-butanol

Rt Rumus Nama senyawa Struktur kimia
Molekul dan | dan luas Area
BM (m/z)
1.38 | CH3N,0O,SCI Unkown
222.943 (532.48)
186 C13H16N203 N'1,4' 0]
248.28 Benzodioxane -2- (\ N JJ\[ o
carbonyl i :@
piperazine ©
(342.11)
3.01 CsH1,S 1-Pentanethiol _
104.21 (2126.75) NN
810 C21H18N509 1-(2,4- o- a oH
498.40 Dinitrophenyl)-7- N
(3-methyl-1- i WO
piperazinyl)-6- D f Z
nitro-4-oxo-1,4- o
dihydro-3- @
quinolinecarboxy L
lic acid (1175.68)
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8.92

10.02

C23H220
314.42

3-Methyl-1,2,2-
triphenyl-1-
butanone
(796.06)

C19H14N6O7
438.35

4-({[(4-Nitro-1H-
pyrazol-1-yl)
acetyl]hydrazono}
methyl)phenyl 4-
nitrobenzoate

(2655.36)

C6H18N18

10.58
342.20

Unkown
(819.54)

Ci3HzN7O

10.94
301.43

N-{3-[(4- I
Aminobutyl) -

amino]propy!}-N-

(diamino
methylene)-L-
ornithin amide
(636.06)

C15H37NO;

11.61
316.49

N,N-Bis(2-
hydroxyethyl)tetr
adecanamide

(11229.57)

C17H26N10

12.17
370.45

4-{4-Methy!-5-
[(2-methyl-1H-
imidazol-1-y)
methyl]-4H-1,2,4-
triazol-3-yl}-1-[3-
(1H-tetrazol-1-yl)
propyl]piperidine
(10775.10)
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12.78

Ca3H3005
386.48

(16a)-3,20-
Dioxo-16,17-
epoxypregn-4-en-
21-yl acetate
(134.67)

13.22

Ca0Ha307S
426.61

(2R,3R,4R,5R)-
1,2,4,5-
Tetrahydroxy-3-
nonadecanyl
methanesulfonate
(323.22)

13.72

Ca2H3506
398.53

1-(2-Methyl-2-
propanyl)-4-
({I{[4-(2-
methyl-2-
propanyl)
cyclohexyl]oxy}
carbonyl)peroxy]
carbonyl}oxy)
cyclohexane
(3926.80)

14.06

C8H403
148.11

2-Benzofuran-
1,3-dione
(4096.89)

14.81

CasH4Ns0-
531.68

L-Glutamic acid -
ethyl N-2-
dodecanoyl-L-
argininate (1:1)
(25612.11)




16.25,
16.85

Ca24H36N6O2
440.58

8-Ethyl-3,3-
dimethyl-6-{4-
[(4-methyl-1-
piperazinyl)acet
yl]-1-piperazin
y1}-3,4-dihydro-
1H-pyrano[3,4-c]
pyridine-5-carbo
nitrile
(185573.02)
(367037.97)

17.26,
18.46

CsH,O3
148.11

2-Benzofuran-
1,3-dione
(310412.34)
(31883.71)

Hasil dugaan senyawa yang terdapat dalam ekstrak sponge n-
heksana dalam bentuk kromatogram LC-MS/MS dengan puncak
dalam watu retensi yang muncul. Kromatogram LC-MS/MS ektrak
sponge n-butanol dapat dilihat pada Gambar 4.10
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Berdasarkan hasil kromatogram diatas dapat diketahui bahwa
senyawa-senyawa yang terekstrak terdapat pada retention time ke
1.36, 9.84, 10.40, 10.87, 11.21, 11.57, 12.40, 12.76, 13.12, 13.62,
13.88, 14.48, 16.94, 18.13, dan 18.85 yang menunjukkan puncak
tertinggi. Kemudian dilakukan analisa dengan bantuan software

26

Gambar 4. 10 Kromatogram LC-MS/MS Ekstrak n-heksana




Masslynx untuk mengetahui pola kromatogram LC menunjukkan
hubungan waktu retensi (Rt) dengan % kelimpahan. Selanjutnya
setiap puncak retensi diamati untuk intrepretasi spektrum MS/MS
nya. Spektrum MS/MS vyang dihasilkan pada masing-masing
retention time menunjukkan nilai massa per muatan (m/z) dan persen
kelimpahan. Kemudian dicari kemiripan nilai MS dengan
kelimpahan tertinggi pada database di website chemspider. Dugaan
senyawa-senyawa yang terkandung dalam ekstrak sponge n-heksana
disajikan pada Tabel 4.4

Tabel 4. 4 Identifikasi Senyawa Ekstrak n-heksana

Rt Rumus Nama senyawa dan Struktur kimia
Kimia dan Area
BM (m/z)
1.36 CH,04SClI, Unknown
214.06 (3832.130)
9.84 C17H3NgO Unknown
380.64 (3296.02)
10.40 CisH140 4-Phenyl-3,4- 0
222.28 dihydro-1(2H)-
naphthalenone ‘O
(584.42)
10.87 CgH27N17 Unknown
301.27 (2524.87)
11.21 C1gH10N4Os5 Unknown
267.45 (1610.44)

27




11.57 C14H33N7O N'{4'[(4'Amin0 f
315.46 butyl)amino]butyl}- == =
N°-(diamino E \_\_3':
methylene)-L- I
ornithinamide
(32105.96)
1240 | C,H,NO, N,N,N-Tributyl-1- q
331.53 butanaminium (2S)- MO,
2-hydroxypropano !
ate (4250.63)
12.76 Cy3H»N,0; (28)'2-Amm0ni0 -4-
374.43 0x0-4-(tritylamino) O
butanoate
(3747.35)
13.12 C,7H330, (5aS,5bR,7aS,11asS,
426.58 11bR,13S,13aR)-

5b,8,8,11a,13a-
Pentamethyl-4-oxo-
4,5,5a,5b,6,7,7a,8,9,
10,11,11a,11b,12,13
,13a-hexadecahydro

chryseno[1,2-b]
furan-13-yl acetate

(1193.33)
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13.62

C22H3306
398.53

1-(2-Methyl-2-

propanyl)-4-(
{[({[4-(2-methyl-2-
propanyl)cyclohexy]
oxy}carbonyl)perox

y]carbonyl} oxy)
cyclohexane
(3016.59)

13.88

CgH,04
148.11

2-Benzofuran-1,3-
dione
(6362.56)

14.48

CasH51N305
509.72

N,N-Dicyclohexyl-
N,-bis{[(2-methyI-2-
propanyl)oxy]carbo
nyl}-D-lysinamide
(33676.18)

16.94,
18.13

CsH4O3
148.11

2-Benzofuran-1,3-
dione
(1586119.25)

(57969.55)

18.85

Ca6H26N202S
430.56

2-(Allylsulfanyl) -3-
(4-methoxy phenyl)-
3H-
spiro[benzo[h]quina
zoline-5,1'-
cyclopentan]-4(6H)-
one (98611.14)

Berdasarkan hasil identifikasi dari ekstrak n-butanol dan
ekstrak n-heksana sponge dari family Thorectidae sp. memiliki
tingkat yang tokisisitas tinggi, hasil menunjukkan pola kromatogram
hasil LC-MS/MS dengan beberapa puncak yang muncul pada waktu
retensi yang berdekatan. Puncak-puncak yang diperoleh memiliki
pola yang mirip pada ekstrak n-butanol dan ekstrak n-heksana. Hal
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ini menunjukkan dugaan komponen dari senyawa yang terekstrak
pada ekstrak n-butanol juga terekstrak pada ekstrak n-heksana.
Ditinjau dari tingkat toksisitas dari uji terhadap Artemia salina Leach
menunjukkan ekstrak n-butanol memiliki toksisitas yang lebih tinggi
dibandingkan dengan ekstrak n-heksana. Sehingga sesuai dengan
hasil kromatogram LC-MS/MS ekstrak n-butanl lebih banyak
daripada ekstrak n-heksana. Pada kromatogram n-butanol terdapat 19
puncak, sedangkan pada ekstrak n-heksana terdapat 15 puncak.

Puncak-puncak kromtogram yang terdapat dalam ekstrak
n-butanol diduga memiliki kandungan komponen yang mendukung
tingkat toksisitas lebih tinggi dibandingkan ekstrak n-heksana,
diantaranya pada waktu retensi 1.86; 3.01; 8.10; 8.92; 10.02 menit.
Sedangkan senyawa dengan area terbesar pada ekstrak n-butanol
yang diduga bersifat toksik yaitu 8-Ethyl-3,3-dimethyl-6- {4-[(4-
methyl-1-piperazinyl) acetyl]-1- piperazinyl} -3,4-dihydro-1H-
pyrano[3,4-c] pyridine-5-carbo nitrile pada waktu retensi 16,25
dengan area 185573.02 dan waktu retensi 16.85 dengan area
367037.97. Pada senyawa dengan area terbesar pada ekstrak n-
heksana yang diduga bersifat toksik yaitu 2-Benzofuran-1,3-dione
pada waktu retensi 16.94 dengan area 1586119.25 dan 18.13 dengan
area 57969.55; 2-(Allylsulfanyl)-3-(4-methoxyphenyl)-3H-
spiro[benzo[h]quinazoline-5,1'-cyclopentan]-4(6H)-one pada waktu
retensi 18.85 dengan area 98611.14; dan N,N-Dicyclohexyl-N,-bis{[(2-
methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}-D-lysinamide pada waktu retensi
14.48 dengan area 33676.18.
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BAB V

KESIMPULAN

5.1. Kesimpulan

1. Tingkat toksisitas ekstrak n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan
metanol dari sponge famili Thorectidae sp. memiliki sifat toksik
dengan LCx yaitu sebesar 84.809 ppm, 93.018 ppm, 58.657 ppm,
dan 94.639 ppm. Sehingga diketahui tingkat toksisitas pada
ekstrak sponge mulai dari yang lebih toksik sampai kurang toksik
berturut-turut yaitu n-butanol (58.657 ppm) > n-heksana (84.809
ppm) > etil asetat (93.018 ppm) > metanol (94.639 ppm).

2. Senyawa-senyawa Yyang terdapat dalam ekstrak pelarut yang
memberikan tingkat toksisitas yang tinggi berdasarkan uji
toksisitas terhadap Artemia salina Leach. pada ekstrak n-butanol
yaitu L-Asam Glutamat - etil-N-2-dodekanoil-L-argininat
(1:1); dan 8-Etil-3,3-dimetil-6-{4-[(4-metil-1-
piperazinil)asetil]-1-piperazinil}-3,4-dihidro-1H-pirano[3,4-
c]piridin-5-karbonitril. Pada ekstrak n-heksana vyaitu 2-
(Alilsulfanil)-3-(4-metoksifenil)-3H-spiro[benzo[h]quinazolin-
5,1'-siklopentan]-4(6H)-on; dan N,N-Disikloheksil-N,N-bis{[(2-
metil-2-propanil)oksi]karbonil}-D-lisinamida. Diketahui pada
kedua ekstrak tersebut mengandung senyawa yang sama yaitu 2-
Benzo furan-1,3-dion.

5.2. Saran
1. Pada penelitian selanjutnya perlu dilakukan lebih lanjut tentang
mengidentifikasi distribusi senyawa ekstrak sponge Thorectidae

sp.

Pada penelitian selanjutnya juga disarankan untuk melakukan uji
bioaktivitas metabolit sekunder lainnya seperti antioksidan,
antitumor dan lain sabagainya.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Diagram Alir
Lampiran A.1 Tahapan Penelitian

Preparasi Sponge Thorectidae sp.

v

Ekstraksi Sponge dengan variasi pelarut

v

Ekstrak kasar dipekatkan dengan rotary evaporator

v

Uji toksisitas ekstrak kasar sponge terhadap Artemia salina

¥

Pemisahan dan karakterisasi dengan LCMS

Lampiran A. 2 Preparasi Sampel

36

sponge di laut

v

Dibersihkan dengan etanol 96%

v

Dipotong kecil-kecil

¥

Dikeringkan dalam ruang

¥

Dihaluskan dengan blender

v

Ditimbang




Lampiran A. 3 Ekstraksi Sponge dengan variasi pelarut

Bubuk sponge Thorectidae sp.

1

Ditimbang 20 gram

€—

Ditambahkan 200 mL pelarut

€

Diekstrak dengan bantuan sonikator

A 4

Diambil ektrak kasar sponge

Y

Diekstrak lagi residunya

v

Diambil ektrak kasar sponge

|

Dipekatkan dengan rotary evaporator

v

Dilakukan uji toksisitas

!

Diidentifikasi dengan LCMS, UV-Vis dan FT-IR
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Lampiran A. 4 Uji Toksisitas terhadap Artemia salina Leach.
Lampiran A. 4. 1 Preparasi sampel ekstrak uji

Ekstrak kasar sponge Thorectidae sp.

v

4 )
Dibuat 0; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150 ppm dalam air laut
yang mengandung DMSO sebanyak 1%

v

Sampel uji

Lampiran A. 4. 2 Penetasan telur larva udang Artemia salina
Leach.

Telur Artemia salina Leach.

%

Ditimbang sebanyak 0.3 gram

v

Dimasukkan kedalam 1000 mL air laut

v

Diinkubasi selama 48 jam

v

Larva udang Artemia salina Leach
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Lampiran A. 4. 3 Pelaksanaan uji toksisitas

Sampel uji

v

[

Dimasukkan kedalam 3 buah botol vial (masing-masing
botol 5 mL)

!

Ditambahkan 25 ekor larva Artemia salina Leach.

!

Didiamkan selama 48 jam

!

Dihiting jumlah larva yang hidup

!

Mortalitas untuk mendapatkan LCsj
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Lampiran B. Perhitungan

Lampiran B. 1. Persen rendemen ekstrak kasar sponge
berat sampel hasil ekstrak x100%

Rendemen ekstrak% =
berat sampel awal

(1) Rendemen ekstrak n-heksana % = 297em
79 gram

=0,76%

(2) Rendemen ekstrak n-butanol% = 22297 1 0o,
79 gram

= 0,84%

(3) Rendemen ekstrak etil asetat % = 229%™ +100%
79 gram

=0,91%
(4) Rendemen ekstrak metanol % = 2> 97
79 gram

=2,71%

x100%

x100%

Lampiran B. 2 Larutan Kotrol untuk Uji Toksisitas

Larutan DMSO 1% = —~— x100%
500 mL

X =5ml

Jadi, untuk membuat larutan kontrol dibutuhkan larutan DMSO
pekat sebanyak 5 ml yang diencerkan dalam 500 ml air laut.

Lampiran B. 3 Persiapan larutan uji untuk uji toksisitas
3.1. Pembuatan larutan uji 200 ppm

200 _ 50 mg
PP =555 1,
X

160mg/L = 5o

X = 200% X 0,25L

=50mg
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Jadi, larutan uji pekat ditimbang sebanyak 0,05 g, kemudian
diencerkan dalam air laut yang mengandung DMSO 1% untuk
membuat larutan dengan konsentrasi 250 dalam labu takar 250 ml.

3.2. Pembuatan larutan uji 150 ppm (v/v)
VixM; =V,xM,
X . 200 ppm= 25 mL . 150 ppm
X = 18,75 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 18,75 mL untuk
membuat larutan uji 150 ppm didalam labu takar 25 mL

3.3. Pembuatan larutan uji 125 ppm (v/v)
VixM; =V xM,
X . 200 ppm= 25 mL . 125 ppm
X = 15,625 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 15,625 mL untuk
membuat larutan uji 125 ppm didalam labu takar 25 mL

3.4. Pembuatan larutan uji 100 ppm (v/v)
VixM; =V,xM,
X . 160 ppm= 25 mL . 100 ppm
X =12,500 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 12,500 mL untuk
membuat larutan uji 100 ppm didalam labu takar 25 mL

3.5. Pembuatan larutan uji 75 ppm (v/v)
VixM; =V,xM,
X . 200 ppm=25mL . 75 ppm
X =9,375mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 9,375 mL untuk
membuat larutan uji 75 ppm didalam labu takar 25 mL
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3.6. Pembuatan larutan uji 50 ppm (v/v)
Vl X Ml = V2 X M2
X . 200 ppm= 25 mL . 50 ppm
X = 6,250 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 6,250 mL untuk
membuat larutan uji 50 ppm didalam labu takar 25 mL

3.7. Pembuatan larutan uji 25 ppm (v/v)
Vl X Ml = V2 X M2
X . 200 ppm= 25 mL . 25 ppm
x=3,125 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 3,125 mL untuk
membuat larutan uji 25 ppm didalam labu takar 25 mL

3.8. Pembuatan larutan uji 10 ppm (v/v)
VixM; =V,xM,
X . 200 ppm=25 mL . 10 ppm
x=1,250 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 1,250 mL untuk
membuat larutan uji 10 ppm didalam labu takar 25 mL

3.9. Pembuatan larutan uji 5 ppm (v/v)
VixM; =V,xM,
X . 200 ppm=25mL .5 ppm
x =0,625 mL

Jadi dibutuhkan larutan uji 200 ppm sebanyak 0,625 mL untuk
membuat larutan uji 5 ppm didalam labu takar 25 mL

1. % mortality (Kematian Larva) =

Jumlah larva uji mati — jumlah larva kontrol mati

1009
Jumlah total larva uji x 100%
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1.1 Ekstrak n-heksana

Konsentrasi Pengulangan Kematian Rata-rata
(ppm) 1 2 3 Kematian | SD
5 5 3 4 4.00 | £1.00
10 6 7 6 6.33 | £0.58
25 8 9 8 8.33 | £0.58
50 10 11 10 10.33 | +0.58
75 10 11 12 11.00 | £1.00
100 14 15 15 14.67 | £0.58
125 17 15 18 16.67 | £1.53
150 19 18 16 17.67 | +1.53
Rata- Rata-rata

Konsentrasi rata Total %mortality

(ppm) [X] kematian larva [yl
0 0 25 0
5 4 25 16.00
10 6 25 24.00
25 8 25 32.00
50 10 25 40.00
75 11 25 44.00
100 15 25 60.00
125 17 25 68.00
150 18 25 72.00

Nilai LCsq (X)

y = 0.4211x+14.287

— 50-14.287

0.4211
X = 84.808

Jadi berdasarkan persamaan regresi linier diperoleh LCs,84.808 ppm
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1.2 Ekstrak Etil Asetat

Konsentrasi |__Pengulangan kematian | Rata-rata

(ppm) 1 2 3 | Kematian SD
5 4 3 3 3.33| +0.58
10 6 6 5 5.67 | +0.58
25 7 8 9 8.00 | +1.00
50 10 10 11 10.33 | +0.58
75 12 14 11 12.33 | +1.53
100 10 14 16 13.33 | +3.06
125 14 15 17 1533 | +1.53
150 19 17 16 17.33 | +1.53

Rata-rata

Konsentrasi | Rata-rata total %mortality

(ppm)[X] kematian larva [v]
0 0 25 0
5 3 25 12.00
10 6 25 24.00
25 8 25 32.00
50 10 25 40.00
75 12 25 48.00
100 13 25 52.00
125 15 25 60.00
150 17 25 68.00

Nilai LCsp (X)

y=0.3837x+14.309

_ 50-14.309
0.3837

X =93.018

Jadi berdasarkan persamaan regresi linier diperoleh LCs, 93.018 ppm
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1.3 Ekstrak n-butanol

Konsentrasi |__Pengulangan kematian | Rata-rata

(ppm) 1 2 3 | kematian SD
5 4 9 5 6.00 | +2.65
10 8 10 6 8.00 | +2.00
25 10 11 11 10.67 | +0.58
50 12 14 13 13.00 | +1.00
75 18 14 17 16.33 | +2.08
100 17 16 18 17.00 | +1.00
125 22 18 20 20.00 | +2.00
150 24 22 24 23.33 | +1.15

Rata-rata

Konsentrasi | Rata-rata Total

(ppm) [x] | kematian larva %mortality
0 0 25 0
5 6 25 24.00
10 8 25 32.00
25 11 25 44.00
50 13 25 52.00
75 16 25 64.00
100 17 25 68.00
125 20 25 80.00
150 23 25 92.00

Nilai LCs; (X)

y=0.4951x+20.959

_ 50-20.959

0.4951
X = 58.657

Jadi berdasarkan persamaan regresi linier diperoleh LCsq 58.657 ppm
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1.4 Ekstrak methanol

Konsentrasi | _Péengulangan kematian Rata-rata
(ppm) 1 2 3| kematian SD
5 5 1 5 3.67 | +2.31
10 7 5 4 533 | #1.53
25 8 7 5 6.67 | +1.53
50 7 9 10 8.67 | +1.53
75 6 9 14 9.67 | +4.04
100 10 14 11 11.67 | +2.08
125 16 14 17 15.67 | +1.53
150 19 20 15 18.00 | *2.65
Konsentrasi | Ratarata | Rata-rata
(ppm) [x] | kematian | total larva | Yomortality
0 0 25 0
5 4 25 16.00
10 5 25 20.00
25 7 25 28.00
50 9 25 36.00
75 10 25 40.00
100 12 25 48.00
125 16 25 64.00
150 18 25 72.00
Nilai LCsp (X)
y=0.4041x+11.756
— 50—-11.756
0.4041
X =94.639

Jadi berdasarkan persamaan regresi linier diperoleh LCsy 94.639 ppm
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Lampiran C. Dokumentasi Penelitian
Gambar C. 1 preparasi sampel
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Lampiran D. Hasil Analisa LC-MS/MS
Lamplran D. 1 Kromatogram Ekstrak Sponge n-butanol

-.'--..,.

s = o= “;‘L-L‘
Lamplran D 1. 1 Waktu retensi (Rt) 1. 38
[ Mass [ ok Muas_ | v | oW | vt [ oeram s ~mn.rwa wl\l cim _y_l_f"_x_i__c_"b;
Pl w30 o Fal o Lo ZU- _l.__l _l‘: T _l_‘ l_l

Pk A0
ESCR TELRE e 1)

i wigM - MM ao

21

Lampiran D. 1. 2. Waktu retenS| (Rt) 1 86

Man Ca. Mass | reDe 990 | T0E | Fanva

lm ml--]nu':\lc WiKkjicolslois
WOE e &3 13 4 caW e [P w0 20,2 3
ML t“a i s CR L U R ™ aw we | W 1
e i
1694
1725001
L 1040000 a
Y | 12 00
T4 0088
|1l frar wpam 422332 . .
LJ | -"f- ““"‘ T R AT TRl "" Gaere WM
) dddl
10e < xe L 2 CE3) e ae L ee tHee o
Mot | Cok et |-mr~u (NT""* I ]xa(-u | »I‘n""rf-’[ STOIe]
AT Yadre SRS TR L R B0 s H 1
N v e .
AN P s
" nemn
i
| 120 canr
B 0ot
{ 10004
[ 177 1w W
| | sl aive 4 ot g TOOI oo eaapie 181 g7es T 1T
"o %0 ' wm <« e " - we "o "0 1"



Lampiran D.1. 4. Waktu retensi (Rt) 8.10

Now | Sob Mgy ] Ll lmiwnm-l'o(-w\l( lnlol) —
ey lsg AR RN “e.lva . 2l JJ' SEIE 3 3
D s a3 eeeme w2 xm aun = u % 3

Wi 11 11 s oewrsoon 1WA A ) XA r 0 -
Ml S0 mran P s Baweuw s
A U700 A8 Ha0e Rpont 14wt o) el 461 14 188 »USEs
oy vyt
o0 1741
o -0 :‘"‘“’ l AENN e TETRY mmsen  ranmssy OB Lo
w ax “o - N " (] 00 e " -
Lamplran D 1 5 Waktu retensi (Rt) 8.92
pLT — = e — 'B’ "“... Boms Ll uin]e 313 I—
e e E e R oo lemuen 1 BCen LC Lo lnloiolols B
L e T e
L e L LI PRI T3
w0 marw € Maean)
-
ane P R “)2M
foanris Bl =
Ll»‘“" - W\ st PRUIT TRONS e e NTVER g pegn VAR o e
LY
" m w m Yo - " e - "o 1% oo e

Lampiran D.1.6. Waktu retensi (Rt) 10.02

M| mlzm-mm J.."ﬁ' La;z- o | €L 1o Ly iolbl. -
Bt ‘:fﬁuu ) "3 r S A J =
Mol B s PSS L Steenn
A L2 A S ot R et LT ERE et £47 | 1) NS ER S T
e %7 001 LRLI
18 0aM
-
|
IR | e X 25 ;u.‘.un
eann | | wyen
alogl In v | R0 s 3009 | paatyme JHA MR T TRl P b Tt
v nr
) ™ e =% P e o " - o e o
e | Cobcivun | v 1 P9W ] OB T Poweds 1 1.mu.»]rtmsjcluju|o|x§nll-l .
Mimay 2080 23 1%} LU T AT 221 AR o . |
A% 34 05 O8O e D8 WAk 1 #on 0 n o ‘ -
AR 3 s PN Lny D et
0 g Ad Matte D mes L O Bparw 4720 578 i Torem sy
54 k3048 Aty
(LI T4
ht | 2@ PR
' 108 430 "'::”“ sz e e
Lo ¥
' ore ,mmA‘ "’f’"’zr'm'“"‘"" PO root sayy tear s MESTETE ek kg
¢
mwm m 1. aw e e e L) L 1 "nm e m

49



Lampiran D. 1. 8. Waktu retensi (Rt) 10.94
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