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LAMPIRAN 

 
Lampiran 1. Bagan Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Ekstrak        

aseton Sirih Merah Piper croatum  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi-fraksi 

- Dianalisis KLT 

- Dievaporasi  

- Diuji Fitokimia 

- Difraksinasi dengan KKV 

- Duji BSLT 

Sebanyak 500 g serbuk  

Piper croatum 

- Dimaserasi dengan aseton 1 x 24 jam 

- Disaring  

Ekstrak aseton Residu 

- Dianalisis KLT 

- Difraksinasi dengan Kromatotron 

- Dikristalisasi  dan rekristalisasi 

- Diuji kemurnian 

-  
Kristal Murni 

- Diuji Fitokimia 

- Diuji bioaktivitas terhadap Virus Dengue 

- Analisis Spektroskopi IR, H-NMR, dan C-NMR 

Struktur Senyawa 
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Lampiran 1a. Bagan Kerja Isolasi Metabolit Sekunder dari Ekstrak        
aseton Sirih Merah Piper croatum  

 

 

 

 

 

- Difraksinasi (Kromatotron) menggunakan 

eluen H : E (2:8) sebanyak 3x 

- Dianalisis KLT  

- Fraksi-fraksi dengan profil noda yang 

sama dari KR 1,2,3 digabung  

Difraksinasi (Kromatotron) 

menggunakan eluen H : K (2:8) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 

F4 F9 F8 

Difraksinasi  

(KVC II)  

menggunakan  

eluen  

H : E (6,5:3,5) 

 

Difraksinasi (Kromatotron) 

menggunakan eluen H : E (7:3) 

- Dievaporasi 

- Difraksinasi (KVC I) menggunakan eluen 

H : E [8:2 (2x); 7:3 (2x); 1:1 (2x); 4:6 

(2x)]; EtoAc 100% (2x); E : M [8:2 (2x)] 

 

- Difraksinasi (KVC III) menggunakan 

eluen H : E (7:3) 

- Dimaserasi dengan aseton 1 x 24 jam 

- Disaring 

Serbuk Sirih Merah 

Ekstrak Aseton 

F7 F6 F5 F4 F3 F2 F1 F8 F9 F10 F11 F12 

F7 F6 F5 F4 F3 F2 F1 F8 F9 F10 F11 F12 

Senyawa II (flavonoid) 

F7 F6 F5 F10 F11 F12 F1 

Senyawa III (neolignan) 

Senyawa I (neolignan) 

F21 F13 F19 F17 F18 F16 F15 F14 F20 F2 F3 
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Lampiran 2. Skema Kerja Uji Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

A. Penyiapan Larutan Sampel (1000 ppm) 

1. Sampel (senyawa murni) ditimbang 1 mg, dilarutkan dalam 100 μL 

DMSO sambil diaduk. 

2. Diencerkan dengan 150 μL akuades sehingga volume total menjadi 250  

μL. Selanjutnya 200  μL. Larutan ini diencerkan sampai 600  μL, 

volume total menjadi 800  μL dan konsentrasi menjadi : 

 200  μL / 250  μL  x 1 mg  

  800  μL 

Catatan: Larutan kontrol dibuat sama dengan prosedur di atas tanpa 

menggunakan sampel. 

 
B. Penyemaian Benur Udang 

 

 

 

 

 

 

 

C. Prosedur Uji Metode Mayer 

1. Disiapkan vial untuk masing-masing sampel uji dan 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. 

Telur Udang Artemia salina 

- Dimasukkan ke wadah yang berisi air laut 

- Diaerasi di bawah cahaya lampu pijar 40-60 watt   

- Lampu dinyalakan selama 48 jam 

Larva udang 

= 0,8 mg / 800  μL = 1 μg / μL 
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3. Larutan pada baris II diencerkan dengan 100 μL akuades dan diaduk, 

kemudian dipipet kembali 100 μL dimasukkan ke dalam baris III 

diencerkan kembali dengan 100 μL akuades sambil diaduk dan 

seterusnya dengan cara yang sama sampai baris terakhir. 

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

pada vial kontrol ditambahkan 100 μL larutan garam yang mengandug 

8-15 benur udang, kemudian dibiarkan selama 24 jam sehingga 

konsentrasi larutan untuk masing-masing baris sebagai berikut, baris I = 

500 ppm, baris II = 50 % baris I, baris III = 50 % baris II dan seterusnya. 

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

hidup untuk setiap baris dari sampel dan ditentukan nilai LC50. 
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D.  Bagan Kerja Uji Bioaktivitas Pada A. salina dengan Metode Meyer 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

-  itentukan nilai LC50 

-  Ditambahkan 100 μL larutan garam yang                    
mengandung 8-15 benur udang 

-  Dibiarkan selama 24 jam 

-  Dimasukkan 100 μL (1000 ppm) pada baris A dan B, masing-
masing tiga kolom ke dalam vial 

-  Diencerkan dengan 100 μL akuades pada  baris B, lalu diaduk 
-  Dipipet 100 μL dari baris B, dimasukkan ke dalam baris C 
-  Diencerkan dengan 100 μL akuades pada baris C, lalu diaduk 
   seterusnya dengan cara yang sama sampai baris terakhir  
 

    Sampel                  

Baris G (15,62 

ppm)            

Baris E (62,5  

ppm)               

Baris C (250 

ppm)                                              

Baris A (1000 

ppm)          

Baris B (500 ppm)          Baris D (125 ppm)          Baris F (31,25 

ppm)          

    Nilai LC50  sampel         

Baris G (7,81 

ppm)            

Baris E (31,25  

ppm)               

Baris C (125 

ppm)                                              

Baris A (500 ppm)          

Baris B (250 ppm)          Baris D (62,5 ppm)          Baris F (15,62 

ppm)          
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Lampiran 3. Bagan Uji Fitokimia 

1) Uji Terpenoid dan Steroid 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

2) Uji Alkoloid (Wegner) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

3) Uji Alkoloid (Meyer)   

 
 

 

 

 

 

 

 

 
4) Uji Alkoloid (Dragendorf) 

 

  

 

 

 

 

 

Ekstrak/Kristal 

Warna merah keunguan (Terpenoid) dan biru kehijauan (steroid) 

- Ditambahkan anhidrida asetat dan 

H2SO4 pekat (Lieburman-Burchat)  

- Ditambahkan H2SO4 pekat 

Endapan Coklat Muda 

- Ditambahkan pereaksi Wegner  

- Ditambahkan H2SO4 pekat 

Endapan Putih  

- Ditambahkan pereaksi Meyer  

- Ditambahkan H2SO4 pekat 

- Ditambahkan pereaksi Dragendorf  

- Ditambahkan H2SO4 pekat 

Terbentuk Endapan Merah-Jingga 

Ekstrak/Kristal 

Ekstrak/Kristal 

Ekstrak/Kristal 
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5) Uji Flavonoid 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

6) Uji Lignan 

 

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

- Ditambahkan serbuk Mg  

- Ditambahkan amil alkohol 

Terjadi Perubahan warna (kuning)  

(positif flavonoid) 

Ekstrak/Kristal 

- Ditambahkan serbuk floroglusin  

- Ditambahkan etanol 

Terjadi Perubahan warna (coklat kemerahan)  

(positif lignan) 

Ekstrak/Kristal 
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Lampiran 4. Perhitungan nilai LC50 ekstrak aseton sirih merah                   

P. crocatum 

 

Akumulasi dan persentasi kematian larva A. salina dalam ekstrak aseton 

dapat dilihat pada tabel di bawah. 

 

Konsentrasi 

Larutan Uji 

(μg/mL) 

Jumlah Larva 

Mati 

Jumlah Larva 

Hidup 

Akumulasi 
% 

Kematian Hidup Mati 

0,1 4 4 4 6 6 6 6,00 4,00 37 

1 4 5 4 6 5 6 5,67 4,33 40 

10 4 5 5 6 5 5 5,33 4,67 43 

100 6 7 8 4 3 2 3,00 7,00 67 

1000 10 10 10 0 0 0 0 10,0 97 

 

Dari tabel persentasi kematian di atas, dapat diperoleh nilai probit sebagai 

berikut.  

 

Log Konsentrasi Sampel (X) % Kematian Nilai Probit (Y) 

-1.00 37 4.67 

0.00 40 4.75 

1.00 43 4.82 

2.00 67 5.44 

3.00 97 6.88 

 

Selanjutnya, berdasarkan tabel hubungan antara konsentrasi sampel,       

% kematian, dan nilai probit di atas, diperoleh hubungan nilai probit dan 

log [konsentrasi] untuk ekstrak aseton sirih merah P. crocatum. 
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Untuk mencari nilai LC50 (x), nilai probit adalah 5 (y) yang dimasukkan ke 

dalam persamaan, y = 0,511 x + 4,801 (R² = 0,7580),  

y = 0,511 x + 4,801 

(y – 4,801) / 0,511 = x 

(5 – 4,801) / 0,511 = 0,3894 

Jadi, log x = 0,3894 

x = antilog (0,3894) 

x = 2,4520 ppm  

LC50 ekstrak aseton = 2,4520 ppm 

Uji BSLT menggunakan A. salina memperlihatkan nilai toksisitas 

(LC50) ekstrak aseton 2,4520 µg/mL dan dikategorikan sangat toksik. Hal 

ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Meyer, dkk. (1982) 

bahwa ekstrak dikategorikan toksik jika nilai LC50 <1000 μg/mL dan  

ekstrak dikategorikan sangat toksik jika nilai LC50 ≤ 30 μg/mL.  

 

 

 

y = 0.511x + 4.801 
R² = 0.758 

0

1

2

3

4

5
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7

8
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Log [Konsentrasi] 
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Lampiran 5. Perhitungan nilai LC50 senyawa neolignan crocatin A (III) dari 

ekstrak aseton sirih merah P. crocatum 

 

Akumulasi dan persentasi kematian larva A. salina dalam senyawa 

crocatin A (III) dapat dilihat pada tabel di bawah. 

 

Konsentrasi 

Larutan Uji 

(μg/mL) 

Jumlah Larva 

Mati 

Jumlah Larva 

Hidup 

Akumulasi % 

Kematian Hidup Mati 

0,1 3 3 3 7 7 7 7,00 3,00 27 

1 3 4 4 7 6 6 6,33 3,67 33 

10 5 5 3 5 5 7 5,77 4,33 40 

100 5 5 5 5 5 5 5,00 5,00 47 

1000 6 5 6 4 5 4 4,33 5,67 53 

 

Dari tabel persentasi kematian di atas, dapat diperoleh nilai probit sebagai 

berikut.  

 

Log Konsentrasi Sampel (X) % Kematian Nilai Probit (Y) 

-1.00 27 4.39 

0.00 33 4.56 

1.00 40 4.75 

2.00 47 4.92 

3.00 53 5.08 

 

Selanjutnya, berdasarkan tabel hubungan antara konsentrasi sampel,       

% kematian, dan nilai probit di atas, diperoleh hubungan nilai prohibit dan 

log [konsentrasi] untuk senyawa crocatin A (III). 
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Untuk mencari nilai LC50 (x), nilai probit adalah 5 (y) yang dimasukkan ke 

dalam persamaan, y = 0,174 x + 4,566 (R² = 0,9992),  

y = 0,174 x + 4,566 

(y – 4,566) / 0,174 = x 

(5 – 4,566) / 0,174 = 2,4943 

Jadi, log x = 2,4943 

x = antilog (2,4943) 

x = 312,071 ppm  

LC50 senyawa crocatin A (3) = 312,071 ppm 

Uji BSLT menggunakan A. salina memperlihatkan nilai toksisitas 

(LC50) senyawa crocatin A (III) 312,071 µg/mL dan dikategorikan tidak 

toksik. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Meyer, 

dkk. (1982) bahwa senyawa murni dikategorikan toksik jika nilai LC50          

≤ 30 μg/mL. 

 

 

y = 0.174x + 4.566 
R² = 0.9992 
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Lampiran 6. Perhitungan pada Pengujian Antivirus 

1) Uji Sitotoksik (Perhitungan nilai CC50) 

1.1.   Menghitung rata rata absorbansi perlakuan  

 6,25 μg/mL;        
                        

 
                    

 12,5 μg/mL;        
                          

 
                   

 25 μg/mL;           
                          

 
                   

 50 μg/mL;           
                        

 
                    

 100 μg/mL;        
                          

 
                    

 200 μg/mL;        
                         

 
                      

 Kontrol sel;         
                          

 
                     

 Kontrol Media;        
                          

 
     0,141666667 

1.2. Menghitung  (Abs. Perlakuan)  -  (Abs. Media)  

 6,25 μg/mL;     

(           )       (           )                    

 12,5 μg/mL;     

(           )       (           )                    

 25 μg/mL;        

(           )       (           )                    

 50 μg/mL;        

(           )       (           )                    

 100 μg/mL;      

(           )       (           )                    
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 200 μg/mL;      

(           )       (           )                    

 
1.3. Menghitung  (Abs. Sel)  -  (Abs. Media)  

     (           )       (           )              

1.4. Menghitung  %Toksisitas   

                
( (               )  (           ) )

( (         )    (           ) )
         

 6,25 μg/mL 

                
(           )

(     )
         

                                             

 12,5 μg/mL 

                
(           )

(     )
         

                                             

 25 μg/mL 

                
(           )

(     )
         

                                             

 50 μg/mL 

                  
(           )

(     )
         

                                              

 100 μg/mL 

                
(           )

(     )
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 200 μg/mL 

                
(           )

(     )
         

                                              

 
2) Uji Antivirus (Perhitungan nilai IC50) 

2.1. Menghitung rata rata Luminescence perlakuan  

 100 μg/mL;        
(        )    (        )  (        ) 

 
               

 50 μg/mL;        
(        )   (        )    (        ) 

 
                 

 25 μg/mL;           
(        )    (        )    (        ) 

 
              

 12,5 μg/mL;           
(        )   (        )   (        ) 

 
            

 6,25 μg/mL;        
(        )    (        )    (        ) 

 
              

 3,13 μg/mL;        
(        )   (        )     (        ) 

 
               

 1,76 μg/mL;        
(        )   (        )     (        ) 

 
               

 K. DENV +  K. Sel; 
(        )    (        )    (        ) 

 
          06 

 K. Media;        
(        )    (        )    (        ) 

 
                            

2.2. Menghitung  (L. Treatmen)  -  (L. K. Media)  

 100 μg/mL;     (        )       (        )                  

 50 μg/mL;     (        )       (        )                   

 25 μg/mL;        (        )       (        )                

 12,5 μg/mL;        (        )       (        )             

 6,25 μg/mL;      (        )       (        )                
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 3,13 μg/mL;      (        )       (        )                

 1,76 μg/mL;      (        )       (        )                

2.3. Menghitung  L. (K. DENV  +  K.  Sel)  -  L. (K. Media)  

     (        )       (        )                

2.4. Menghitung  % Viabilitas Sel   

                     
( (            )  (             ) )

(   (                )    (             ) )
         

 100 μg/mL 

                     
(        )

(        )
         

                                                  

 50 μg/mL 

                     
(        )

(        )
         

                                                  

 25 μg/mL 

                     
(        )

(        )
         

                                                  

 12,5 μg/mL 

                     
(        )

(        )
         

                                                  
 

 6,25 μg/mL 

                     
(        )

(        )
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 3,13 μg/mL 

                     
(        )

(        )
         

                                                  

 1,76 μg/mL 

                     
(        )

(        )
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian 

       

           
           
           
            

              
           

           

                 
           
           
            
 

Maserasi sirih merah P. crocatum 

menggunakan pelarut aseton Evaporasi maserat dari proses 

maserasi  

Ekstrak aseton hasil 

evaporasi Uji fitokimia ekstrak aseton 

Proses Kromatografi Kolom 

Vakum (KKV) I (12 Fraksi) 

Proses KKV dari Fraksi 12 (F12 
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Proses KKV dari Fraksi 11 

(F11) 

Fraksi-fraksi hasil Kromatografi 

Kolom Vakum (KKV) 

Permurnian dengan 

menggunakan kromatotron 

Senyawa murni dari Fraksi 11 

(F11-F5-K1015) 

Uji BSLT ekstrak aseton dan senyawa 

 neolignan crocatin A (3) 

Uji fitokimia golongan lignan 
Ket: (1) larutan floroglusin, (2) (+) 

lignan (ekstrak+lar. floroglusin, (3) 

ekstrak aseton 

 

1 

2 

3 






































































