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Lampiran 1.   
Ekstraksi dan  
Isolasi

• dipartisi dengan kloroform 
  

• dipartisi dengan n-Heksan  
 

• dianalisis dengan KLT 
• dievaporasi  

• dimaserasi dengan pelarut Metanol 
selama  24 jam 

• disaring  

 Serbuk Kulit Akar 
Kleinhovia hospita  Linn. 

(3,2 kg) 

Maserat Metanol Ampas 

Ekstrak Metanol Kental 
(1,5 liter) 

 LC50 >500 µg/ml 

Lapisan MeOH   Ekstrak n-Heksan  
10,53 g 

 LC50 369,53 µg/ml 

Pelarut 

• difraksinasi melalui KKV diameter 7 cm; eluen  n-heksan, 
EtOAc:n-heksan, EtOAc, Aseton:EtOAc, dan Aseton 
dengan peningkatan kepolaran 
  

• dipartisi dengan etil asetat 
  

Lapisan MeOH   Ekstrak kloroform 
21,16 g 

 LC50 46,19 µg/ml 

Lapisan MeOH   Ekstrak etil asetat  
15,59 g 

 LC50 16,87 µg/ml 

B 
77,9 mg 

 
 

E 
67,9 mg 

 
 

F 
241,7 mg 

G 
48,4 mg 

 
 

D 
47,4  mg 

 
 

C 
36,4 mg  

 
 

A 
430 mg 

 

I 
77,8 mg 

 
 

H 
118,3 mg 

 
 

J 
4004,4 mg 

 
 

Berat konversi 
59,85 g 
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Lampiran 2. Kromatogram KLT hasil fraksinasi ekstrak etil asetat 
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Lampiran 3 . Bagan Isolasi senyawa dari Fraksi B 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

•  direkristalisasi dengan 
pelarut n-heksan 

Filtrat Senyawa [I]   
(1,9 mg) 

•  dikristalisasi dengan pelarut 
n-heksan 

Filtrat amorf berwarna 
coklat muda 

Fraksi B 
77,9 mg 

 LC50 334,49 µg/ml 

•  diidentifikasi golongan 
secara  kualitatif 

Golongan senyawa fenolik 
LC50 195,24 µg/ml 
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Lampiran 4 . Bagan Isolasi senyawa dari Fraksi E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi E  
67,9 mg 

LC50 175,73 µg/ml 
 

•  difraksinasi melalui KKT diameter 1 cm; 
eluen 30% CHCl3/heksan dan            
1% EtOAc/ CHCl3. 

E1 E5 E6 E7 E8 E9 E2 E3 E4 

•  diuji kemurnian dengan 
3 macam sistem eluen 

E10 

Senyawa [II]   
(1,7 mg) 

•   ditentukan strukturnya 
berdasarkan data spektroskopi 
UV, IR, dan NMR 

Geranil -1”,3” -diokso -para-kresol  
LC50 544,43 µg/ml 
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Lampiran 5 . Bagan Isolasi senyawa dari Fraksi F 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi F  
241,7 mg 

LC50 155,17 µg/ml 
 

•   difraksinasi melalui KKT diameter 2 cm; 
eluen aseton/heksan (2% & 30%) 

F1 

84,7 mg  
F2 

19 mg 
F6 

11,1 mg 
F7 

29 mg 
F8 

62 mg 
 

F9 

6,7 mg 
F10 

7,3 mg 
F3 

22,9 mg 
F4 

3,8 mg 
F5 

6,2 mg 

• endapan disaring 

F11 

9,4 mg 

Filtrat Senyawa [III]  
(1,3 mg) 

•  dikristalisasi 
dengan 30% 
aseton/heksan 

 

Filtrat Crude kristal (26 mg) 

•  direkristalisasi 
dengan kloroform 

Filtrat Kristal putih  

•  diuji kemurnian melalui KLT dengan 3 macam 
sistem eluen dan pengukuran titik leleh 

Senyawa [IV]  
(5 mg) 

•   ditentukan strukturnya 
berdasarkan data spektroskopi 
UV, IR, dan NMR 

Titik leleh 210 oC 

Golongan senyawa steroid  
 

•  diidentifikasi golongan 
secara  kualitatif 

4-hidroksi sinamida 
LC50 180,53 µg/ml 



 56 

Lampiran 6 . Bagan Isolasi senyawa dari Fraksi Gabungan F6-F7  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F6 

11,1 mg 
F7 

29 mg 

X 
(40,1 mg) 

LC50 71,99 µg/ml 

X1 X2  X6 X7 X8 X9 X10 X3 X4 X5 X11 

•  difraksinasi melalui KKT diameter 1 cm; 
eluen 30% CHCl3/heksan  

Fraksi  
1-11 

Fraksi  
12-16 

• dimurnikan melalui 
KKG mikro; eluen 
50% CHCl3/heksan 

 

Fraksi 
17-18 

•  diuji kemurnian 
dengan 3 macam 
sistem eluen 

Senyawa [II]   
 (2 mg) 
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Lampiran 7. Kromatogram KLT hasil fraksinasi fraksi E, F, dan X 

a). Fraksi E 

      

b). Fraksi F 

            

c). Fraksi X 
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Lampiran 8.   Prosedur identifikasi golongan senyawa 
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Lampiran 9.   Prosedur Brine Shrimp Lethality Test (Meyer et al., 1982) 

Menyemai Benur (menetaskan telur udang)  

1. NaCl laut ditimbang 3,8 gram, dilarutkan dalam 100  µL akuades. 

2. Larutan NaCl dituangkan dalam wadah penetasan, kemudian telur 

A. salina diletakkan pada sisi wadah yang tertutup sebagian. 

Wadah dijauhkan dari sinar matahari langsung. 

3. Dibiarkan selama 2 x 24 jam sampai menetas menjadi benur 

(nauplii) yang siap digunakan. 

 
Penyiapan Sampel 

1. Sampel (ekstrak tumbuhan atau senyawa murni) ditimbang 1,0 mg 

dalam tabung Ependorf,  dilarutkan dalam 100 µL DMSO. 

2. Larutan sampel diencerkan dengan 150 µL akuades sehingga 

volum total menjadi 250 µL, diambil 200 µL lalu diencerkan dengan 

600 µL akuades sehingga volume total menjadi 800 µL.  

Konsentrasi sampel menjadi; 

 

3. Pengenceran dalam microplate.  Pengukuran dilakukan triplo (tiga 

kali). Dalam microplate baris A dan B diisi sampel masing-masing 

100  µL. 

4. Baris B sampai G ditambahkan 100  µL akuades. 

5. Dari baris B dipipet 100  µL, dimasukkan  ke baris C, dan dari C 

dipipet  100  µL dimasukkan ke D dan seterusnya. 
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6. Terakhir dari G dipipet 100  µL dan dimasukkan ke H (- akuades) 

Catatan : 

• kolom H tidak digunakan dalam pengukuran   

• untuk blanko pekerjaan yang dilakukan sama tanpa 

menggunakan sampel 

 
Memasukkan Benur Udang  

1. Media udang yang sudah menetas (berisi sekitar 7-15 ekor) 

dipipet 100 µL.   dimasukkan masing-masing ke dalam lubang 

baris A-G pada mikropipet yang telah diisi sampel melalui 

pengenceran pada B, kemudian diinkubasikan selama 24 jam. 

2. Setelah 24 jam, dihitung jumlah udang yang mati dan hidup 

pada tiap lubang dalam microplate. Data yang diperoleh dicatat 

pada lembar pengamatan. 

3. Data yang tercatat dimasukkan ke dalam program Bliss Method 

untuk  mencari LC50. 

4. Pengenceran tambahan mungkin diperlukan untuk bahan yang 

sangat aktif. 
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Lampiran 10 . Spektrum DEPT senyawa [II]  
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Lampiran 11.  Spektrum HMQC senyawa [II] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 63 

Lampiran 12 . Spektrum COSY senyawa [II] 
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Lampiran 13.  Spektrum HMBC senyawa [II] 
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Lampiran 14.  Spektrum DEPT senyawa [IV] 
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Lampiran 15. Spektrum HMQC senyawa [IV] 
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Lampiran 16. Spektrum COSY senyawa [IV] 
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Lampiran 17.  Spektrum HMBC senyawa [IV] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


