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Lampiran 1. Bagan kerja isolasi metabolit sekunder dari ekstrak aseton
rimpang tumbuhan lengkuas merah

Umbi lengkuas
merah

A 4

Dibersihkan
Dikeringkan

Dipotong kasar
Digiling

Serbuk umbi
lengkuas merah

Dimaserasi dengan pelarut

aseton selama 24 jam
Disaring

A 4

Filtrat (Ekstrak
lengkuas merah)

- Diuapkan pelarutnya
dengan menggunakan
alat rotary evaporator

Ekstrak pekat
lengkuas merah

- Analisis KLT
- Dilakukan kromatografi
KKV

A 4

17 fraksi KKV
lengkuas merah

Residu

RN

l

l

l

Fo

Fio

Fi1

Fi2

Fia

Fis

Fie

Fi7




v

Analisis KLT

Penggabungan fraksi yang

memiliki spot noda yang sama

Fraksi Gabungan
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l

\4

| F3:4:5 |

Kromatotron
dengan eluen
H:E (19:1)

.F6;7-1
.F6;7-2
.F6;7-3
.F6;7-4
.F6;7-5
.F6,7-6
.F6,7-7
.F6;7-8

.F6:7-9

F6;7 |
Kromatotron Kromatotron
dengan eluen dengan eluen
H:E (19:1) H:E (8,5:1,5)
v
v
1.F8:9:10-1
1.F11:12 -1
2.F8:9:10 -2
2.F11;12 -2
3.F8;9;10 -3
3.F11:12 -3
4. F8:9:10-4
4. F11:12 -4
5.F8:9:10 -5
5.F11;12 -5
6. F 8;9;10 -6
6.F11:12 -6
7.F8;9;10 -7
7.F11:12 -7
8.F8:9;10 -8
8.F11:12 -8

\ 4
| F 13:14:15:16

v

Kromatotron
dengan eluen
HE (8:2)

1. F 13;14;15;16 -1
2. F 13;14;15;16 -2
3. F 13;14;15;16 -3
4.F 13;14;15;16 -4
5. F 13;14;15;16 -5
6. F 13;14;15;16 -6
7.F 13;14;15;16 -7
8. F 13;14;15;16 -8

9. F 13:;14:15:16 -9




Lampiran 2. Uji fitokimia ekstrak aseton rimpang lengkuas merah

a. Uiji Alkaloid (Pereaksi Wegner)

Ekstrak

- Ditambahkan pereaksi Wegner
- Ditambahkan H,SO,4 pekat

Endapan coklat muda/Kuning
(positif alkaloid)

b. Uji Alkaloid (Pereaksi Meyer)

Ekstrak

- Ditambahkan pereaksi Meyer
- Ditambahkan H,SO,4 pekat

Tidak terdapat endapan putih

(negatif alkaloid)
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C.

d.

e.
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Uji Steroid dan Terpenoid (Pereaksi Lieberman-Burchard)

Ekstrak

- Ditambahkan anhidrida asetat dan
H,SO, pekat (Lieburman-Burchad)

A 4

A\ 4

Tidak terbentuk
warna biru/hijau
(negatif steroid)

Tidak terbentuk warna
jingga/ungu/kuning
keemasan (negatif terpenoid)

Uji Flavonoid

Ekstrak

- Ditambahkan serbuk Mg

- Ditambahkan HCI dan amil
alkohol

Warna merah/kuning/jingga)

(positif flavonoid)

Uji Fenolik

Ekstrak

- Ditambahkan FeCl;

Tidak terbentuk warna merah/ungu/biru/hitam pekat

(negatif fenolik )




Lampiran 3. Bagan kerja uji toksisitas (BSLT) ekstrak aseton rimpang

lengkuas merah

a. Penetasan telur A. salina

Telur A. salina

\ 4

- Direndam dalam air (10-15 menit)
- Diambil telur yang ada di dasar bawah
- Ditetaskan dalam 2 L air laut buatan selama 48

jam

Larva A. salina

b. Penyiapan larutan uji

100 mg ekstrak

- Dilarutkan dalam 20 mL DMSO

Larutan induk 5000 ppm

- Dipipet 1 mL
& Dilarutkan dengan DMSO dalam labu takar 100

Larutan 50 ppm

0,1 ppm

0,1 ppm 10 ppm
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c. Pengujian Toksisitas

Larutan Uji

Ditambahkan 10 ekor larva A. salina
Disimpan ditempat yang disinari dengan lampu
Diamati tiap 6 jam selama 24 jam

v

Jumlah larva A.
salina mati

kontrol untuk setiap konsentrasi larutan uji disiapkan menggunakan air laut
dan pelarut DMSO dengan perlakuan yang sama dengan sampel.
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Lampiran 4. Pengujian antivirus dengue

a. Kultur cell line vero

Medium DMEM

- Ditambahkan FBS 10%
- Ditambahkan L-glutamat 1%
- Diinkubasi pada suhu 37 °C, kondisi 5% CO,

Campuran Sel dan Medium

- Diencerkan (suhu ruangan, 2-3 menit)

Sel dalam cryovial

- Dipindahkan ke dalam tabung konikel yang berisi 5
mL MEM free

- Di sentrifugasi pada 800 rpm, 5-10 menit

- Supernatan dibuang

- Dipindahkan 5 mL media kultur

- Di resuspensi perlahan

- Sel dipindahkan pada flask T25

- Diinkubasi (incubator CO,, 37 °C, kondisi 5% CO-

- Medium diganti setelah 72 jam dan sel dibiarkan
tumbuh sampai memenuhi flask

- Di panen (medium dalam flask dibuang dan dicuci 2x
dengan PBH)

- Sel dalam flask ditambahkan 0,5 mL larutan tripsin
0,25%

- Diinkubasi (, 37 °C, kondisi 5% CO,)

- Di sentrifugasi pada 800 rpm selama 5-10 menit

Sel Vero
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b. Kultur cell line C6/36

Medium MEM

Ditambahkan FBS 10%

Ditambahkan L-glutamat 1%

Di inkubasi pada suhu 28 °C, kondisi 5% CO,
Di tambahkan sel C6/36 dari freezer(-80 °C)

Sel dalam cryovial

Dipindahkan ke dalam tabung konikel yang berisi
10 mL MEM free

Di sentrifugasi pada 800 rpm, 5-10 menit
Supernatan dibuang

Pelet

Dipindahkan 5 mL media kultur

Di resuspensi perlahan

Sel dipindahkan pada flask T25

Di inkubasi (incubator CO,, 37 °C, kondisi 5% CO;
Medium diganti setelah 72 jam dan sel dibiarkan
tumbuh sampai memenuhi flask

Sel Konfluen

Di panen (medium dalam flask dibuang dan dicuci 2x
dengan PBH)

Sel dalam flask ditambahkan 0,5 mL larutan tripsin
0,25%

Di inkubasi (28 °C, selama 3 menit, kondisi 5% CO,)
Ditambahkan 5-10 mL medium

Di sentrifugasi pada 800 rpm selama 5-10 menit

Di tumbuhkan hingga konfluen

Sel C6/36
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c. Pembuatan stok virus pada cell line C6/36

400 pL virus (stok sebelumnya yang
telah diencerkan dengan medium

- Di tambahkan hingga 1 mL ke dalam flask yang berisi sel
C6/36

- Di kocok

- Diinkubasi (28 °C)

- Setiap 15-20 menit dikocok perlahan, selama 1 jam

- Setelah 1 jam ditambahkan medium MEM (2% FBS) 5 mL

- Diinkubasi (sampai terlihat efek sitopatik secara perlahan)

- Di sentrifugasi pada 4000 rpm, 4 °C, selama 10 menit

Supernatan virus (stok
virus disimpan pada

d. Pembuatan stok virus pada cell line Vero

Stok virus sel C6/36

- Diinfeksikan pada sel Vero dalam flask (tambahkan 50 pL
virus yang telah diencerkan dengan 1 mL medium MEM)

- Di kocok

- Diinkubasi (37 °C, kondisi 5% CO5)

- Setiap 15-20 menit dikocok perlahan, selama 1 jam

- Setelah 1 jam ditambahkan medium MEM (2% FBS) 5 mL

- Diinkubasi (37 °C, kondisi 5% CO2) sampai terlihat efek
sitopatik

Supernatan

- Di panen (di pipet secara perlahan)
- Di sentrifugasi pada 4000 rpm, 4 °C selama 10 menit

Supernatan virus (stok virus
disimpan pada suhu 80 °C)




Uji Sitotoksisitas

Sel vero

Y

Dimasukkan kedalam pelat 96 Well sebanyak 3,5 x 10°

sel/well
Diinkubasi pada suhu 37 °C, kondisi5% CO, selama 24

jam

Sel vero monolayer

konfluen

A 4

Dicuci dengan PBS
Ditambahkan larutan uji ekstrak
Diinkubasi pada suhu 37 °C, kondisi5% CO, selama 3

hari

Sel vero hasil perlakuan

A 4

Ditambahkan pereaksi 20 uL pereaksi MTS
Diinkubasi selama 2 jam
Diukur absorbansinya dengan alat ELISA reader pada

panjang gelombang 490 nm

Data absorbansi

\ 4

Data dihitung sebagai persen toksisitas.

Nilai persen toksisitas (y) dengan konsentrasi larutan uji
(x) selanjutnya diplot kedalam grafik untuk mendapatkan
persamaan regresi, yang digunakan untuk menentukan
nilai CCsxg

Nilai CCso

92
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Uji Penghambatan terhadap Virus Dengue

Sel vero

- Dimasukkan kedalam pelat 96 Well sebanyak 3,5 x 10°
sel/well
- Diinkubasi selama 24 jam

A 4

Sel konfluen 80%

- Diinfeksikan larutan perlakuan (lar. Uji + virus) selama 1
jam
- Digoyangkan setiap 15 menit

Sel terinfeksi

- Dibiarkan selama 48 jam

- Ditambahkan 100 uL pereaksi ToxGlo

- Diinkubasi selama satu jam

- Diukur angka RLU dengan alat luminometer

Nilai RLU

Angka RLU yang diperoleh digunakan untuk menentukan
persentasi viabilitas sel.

Persentasi viabilitas sel lalu diplot kedalam grafik sebagai
sumbu y dan konsentrasi larutan uji sebagai sumbu x.
Persamaan garis yang diperoleh selanjutnya digunakan
untuk menentukan nilai ICsg

A 4

Nilai 1Cso




Lampiran 5. Perhitungan pada pengujian BSLT

a. Persentase kematian larva pada larutan ekstrak

jumlah larva mat
b4 Kematian = - x 100
jumlah larva awal

e 0,1 ppm
U Kematian = H x 100
30
= 33
e 1 ppm
. 16
% Kematian = 30 x 100
= 53
e 10 ppm
U Kematian = i x 100
30
= 97

1) Persentase kematian larva pada kontrol

jumlah larva mat
b4 Kematian = - x 100
jumlah larva awal

e 0,1 ppm

04 Kematian = % 100

0
30
0

1 ppm

04 Kematian = % 100

L §||—*



e 10 ppm

g Kematian

3
— x 100
30

10

Persentase kematian akhir

Uy Kematian akhir = 4 kematian lar. ekstralk — % kematian kontrol

e 0,1 ppm

Ug Kematian

e 1 ppm

g Kematian

e 10 ppm

04 Kematian

3z — 0

33

53— 3
50

97 — 10
87

Tabel nilai probit untuk setiap % kematian akhir

KOI’(];Srr:]t)ra& Log konsentrasi | % kematian akhir | Nilai probit
0,1 -1 33 4,56
1 0 50 5,00
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L

y=0,785x+5,230
R?=0,94

nilai probit

log konsentrasi

Grafik hubungan log konsentrasi (x) dengan nilai probit % kematian

Perhitungan nilai LCsg

Dari grafik diperoleh persamaan y = 0,785x + 5,230, jika y = 50 dan
nilai LCso = X maka:

y =0,785x + 5230

5 — 5230 = 0,785x + 5,230
—0,23 = 0,785x
—0,23
= 0,785
x = —0,293
x = antilog (—0,293)
x = 0,5093
Karena x = LCso, maka;
LC50 = x

LC50 = 00,5093
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Lampiran 6. Perhitungan pada pengujian antivirus

a. Uji Sitotoksik (Perhitungan nilai CCs)

1) Menghitu rata rata absorbansi perlakuan

e 6,25 pug/mL;

12,5 pg/mL;

25 ug/mL;

50 pg/mL;

100 pg/mL;

200 pg/mL;

Kontrol sel;

Kontrol Media;

0219+ 0338 + 0,357

3

0.545 + 0.37 + 0,559

3

Lle + 0,568 + 0,913

3

Les+ 1.267 + 1375
3

2,217 + 2,007 + 2,219

3

2,787 + 2,476 + 2,207

3

0,963 + 105 + 2.624

3

0,125 + 0,117 + 0,12

= 0,371333333

= 0491333333

= 0,880333333

= 1427333333

= 2,147666667

= 249

= 1,545666667

3

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

e 6,25 pg/mL;
e 12,5 pg/mL;
e 25 ug/mL;
e 50 pg/mL;
e 100 pg/mL;

e 200 pg/mL;

= 0,120666667

97

(0,371333333) — (0,120666667 0,250666667
(0,491333333) — (0,120666667 0,370666667
(0,880333333) — (0,120666667 0,759666667
(1,427333333) — (0,120666667 1,306666667
(2,147333333) — (0,120666667 2,027
(2,49) — (0,120666667 = 2,369333333



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

(1,545666667) — (0,120666667 = 1,425

4) Menghitung % Toksisitas

% Toksisitas — ( (Abs. perlakuan) — (Abs. Media) ) 100
v Lonststas = ( (Abs. Sel)— (Abs. Media) ) *

e 6,25 pg/mL

( 0,250666667 )
U4 Toksisitas = % 100
(1,425)

= 17,59064327

e 12,5 pg/mL

(0,370666667 )
Ug Toksisitas = x 100
(1,425)

= 2601169591

o 25 pg/mL

( 0,759666667 )
U4 Toksisitas = % 100
(1,425)

= 5330994152

e 100 pg/mL

(2,027)
Uy Toksisitas = ——

x 100
(1,425)

= 142,245614

e 200 pg/mL

( 2,369333333)
U4 Toksisitas = % 100
(1,425)




= 166,2690058

180 y = -0.0059x2+ 1.976x + 5.2909
160 R? = 0.9987

—— % Toksisitas

% Toksisitas
=
8

—— Poly. (% Toksisitas)

0 50 100 150 200 250
Konsentrasi (ug/ml)

Grafik hubungan % Toksisitas (y) dan konsentrasi larutan ekstrak (x)

Dari persamaan pada grafik maka dapat dihitung nilai CCsp yang

sama dengan nilai x (CCsp = X):

—1,976 +.,/(1,976)% — 4(—0,0059)(5,2909 — 50)

xl,x2 =
2 (—0,0059)

—1976 ,v."(E,?Dd}E?E:] (1,05513476)

xl,x2 =
—0,0118

—1,976 ++/2,84944124

x1,x2 =
—0,0118

—1,976 1+ 1,6880288031

x1,x2 =

—0,0118

o xl= —1576+1,6880288031
00118
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—0,287971197
xl=
—0,0118
x1=244
—1,876—1,6880282031
x2 =
—0,0118
—3,664028803
x2 =
—0,0118
x2=310,5

b. Uji Antivirus (Perhitungan nilai ICsp)

1) Menghitu rata rata Luminescence perlakuan

(BAGE +04) + (T99E+04) + (TATE+04)

100 pg/mL; ; = 797E+ 04
50 ug/mL; (LOOE+05) + '19,?4E3+u4} + (8.83E+04) _ 9,53E+ 04
25 pg/mL; (101E +05) + |:3,19E3+u4} + (L79E+05) = 121E+05
12,5 ug/mL: (1.55E +05) + EL52£3+55}+ (L73E+05)  _ 1,60E + 05
6,25 ug/mL; (3,15E +05) + '12,59E3+[:|5} + (592E+05) _ 3.89E + 05
3,13 ug/mL; (6,90E +05 )+ '16,56£3+u5} + (9.55E+05) _ 7 67E + 05
1,76 pg/mL; (L51E +06)+ ELaez:ue} + (2.60E4+06) _ 1,82E + 06
K. DENV + K. Sel;

(B,7T2E+06) + (B 7T1E+06) + (B6E6E +06) 9,03E+06

K. Media;

(1.50E +03) + (7.00E+02) + (5,96E+02)

3

. = 933E+02

100
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2) Menghitung (L. Treatmen) - (L. K. Media)

e 100 pg/mL; (797E+04) — (9,33E+02) = 7,88E+ 04

50 uyg/mL; (9,53E4+04) — (933E+02) = 944E+ 04

e 25 pug/mL; (1,21E+05) — (9,33E4+02) = 1,20E+ 05
e 12,5 pg/mL; (1,60E+ 05) — (9,33E+02) = 1,59E+ 05
e 6,25 pg/mL; (3,89E+05) — (9,33E+02) = 3,88E+ 05
e 3,13 pg/mL; (7,67E+ 05) — (9,33E4+02) = 7,66E+ 05
e 176ug/mL; (1,82E4+06) — (933E4+02) = 1,82E+06

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

(9,03E4+ 06) — (9,33E+02) = 9,03E+ 06

4) Menghitung % Viabilitas Sel

( (L. Treatmen) — (L. K. Media) )
% Viabilitas Sel = , x 100
(L.(K. DENV+K. Sel) — (L. K. Media) )

e 100 pg/mL

(7,88E + 04)
(9,03E+06)

g Viabilitas Sel = 100

= 08726762

e 50 pg/mL

(9,44E + 04)
Ug Viabilitas Sel = x 100
(9,03E+ 06 )

= 1,0455495

o 25 pug/mL



1,20E 4+ 05
Ug Viabilitas Sel = ( )

(9,03E + 06 )
= 1,3262887

12,5 pg/mL

1,59E + 05
g Viabilitas Sel = ( )

( 9,03E + 06 )
= 1,7649136

6,25 pg/mL

3,8BE+ 05
Ug Viabilitas Sel = ( )

(9,03E+ 06 )

= 4,2935966

3,13 pg/mL

( 7,66E + 05 )

Viabilitas Sel =
g Viabilitas Se (9,031 06)

= 84793974

1,76 pg/mL

1,82E 4+ 06
Ug Viabilitas Sel = ( )

= 20171141

(9,03E+06)

®x 100

x 100

®x 100

x 100

100

102
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25
20
wn
8 15
E .
2 |
£ 10 *
7
\ y = 20.386x0772
5| & R? =0.9196
‘\"'--._
* T — &
0 &
0 20 40 60 80 100 120
Konsentrasi pg/ml

Grafik hubungan % Viabilitas sel (y) dengan konsentrasi larutan
ekstrak (x)

Dari persamaan pada grafik maka dapat dihitung nilai ICso yang

sama dengan nilai x (ICsp = X):
y = (20,386) (x) 7=
50 = (20,386) (x) 77"

50

— -0,772
= (x
20,386 (x)

24526635927 = (x)—u-,??:

24526635927 = —m——
(x)— 0,772
[x][!u??f — 1
2,4526635927

(x)*7% = 0,40772
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(x) = 0,31282
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

| , U/

d. Proses maserasi e. Proses penyaringan
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f. Proses evaporasi g. Ekstrak rimpan
lengkuas merah

i. Fraksi gabungan
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Eluen pengelusi | H:E (9:1):

k. Proses pemisahan secara kromatografi radial (KR) menggunakan
kromatotron
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¢ AnalisisKlt fraksiFi (Eluen H:E-9:1)

Eluen H:E (9:1) terialu cepat jika
digunakan sebagai eluen dalam
kromatotron fraksi F,, sehin
ditingkatkan kepolarann

P‘geniadi H:E (19:1)

[. pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk fraksi
gab. Fg.7

¢ UjiKlt fraksiF> (Eluen H:E-9:1)

Eluen H:E (9:1) terlalu cepat jika
digunakan sebagai eluen dala
kromatotron fraksi F,, sehin
diturunkan dengan H:E (19:1)

m. pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk
fraksi gab. Fg.10
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s Analisis Klt fraksi Fs (Eluen H:E-9:1)

en H:E (91)959!;1@;!1!&@!"
' fraksi F,,
mmumswl

n. pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk
fraksi gab. Fi1.12

o Analisi KIt fraksi F. (Eluen H:E-9:1)

Eluen H:E (9:1) terlalu rendah jika
digunakan sebagai eluen dalam
kromatotron fraksi F,, sehingga
dinaikkan menjadi H:E (8:2)

0. Pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk raksi
gab. Fi3.16
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e Hasil Analisis KLT Fraksi Fraksi Hasil Kromatotron. eluen yang digunakan dalam
kromatotron yakni H:E (19:1)

p. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. Fe.7
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e Hasil Analisis KLT Fraksi Hasil Kromatotron, eluen yang digunakan dalam kromatotron
yakni H:E (19:1)

Larutan pengelusi KLT H:E (8:2)

g. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. Fs.1o

e Hasil Analisis KLT Fraksi Fraksi dari Kromatotron. eluen vang digunakan dalam
kromatotron yvakni H:E (8,5:1,5)

r. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F11.12
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o Hasil Analisis KLT Fraksi Fraksi dari Kromatotron. eluen yang digunakan dalam

(Bobot fraksi yg di kromatotron = 118 mg)

———

45437 |

123

Iy —

S. Anéllisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F;i_3.16



