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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Bagan kerja isolasi metabolit sekunder dari ekstrak aseton 
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Lampiran 2. Uji fitokimia ekstrak aseton rimpang lengkuas merah 
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Ekstrak 

Tidak terdapat endapan putih  

(negatif alkaloid) 
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c. Uji Steroid dan Terpenoid (Pereaksi Lieberman-Burchard) 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Uji Flavonoid  

 

 

 

 

 

 

 

e. Uji Fenolik  

 

 

 

 

 

 

 

- Ditambahkan anhidrida asetat dan 

H2SO4 pekat (Lieburman-Burchad)  

- Ditambahkan H2SO4 pekat 

Ekstrak 

Tidak terbentuk 

warna biru/hijau 

(negatif steroid) 

Tidak terbentuk warna 

jingga/ungu/kuning 

keemasan (negatif terpenoid) 

- Ditambahkan serbuk Mg  

- Ditambahkan HCl dan amil 
alkohol 

Ekstrak 

Warna merah/kuning/jingga)  

(positif flavonoid) 

- Ditambahkan FeCl3  

 

Ekstrak 

Tidak terbentuk warna merah/ungu/biru/hitam pekat 

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

 lengkuas merah 

 
 
 

a. Penetasan telur A. salina  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Penyiapan larutan uji  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Telur A. salina 

- Direndam dalam air (10-15 menit) 

- Diambil telur yang ada di dasar bawah 

- Ditetaskan dalam 2 L air laut buatan selama 48 

jam  

- Diaerasi di bawah lampu pijar 40-60 watt   

Larva A. salina 

100 mg ekstrak  

- Dilarutkan dalam 20 mL DMSO 

Larutan induk 5000 ppm 

- Dipipet 1 mL  

- Dilarutkan dengan DMSO dalam labu takar 100 

mL  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 

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 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

Sel dalam cryovial 

Pelet 

Medium DMEM 

- Ditambahkan FBS 10% 
- Ditambahkan L-glutamat 1%  
- Di inkubasi pada suhu 37 0C, kondisi 5% CO2 

Campuran Sel dan Medium 

- Diencerkan (suhu ruangan, 2-3 menit) 
 

- Dipindahkan 5 mL media kultur 
- Di resuspensi perlahan  
- Sel dipindahkan pada flask T25 
- Di inkubasi (incubator CO2, 37 0C, kondisi 5% CO2 
- Medium diganti setelah 72 jam dan sel dibiarkan 

tumbuh sampai memenuhi flask  

Sel  

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

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

- Di inkubasi (, 37 0C, kondisi 5% CO2) 
- 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 0C, kondisi 5% CO2 
- Di tambahkan sel C6/36 dari freezer(-80 0C) 

- Dipindahkan ke dalam tabung konikel yang berisi 
10 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 
- Di inkubasi (incubator CO2, 37 0C, kondisi 5% CO2 
- 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 0C, selama 3 menit, kondisi 5% CO2) 
- Ditambahkan 5-10 mL medium 
- Di sentrifugasi pada 800 rpm selama 5-10 menit   

- Di tumbuhkan hingga konfluen 

Sel  C6/36 

Sel dalam cryovial 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Pembuatan stok virus pada cell line Vero 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

- Di kocok 
- Di inkubasi (28 0C) 
- Setiap 15-20 menit dikocok perlahan, selama 1 jam 
- Setelah 1 jam ditambahkan medium MEM (2% FBS) 5 mL 
- Di inkubasi (sampai terlihat efek sitopatik secara perlahan) 
- Di sentrifugasi pada 4000 rpm, 4 0C, selama 10 menit  

400 μL virus (stok sebelumnya yang 

telah diencerkan dengan medium 

Supernatan virus (stok 

virus disimpan pada  

suhu -80 0C) 

Stok virus sel C6/36 

- Di infeksikan pada sel Vero dalam flask (tambahkan 50 μL 
virus yang telah diencerkan dengan 1 mL medium MEM) 

- Di kocok 
- Di inkubasi (37 0C, kondisi 5% CO2) 
- Setiap 15-20 menit dikocok perlahan, selama 1 jam 
- Setelah 1 jam ditambahkan medium MEM (2% FBS) 5 mL 
- Di inkubasi (37 0C, kondisi 5% CO2) sampai terlihat efek 

sitopatik  
 

Supernatan 

- Di panen (di pipet secara perlahan) 
- Di sentrifugasi pada 4000 rpm, 4 0C selama 10 menit  

Supernatan virus (stok virus 

disimpan pada suhu 80 0C) 
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e. Uji Sitotoksisitas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sel vero 

- Dimasukkan kedalam pelat 96 Well sebanyak 3,5 x 105 
sel/well 

- Diinkubasi pada suhu 37 0C, kondisi5% CO2 selama 24 
jam 
 

Sel vero monolayer 
konfluen 

- Dicuci dengan PBS  
- Ditambahkan larutan uji ekstrak 
-  Diinkubasi pada suhu 37 0C, kondisi5% CO2 selama 3 

hari 
 

Sel vero hasil perlakuan 

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

panjang gelombang 490 nm  
 

Data absorbansi  

- 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 CC50  

Nilai CC50  
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f. Uji Penghambatan terhadap Virus Dengue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sel vero 

- Dimasukkan kedalam pelat 96 Well sebanyak 3,5 x 105 
sel/well 

- Diinkubasi selama 24 jam  
 

Sel konfluen 80% 

- Diinfeksikan larutan perlakuan (lar. Uji + virus) selama 1 
jam 

- Digoyangkan setiap 15 menit  
 

- Dibiarkan selama 48 jam  
- Ditambahkan 100 μL pereaksi ToxGlo 
- Diinkubasi selama satu jam 
- Diukur angka RLU dengan alat luminometer 

 

Sel terinfeksi  

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 IC50. 

Nilai IC50 
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Lampiran 5. Perhitungan pada pengujian BSLT 

 

a. Persentase kematian larva pada larutan ekstrak 

 

 

 0,1 ppm 

 

 

 1  ppm 

 

 

 10 ppm 

 

 

 

1) Persentase kematian larva pada kontrol 

 

 

 0,1 ppm 

 

 

 

 1  ppm 
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 10 ppm 

 

 

 

b. Persentase kematian akhir  

 

 

 0,1 ppm 

 

 

 1  ppm 

 

 

 10 ppm 

 

 

 

             Tabel nilai probit untuk setiap % kematian akhir 

Konsentrasi 
(ppm) 

Log konsentrasi % kematian akhir Nilai probit 

0,1 -1 33 4,56 

1 0 50 5,00 

10 1 87 6,13 
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Grafik hubungan log konsentrasi (x) dengan nilai probit % kematian 

 

c. Perhitungan nilai LC50 

Dari grafik diperoleh persamaan y = 0,785x + 5,230, jika y = 50 dan 

nilai LC50 = x maka:  

 

 

 

 

 

 

 

 
Karena x = LC50, maka; 
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Lampiran 6. Perhitungan pada pengujian antivirus  

 

a. Uji Sitotoksik (Perhitungan nilai CC50) 

1)  Menghitu 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;       0,120666667 

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

 6,25 μg/mL;      

 12,5 μg/mL;      

 25 μg/mL;         

 50 μg/mL;         

 100 μg/mL;       

 200 μg/mL;       
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3) Menghitung  (Abs. Sel)  -  (Abs. Media)  

      

4) Menghitung  % Toksisitas   

 

 6,25 μg/mL 

 

 

 12,5 μg/mL 

 

 

 25 μg/mL 

 

 

 100 μg/mL 

 

 

 200 μg/mL 

 



99 
  

 
 

 

 

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

Dari persamaan pada grafik maka dapat dihitung nilai CC50 yang 

sama dengan nilai x (CC50 = x): 

 

 

 

 

 

  



100 
  

 
 

 

 

  

 

 

 

b. Uji Antivirus (Perhitungan nilai IC50) 

1) Menghitu 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;         
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2) Menghitung  (L. Treatmen)  -  (L. K. Media)  

 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;       

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

      

4) Menghitung  % Viabilitas Sel   

 

 100 μg/mL 

 

 

 50 μg/mL 

 

 

 25 μg/mL 



102 
  

 
 

 

 

 12,5 μg/mL 

 

 6,25 μg/mL 

 

 

 3,13 μg/mL 

 

 

 

 1,76 μg/mL 
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Grafik hubungan % Viabilitas sel (y) dengan konsentrasi larutan 
ekstrak (x) 

 
Dari persamaan pada grafik maka dapat dihitung nilai IC50 yang 

sama dengan nilai x (IC50 = x): 
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian  

 
 

a.  Sampel rimpang lengkuas merah                  b. Lengkuas merah kering  

c. Serbuk lengkuas merah 

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

h.  Hasil analisis KLT fraksi kromatografi kolom 

 

i. Fraksi gabungan  
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j. Hasil analisis KLT fraksi gabungan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

k. Proses pemisahan secara kromatografi radial (KR) menggunakan 

kromatotron 
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l. pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk fraksi 

gab. F6-7 

 

 

 

 

 

m. pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk 

fraksi gab. F8-10 

 



109 
  

 
 

 

n.  pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk 

fraksi gab. F11-12 

 

 

 

 

 

o.  Pemilihan eluen yang sesuai untuk proses kromagrafi radial untuk raksi 

gab. F13-16 
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p. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F6-7 
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q.  Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F8-10 

 

r. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F11-12 

 

 



112 
  

 
 

s. Analisis KLT fraksi fraksi hasil kromatografi radial fraksi gab. F13-16 

 

 

 
 


