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Penyakit infeksi adalah salah satu penyebab utama morbiditas dan
mortalitas manusia, serta paling banyak diderita oleh penduduk di negara
berkembang, termasuk Indonesia. Penyakit infeksi disebabkan oleh
mikroorganisme patogen, salah satunya adalah bakteri. Penggunaan antibiotik
untuk infeksi akibat bakteri secara tidak rasional dapat menciptakan masalah
klinis yang serius, sehingga penemuan alternatif antibiotik, contohnya yang
berasal dari tumbuhan, sangat diperlukan. Penggunaan antibakteri dari tumbuhan
obat telah banyak diteliti, namun hanya sedikit yang memiliki aktivitas
farmakologis yang baik sebagai antibakteri. Hal ini menunjukkan penelitian
tumbuhan obat Indonesia masih sangat diperlukan untuk mengetahui potensi
keanekaragaman hayati di Indonesia sehingga dapat dimanfaatkan sebagai agen
antibakteri, salah satunya adalah liken.

Berdasarkan latar belakang tersebut, pada penelitian ini dilakukan uji
aktivitas antibakteri dan skrining fitokimia liken terhadap Pseudomonas
aeruginosa. Uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol dan fraksi (heksana,
diklorometana, etil asetat, dan residu) liken dilakukan dengan metode mikrodilusi
berdasarkan protokol standar CLSI MO7-A10. Hasil uji aktivitas antibakteri
dilaporkan dalam Inhibitory Concentration 50% (ICso). Kontrol positif yang
digunakan yaitu gentamisin, sedangkan kontrol negatif ekstrak dan fraksi liken
yaitu DMSO 1% dalam media. Penentuan skrining fitokimia dilakukan untuk
menentukan golongan senyawa metabolit dalam ekstrak metanol liken berupa
alkaloid, saponin, sapogenin steroid atau triterpenoid, terpenoid atau steroid
bebas, flavonoid, polifenol, dan antrakinon. Skrining fitokimia dilakukan
menggunakan uji buih untuk saponin dan uji KLT untuk selain saponin.

Hasil uji aktivitas antibakteri dilihat dari nilai 1Cso. Semakin kecil ICsp,
maka kemampuan kelompok uji sebagai antibakteri tersebut semakin besar.
Urutan 1Cso yang dari terkecil yaitu fraksi diklorometana (907,296 + 30,822
pg/ml) lalu residu (1645,383 + 83,446 pg/ml) dan diikuti ketiga kelompok lain
yang tidak berbeda signifikan, yaitu fraksi n-heksana (1942,809 + 21,379 pg/ml),
ekstrak (2003,033 + 21,616 pg/ml), dan fraksi etil asetat (2004,190 + 48,635
png/ml). Gentamisin sebagai kontrol positif didapatkan nilai KHM 0,5 ppm dengan
persen penghambatan sebesar 81,086 ppm dan CV 0,938%. Hal tersebut sesuai
dengan keterangan pada protokol standar CLSI MO07-Al10, bahwa KHM
gentamisin yaitu berkisar pada konsentrasi 0,5-2 pg/ml. DMSO 1% yang
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digunakan sebagai pelarut ekstrak dan fraksi atau kontrol negatif tidak
memberikan penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri.

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa kandungan ekstrak liken
Parmelia dilatata Vain. yaitu saponin, terpenoid atau steroid bebas, flavonoid,
polifenol, dan antrakinon. Golongan senyawa yang dimungkinkan tidak terdapat
dalam liken Parmelia dilatata Vain. yaitu alkaloid dan sapogenin steroid atau
triterpenoid. Skrining fitokimia juga dilakukan pada sampel fraksi liken untuk
mengetahui persebaran golongan senyawa tersebut di dalam fraksi. Hasil yang
diperoleh vyaitu fraksi heksana mengandung terpenoid atau steroid bebas,
flavonoid, dan antrakinon; fraksi diklorometana mengandung flavonoid, polifenol,
dan antrakinon; fraksi etil asetat mengandung polifenol; dan residu dimungkinkan
tidak mengandung golongan senyawa metabolit sekunder yang dilakukan
pengujian.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi adalah salah satu penyebab utama morbiditas dan
mortalitas manusia (Yanling dkk., 2013). Organisasi Kesehatan Dunia (WHO)
melaporkan bahwa pada tahun 2016, penyakit infeksi saluran nafas bagian bawah
adalah penyebab kematian ketiga tertinggi, yaitu mencapai 3 juta kematian di
seluruh dunia. Penyebab kematian selanjutnya yaitu diare (1,4 juta kematian
selama tahun 2016), tuberkulosis (1,3 juta kematian), dan HIV/AIDS (1 juta
kematian selama tahun 2016) (WHO, 2018). Penyakit infeksi merupakan jenis
penyakit yang paling banyak diderita oleh penduduk di negara berkembang,
termasuk Indonesia (Radji, 2011). Penyakit infeksi dapat menyebar, secara
langsung atau tidak langsung, dari satu orang ke orang lain. Penyakit infeksi
disebabkan oleh mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau jamur
(WHO, 2016).

Penyakit infeksi yang diakibatkan oleh bakteri dapat diterapi
menggunakan antibiotik. Penggunaan antibiotik secara tidak rasional telah
menyebabkan perkembangan resistensi oleh mikroba terhadap banyak antibiotik
(Hashemi dkk., 2013). Hal tersebut menciptakan masalah klinis yang serius dalam
pengobatan penyakit infeksi, sehingga penemuan alternatif antibiotik untuk
bakteri gram positif maupun gram negatif sangat diperlukan (Farha dkk., 2016).
Penemuan antibakteri baru yang efektif melawan bakteri gram negatif merupakan
tantangan utama karena banyak senyawa yang aktif terhadap bakteri gram positif,
namun kurang aktif terhadap bakteri gram negatif (Silver, 2011). Hal ini
disebabkan karena susunan membran sel bakteri gram negatif terdiri dari
lipopolisakarida dan fosfolipid, sehingga permeabilitasnya rendah terhadap
beberapa senyawa (Westfall dkk., 2017).

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri patogen gram negatif
yang dapat menyebabkan berbagai gangguan kesehatan antara lain sepsis

pneumonia, infeksi saluran kemih, bakteremia, serta kerusakan dan insufisiensi
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paru-paru pada pasien dengan fibrosis kistik (Lyczak dkk., 2000). Pseudomonas
aeruginosa merupakan salah satu bakteri patogen penyebab utama terjadinya
infeksi nosokomial (Wu dkk., 2014). Angka kejadian infeksi yang disebabkan
oleh bakteri P. aeruginosa sekitar 26,16% pada tahun 2014 dan hal tersebut
meningkat dibandingkan tahun 2007 yaitu sebesar 10,20% (Dou dkk., 2017).
Penelitian mengenai infeksi bakteri terbanyak di beberapa rumah sakit di
Indonesia juga menyebutkan bahwa salah penyebab utama infeksi vyaitu
Pseudomonas aeruginosa dengan persentase kejadian sekitar 10,0-18,1% (Taslim
dan Maskoen, 2016).

Penggunaan antibakteri dari tumbuhan obat telah banyak diteliti (Tanaka
dkk., 2006), namun hanya sedikit yang memiliki aktivitas farmakologis yang baik
sebagai antibakteri (Gibbons, 2003). Meskipun Indonesia mempunyai kekayaan
keragaman hayati kedua di dunia, hanya sekitar 200 spesies yang sudah diteliti
potensinya sebagai sumber agen anti infeksi (Keller dan Nugraha, 2011). Hal ini
menunjukkan penelitian tumbuhan obat Indonesia masih sangat diperlukan untuk
mengetahui potensi keanekaragaman hayati di Indonesia sehingga dapat
dimanfaatkan sebagai agen antibakteri, salah satunya adalah liken.

Liken adalah organisme simbiosis obligat yang terdiri dari jamur dan alga
eukariotik atau cyanobakteri, dan terkadang terdapat bakteri non-fotosintetik
(Selbmann dkk., 2010). Liken dapat tumbuh di daerah tropis hingga daerah kutub
(Brodo dkk., 2001). Jumlah total liken di dunia dapat mencapai £100.000 spesies
dan +£17.000 diantaranya ada di Indonesia (Negi, 2003). Lebih dari 1050 metabolit
sekunder liken telah dilaporkan dan di antaranya terdiri dari golongan depsida,
depsidon, dibenzofuran, xanthon, dan turunan terpen (Molnar dan Farkas, 2010).
Metabolit liken memberikan berbagai macam aksi biologis yaitu antibakteri,
antivirus, anti-inflamasi, analgesik, antipiretik, antiproliferatif dan sitotoksik
(Mdaller, 2001).

Sifat antibakteri metabolit liken pertama kali dilakukan oleh Burkholder
dkk (1944). Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa 27 dari 42 ekstrak liken
dengan spesies yang berbeda aktif terhadap Staphylococcus aureus dan Bacillus
subtilis, namun tidak ada yang aktif terhadap Escherichia coli. Shrestha (2014)
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melaporkan bahwa 16 dari 34 ekstrak liken dengan spesies yang berbeda dari
Amerika Utara menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeruginosa dengan nilai konsentrasi hambat minimum <16ug/ml. Meskipun
banyak spesies liken telah diteliti, namun masih banyak spesies liken yang belum
tereksplorasi kandungan senyawa dan aktivitasnya, terutama sebagai antibakteri.
Berdasarkan latar belakang tersebut, pada penelitian ini dilakukan skrining
fitokimia dan uji aktivitas antibakteri liken terhadap Pseudomonas aeruginosa.
Penentuan skrining fitokimia dilakukan untuk menentukan golongan senyawa
metabolit dalam ekstrak metanol dan fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat,
dan residu) liken berupa alkaloid, saponin, sapogenin sterooid atau triterpenoid,
terpenoid atau steroid bebas, flavonoid, polifenol, dan antrakinon. Uji aktivitas

antibakteri ekstrak dan fraksi liken dilakukan dengan metode mikrodilusi.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, masalah yang dapat dirumuskan pada

penelitian ini antara lain

1. Berapa Inhibitory Concentration 50% (ICso) ekstrak metanol dan fraksi (n-
heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken Parmelia dilatata Vain.
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa?

2. Golongan senyawa metabolit apa sajakah yang terkandung dalam ekstrak
metanol dan fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken

Parmelia dilatata VVain?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan yang ingin dicapai pada penelitian ini antara lain
1. Untuk mengetahui Inhibitory Concentration 50% (ICso) ekstrak metanol dan
fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken Parmelia
dilatata Vain. terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.
2. Untuk mengetahui golongan senyawa metabolit dalam ekstrak metanol dan
fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken Parmelia

dilatata Vain.
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1.4  Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang ingin didapatkan dari penelitian ini antara lain
1. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi serta sumbangan
pengetahuan bagi kemajuan di bidang kesehatan dan pengetahuan alam
tentang efek antibakteri ekstrak dan fraksi liken Parmelia dilatata terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa
2. Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya

untuk pencarian antibakteri baru dari bahan alam.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Infeksi Bakteri
2.1.1 Infeksi Bakteri

Penyakit infeksi adalah salah satu penyebab utama morbiditas dan
mortalitas manusia (Yanling dkk., 2013). Penyakit infeksi merupakan jenis
penyakit yang paling banyak diderita oleh penduduk di negara berkembang,
termasuk Indonesia (Radji, 2011). Penyakit infeksi dapat menyebar, secara
langsung atau tidak langsung, dari satu orang ke orang lain. Penyakit infeksi
disebabkan oleh mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau jamur
(WHO, 2016).

Proses masuknya bakteri patogen ke dalam tubuh yang paling sering
adalah melalui saluran pernafasan (jalan napas bagian atas bawah), pencernaan
(terutama mulut), dan kemih. Kulit dan selaput mukosa normal memberikan
pertahanan primer terhadap infeksi. Untuk menimbulkan penyakit, patogen harus
menembus pertahanan tersebut (Brooks dkk., 2013).

Bakteri gram positif (termasuk bakteri Staphylococcus, Streptococcus dan
Enterococcus) adalah salah satu penyebab infeksi klinis yang paling umum.
Infeksi yang dapat diakibatkan oleh bakteri gram positif yaitu mulai dari infeksi
kulit ringan dan infeksi jaringan lunak hingga sepsis dan meningitis sistemik yang
mengancam jiwa (Menichetti, 2005). Bakteri gram negatif juga dapat
menyebabkan banyak jenis infeksi dan menyebar ke manusia dengan berbagai
cara. Beberapa spesies, termasuk Escherichia coli, adalah penyebab umum
penyakit yang menular melalui makanan. Vibrio cholera adalah bakteri penyebab
kolera yang ditularkan melalui air. Bakteri gram negatif juga dapat menyebabkan
infeksi saluran pernafasan, seperti pneumonia, dan penyakit menular seksual,
termasuk gonore. Yersinia pestis merupakan bakteri gram negatif yang dapat
menular melalui gigitan serangga yang terinfeksi atau mengani hewan yang
terinfeksi (NIH, 2016). Infeksi akibat bakteri gram negatif menjadi perhatian
utama dalam penelitian karena banyak senyawa yang aktif terhadap bakteri gram


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

positif, namun kurang aktif terhadap bakteri gram negatif (Silver, 2011). Hal ini
disebabkan karena adanya membran sel bakteri gram negatif yang memiliki

permeabilitas rendah terhadap banyak senyawa (Zgurskaya dkk., 2015).

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales

Famili : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas

Species : Pseudomonas aeruginosa
(Dao, 2016)

Gambar 2.1 Bakteri Pseudomonas aeruginosa (Brooks dkk., 2013)

Pseudomonas merupakan bakteri gram negatif yang bersifat motil karena
memiliki flagel dan bersifat aerobik. P. aeruginosa terlihat sebagai bentuk
tunggal, ganda, dan kadang-kadang dalam rantai pendek. P aeruginosa berbentuk
batang dan berukuran sekitar 0,6 x 2 um. P aeruginosa tumbuh dengan baik pada
suhu 37-42°C (Wu dkk., 2014).

Pseudomonas aeruginosa merupakan penyebab infeksi terutama pada

pasien dengan mekanisme sistem imun yang menurun. Bakteri ini merupakan
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patogen nosokomial utama, yaitu kejadian infeksi yang berasal dari rumah sakit
dan fasilitas pelayanan kesehatan lainnya. Bakteri ini menyebabkan beberapa
penyakit serius, seperti pneumonia, infeksi paru-paru kronis, infeksi keratitis
ulseratif, infeksi saluran kemih, dan bakterimia pada pasien dengan luka bakar
(Lyczak dkk., 2000).

2.2 Liken
2.2.1 Deskripsi

Gambar 2.2 Sampel liken Parmelia dilatata Vain.

Liken adalah organisme simbiosis obligat yang terdiri dari jamur dan alga
eukariotik atau cyanobakteri, dan terkadang terdapat bakteri non-fotosintetik (
(Selbmann dkk., 2010). Liken dapat tumbuh di daerah tropis hingga daerah kutub
(Brodo dkk., 2001). Liken biasanya tumbuh di bebatuan, permukaan tanah, epifit
di pepohonan, serta permukaan benda buatan manusia (Roziaty, 2016). Jumlah
total liken di dunia dapat mencapai £100.000 spesies dan +17.000 diantaranya ada
di Indonesia (Negi, 2003).

Simbiosis yang terjadi antara jamur dan alga bersifat saling
menguntungkan. Jamur sebagai mikobion memiliki dua peran utama dalam
simbiosis liken, yaitu untuk melindungi fotobion dari paparan sinar matahari yang
intens dan untuk menyerap nutrisi mineral dari permukaan yang menjadi tempat
tumbuhnya. Fotobion (alga) juga memiliki dua peran, yaitu untuk mensintesis

nutrisi organik dari karbon dioksida dan cyanobacteria dapat menghasilkan
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amonium (senyawa nitrogen organik) dari gas N> dengan fiksasi nitrogen
(Rankovi¢ dan Kosani¢, 2015).

2.2.2 Metabolit yang Terkandung dalam Liken

Liken menghasilkan dua jenis metabolit yang berbeda, yaitu metabolit
primer dan sekunder. Metabolit primer memiliki fungsi dan peran struktural dalam
metabolisme sel. Metabolit primer disintesis secara independen oleh kedua
simbion. Senyawa primer terutama terdiri dari Kitin (di dinding hifa), likenin,
isolikenin, hemiselulosa, pektin, disakarida, polialkohol, asam amino, enzim,
pigmen seperti klorofil, beta karoten, xanthofil, dan lain-lain (Podterob, 2008).
Sebaliknya, metabolit sekunder diproduksi oleh jamur, disekresi ke luar hifa
jamur dan disimpan sebagai kristal di berbagai bagian thallus, korteks bagian atas
atau badan buah. Lebih dari 1050 metabolit sekunder liken telah dilaporkan dan
diantaranya terdiri dari depsida, depsidon, dibenzofuran, xanthon, dan turunan
terpen (Molnar dan Farkas, 2010). Metabolit sekunder liken memberikan berbagai
macam aksi biologis yaitu antibakteri, antivirus, anti-inflamasi, analgesik,
antipiretik, antiproliferatif dan sitotoksik (Mdaller, 2001).

2.2.3 Penelitian Terkait Liken

Liken telah diteliti kandungan metabolit sekundernya dan memiliki
berbagai aktivitas biologis, di antaranya antiviral (Esimone dkk., 2007; Esimone
dkk., 2009; Vu dkk., 2015), anti tumor dan antiproliferatif (Koparal, 2015;
Shrestha dkk., 2015; Emsen dkk., 2016), anti radang (Tanas dkk., 2010; Huang
dkk., 2014; Vanga dkk., 2017), antioksidan (Atalay dkk., 2015; Anar M dkk.,
2016; Hagiwara dkk., 2016), dan antimikroba (Cankilic dkk., 2017; Millot dkk.,
2017; Sweidan dkk., 2017). Aktivitas antibakteri metabolit liken pertama Kkali
dilakukan oleh Burkholder dkk (1944). Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa
27 dari 42 ekstrak liken dengan spesies yang berbeda aktif terhadap

Staphylococcus aureus dan Bacillus subtilis, namun tidak ada yang aktif terhadap
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Escherichia coli. Shrestha (2014) melaporkan bahwa 16 dari 34 ekstrak liken
yang diambil dari Amerika Utara menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
Pseudomonas aeruginosa dengan nilai konsentrasi hambat minimum <16ug/ml.
Berdasarkan penelitian Borricano dkk (2010) ekstrak liken Usnea baileyi,
Ramalina dendriscoides, Stereocaulon massartianum dan Cladonia gracilis
sangat aktif terhadap S. aureus dan B. subtilis dan cukup aktif melawan E. coli
dan P. aeruginosa. Beberapa metabolit sekunder liken yang telah diteliti memiliki
aktivitas antibakteri yaitu asam lobarat dari liken Stereocaulon alpinum terhadap
B. subtilis dan S. aureus (Bhattarai dkk., 2013); asam usnat dan atranorin terhadap
S. aureus (Pompilio dkk., 2013); asam usnat dan divaric acid dari Evernia
divaricata sangat poten menghambat S. aureus dan P. aeruginosa (Yuan dkk.,
2010); dan asam evernat terhadap P. aeruginosa (Gokalsin dan Sesal, 2016).

Struktur metabolit sekunder liken tersebut ditunjukkan pada Gambar 2.3.

a) b)
OO
O
HO
(@]
Asam lobarat Asam usnat
c) | d) Oy, -OH e)
(0] (e}
HO
HO
(0] OH
@) (o]
Ox© OH
HO
HO
H i OH
O OH ~
Atranorin Asam evernat Divaric acid

Gambar 3.3 Beberapa metabolit sekunder liken
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2.3 Metode Uji Antibakteri

Terdapat beberapa metode uji antibakteri in vitro yaitu metode difusi, KLT
bioautografi, dilusi, waktu pembunuhan, ATP bioluminescence, dan Flow
cytofluorometric. Pada penelitian ini dilakukan metode pengujian menggunakan
metode dilusi.

Metode dilusi atau pengenceran adalah metode yang paling tepat untuk
penentuan nilai Inhibitory Concentration 50 (ICsp) maupun KHM, karena metode
ini dapat memperkirakan konsentrasi zat antimikroba yang diuji pada media cair
(makrodilusi atau mikrodilusi). Metode dilusi dapat digunakan secara kuantitatif
untuk mengukur aktivitas antimikroba in vitro terhadap bakteri dan jamur. Nilai
IC50 merupakan konsentrasi dari agen antimikroba untuk menghambat 50% dari
jumlah bakteri uji, sedangkan nilai KHM didefinisikan sebagai konsentrasi
terendah dari agen antimikroba yang diuji yang menghambat pertumbuhan
mikronorganisme yang terlihat (Balouiri dkk., 2016).

Metode makrodilusi atau mikrodilusi melibatkan pembuatan pengenceran
dua kali lipat (two-fold dilution) dari zat antimikroba (misalnya 1, 2, 4, 8, 16 dan
32 pg/mL) dalam 2 ml media cair (makrodilusi) atau dengan volume yang lebih
kecil. menggunakan pelat 96 sumuran (mikrodilusi). Kemudian, masing-masing
tabung atau sumur diinokulasi dengan inokulum mikroba yang dibuat dalam
media yang sama menggunakan suspensi mikroba terstandarisasi 0,5 McFarland.
Setelah itu, tabung atau pelat 96 sumuran diinkubasi dalam kondisi yang sesuai

tergantung pada uji mikroorganisme (Balouiri dkk., 2016).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Uji aktivitas antibakteri dan skrining fitokimia ekstrak metanol dan fraksi
(n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken Parmelia dilatata Vain.
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa ini merupakan penelitian true

experimental laboratories.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Fakultas Farmasi dan
Laboratorium Biosains Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember mulai

bulan Februari 2018 hingga selesai.

3.3 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
3.3.1 Varibel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak metanol dan

fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan residu) liken.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah Inhibitory Concentration 50%
(ICs0) ekstrak metanol dan fraksi (n-heksana, diklorometana, etil asetat, dan

residu) liken.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode ekstraksi maserasi
dengan pengadukan, media Mueller Hinton Agar (MHA), Cation Adjusted
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Mueller Hinton Broth (CAMHB), biakan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, waktu inkubasi, dan prosedur pengujian.

3.4 Definisi Operasional
Definisi Operasional dalam penelitian ini adalah

1. Liken yang digunakan pada penelitian ini diambil di Kloncing, Bondowoso.
Pengambilan liken dilakukan secara acak. Sampel liken dilakukan identifikasi
di Fakultas Biologi Universitas Gajah Mada (UGM) sebagai Parmelia
dilatata Vain.

2. Pengecilan ukuran partikel liken dilakukan dengan cara menggerus liken yang
sudah ditambahkan nitrogen cair dengan mortir dan stamper.

3. Ekstraksi merupakan proses pengambilan senyawa aktif dalam liken
menggunakan metanol dengan maserasi dengan pengadukan.

4. Bakteri yang digunakan vyaitu bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

5. Media yang digunakan untuk uji antibakteri metode mikrodilusi yaitu Cation
Adjusted Mueller Hinton (CAMHB).

6. Waktu inkubasi uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi berdasarkan
CLSI M07-A10 adalah 16-20 jam pada suhu 35 £ 2°C, namun pada penelitian

ini menggunakan waktu inkubasi 18 jam.
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3.5 Prosedur Penelitian
Skema prosedur dalam penelitian ini adalah:

Liken

Sortasi basah
Pengeringan

Sortasi kering

Pengecilan ukuran sampel

Simplisia liken

Diekstraksi dengan metanol
menggunakan metode
maserasi, dipekatkan

_ Ekstrak kental |

Metode | Uii aktivitas Fraksinasi Skrining

mikrodilusi antibakteri bertingkat Fitokimia

Fraksi n-heksana,

diklorometana, etil asetat, dan

residu

Data dan analisis data <

e

\
Kesimpulan

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat

Erlenmeyer, mortir, stamper, vial, spatula logam, tabung reaksi (IWAKI),
rak tabung reaksi, beaker glass, pipet tetes, jarum ose, tip kuning, tip biru,
appendorf, mikropipet 20 pL, 100 pL, dan 1000 pL (EPPENDORF), mikropipet
12 channel (SOCOREX), microplate flat bottom 96 well (IWAKI), cawan petri
100 mm (DURAN), Laminar Air Flow (LABGARD) Kelas Il (Biological Safety
Cabinet), rotary evaporator (STRIKE 300 STEROGLASS), orbital shaker
(STUART S1600), inkubator, microplate reader (CORONA SH-1000), vortex
(GENE-2), hot plate (UC-152), dan autoklaf (TOMY ES-315).

3.6.2 Bahan

Liken dari Bondowoso, akuades, akua demineralata, n-heksana pa,
metanol pa, diklorometana pa, etil asetat pa, kertas saring Whattman, nitrogen
cair, H.SO4 pa, asam asetat glasial, FeClz, anisaldehid asam sulfat, NHsOH,
KOH, toluena, butanol, kloroform, dragendorf, Mueller Hinton Broth (Merck),
MgCl, CaClz, bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Mueller Hinton
Agar (Merck), Gentamisin sulfat injeksi 40 mg/ml, DMSO, dan plat KLT Fas4.

3.7 Prosedur Kerja
3.7.1 Pembuatan Serbuk Simplisia Liken Parmelia dilatata Vain.

Liken yang diambil dari Bondowoso dideterminasi oleh Ludmilla Fitri
Untari, S.Si.,, M.Si di Fakultas Biologi Universitas Gajah Mada (UGM),
Yogyakarta. Sampel liken dibersinkan dan disortasi lalu dikeringkan dengan
diangin-anginkan dan terhindar dari sinar matahari langsung. Liken yang telah
kering kemudian ditambahkan nitrogen cair di dalam mortir, lalu digerus

menggunakan stamper hingga menjadi serbuk simplisia.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

15

3.7.2 Pembuatan Ekstrak Liken Parmelia dilatata Vain.

Ekstraksi dilakukan secara maserasi dengan pengadukan. Simplisia serbuk
direndam dalam metanol pa dengan perbandingan 1:10 selama 24 jam pada suhu
ruangan dengan pengadukan menggunakan alat orbital shaker. Hasil ekstraksi
disaring dengan kertas saring. Residu simplisia kemudian diremaserasi sebanyak
tiga kali. Filtrat yang didapat kemudian digabung dan dipekatkan dengan rotary
evaporator pada suhu 50°C lalu ekstrak dioven pada suhu 40°C sehingga
didapatkan ekstrak kering. Ekstrak disimpan dalam vial kaca hingga akan

digunakan selanjutnya.

3.7.3 Fraksinasi Ekstrak Liken Parmelia dilatata

Sebagian ekstrak metanol liken dicampur dengan akuades dan metanol
10%, lalu difraksinasi menggunakan corong pisah dengan n-heksana pa (1:1),
maka akan didapatkan fraksi n-heksana dan residu. Fraksi n-heksana yang didapat
dipekatkan dan ditimbang (FH). Residu hasil fraksinasi dengan n-heksana
difraksinasi dengan diklorometana pa (1:1) dalam corong pisah, sehingga akan
didapatkan fraksi diklorometana dan residu. Fraksi diklorometana yang didapat
dipekatkan dan ditimbang (FD). Residu hasil fraksinasi tersebut dilakukan
fraksinasi lagi menggunakan etil asetat (1:1) dalam corong pisah, hingga
didapatkan fraksi etil asetat dan residu. Fraksi etil asetat dievaporasi untuk
mendapatkan fraksi etil asetat yang pekat (FE) kemudian ditimbang. Residu
dipekatkan dan ditimbang sebagai residu (R).

3.7.4 Uji Aktivitas Antibakteri
Uji aktivitas ini dilakukan dengan mengacu pada protokol standar CLSI
MO07-A10 untuk metode mikrodilusi. Berikut adalah tahapan uji aktivitas

antibakteri.
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a. Penyiapan Media

1)

2)

Media Mueller Hinton Agar (MHA) untuk Peremajaan Bakteri

Timbang 3,8 gram Muller Hinton Agar, kemudian dilarutkan dalam
100 ml aquadest. Panaskan hingga larutan media jernih. Media disterilkan
selama 15 menit menggunakan autoklaf dengan tekanan udara 1 atm suhu
121°C. Media yang sudah steril dituang ke dalam cawan petri steril dalam
kondisi aseptik, kemudian didinginkan pada suhu ruang di dalam LAF

hingga media menjadi padat.

Media Cation Adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) untuk Uji
Mikrodilusi

Pembuatan media MHB dilakukan menggunakan erlenmeyer dengan
cara melarutkan 1,05 gram MHB dalam 50 ml akua demineralata,
kemudian dikocok hingga larut. Media disterilkan dalam autoklaf 121°C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Media yang sudah steril
ditambahkan dengan larutan MgCl. dan CaCl. steril hingga konsentrasi
Mg?* dalam media yaitu 10-12,5 mg/L dan Ca®" dalam media yaitu 20-25
mg/L (CLSI, 2015). Larutan induk MgCl; dibuat dengan cara melarutkan
MgCl; sebanyak 0,3915 g dalam 10 ml akua demineralata hingga didapat
konsentrasi Mg?* dalam larutan induk yaitu 10 mg/ml. Larutan induk
CaCl; dibuat dengan cara melarutkan CaCl, sebanyak 0,2775 g dalam 10
ml akua demineralata hingga didapat konsentrasi Ca?* dalam larutan induk
yaitu 10 mg/ml. Larutan 56,25 ul larutan induk MgClz dan 112,5 ul larutan
induk CaCl, ditambahkan pada 50 ml media MHB steril sehingga
didapatkan konsentrasi 11,25 mg Mg?*/L dan 22,5 mg Ca?*/L.

b. Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dan bahan yang akan digunakan dilakukan sterilisasi terlebih

dahulu. Alat dibungkus dengan kertas, lalu dimasukkan ke dalam autoklaf 121°C

dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.
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c. Peremajaan Biakan Bakteri

Biakan murni bakteri diremajakan pada cawan petri yang berisi media
MHA dengan cara menggores media MHA menggunakan jarum ose Yyang
mengandung bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 secara aseptis. Cawan petri
tersebut diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dalam inkubator.
d. Pembuatan Standar Mc Farland 0,5

BaCl, 1% sebanyak 0,05 ml dicampur dengan 9,95 ml H2SOa. sehingga
setara dengan 1 x 108 CFU/mI, kemudian divortex hingga homogen. Periksa
densitas standar Mc Farland dengan mengukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 625 nm pada
rentang 0,08-0,13 (CLSI, 2015).
e. Pembuatan Biakan Aktif

Bakteri hasil peremajaan dibiakkan secara aseptis pada 10 ml media
CAMHB untuk metode mikrodilusi hingga didapatkan suspensi bakteri yang
dihomogenkan dengan vortex. Kekeruhannya dibandingkan dengan standar Mc
Farland 0,5 menggunakan spektrofotometer UV Vis hingga didapat absorbansi
0,08-0,13. Kekeruhan pada absorbansi tersebut menunjukkan konsentrasi sel
bakteri dalam media yaitu 1 x 108 CFU/ml (CLSI, 2015).
f. Pembuatan Larutan Kontrol

1) Kontrol Negatif
Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 1% dalam media
CAMHB.
2) Kontrol Positif
Kontrol positif menggunakan 4 konsentrasi gentamisin yaitu 4; 2; 1;

dan 0,5 pg/ml yang didapatkan dari pengenceran larutan gentamisin sulfat

injeksi 40 mg/ml menggunakan media CAMHB.
g. Pembuatan Larutan Uji

Preparasi ekstrak dilakukan dengan menimbang 40,96 mg untuk ekstrak
dan 20,48 mg untuk fraksi dalam appendorf, kemudian dilarutkan dengan DMSO
100 pL (409.600 pg/ml untuk ekstrak dan 204.800 pg/ml untuk fraksi). Larutan

ekstrak/fraksi diencerkan dengan DMSO hingga konsentrasi ekstrak menjadi
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204.800; 102.400; 51.200; dan 25.600 pg/ml dan konsentrasi fraksi menjadi
102.400; 51.200; 25.600; 12.800; dan 6.400 pg/ml. Larutan ekstrak/fraksi dengan
seri konsentrasi tersebut diencerkan 100 kalinya menggunakan media CAMHB
sehingga didapatkan konsentrasi larutan uji ekstrak 256; 512; 1024; 2048 dan
4096 pg/ml, serta fraksi 64; 128; 256; 512; 1024 dan 2048 pg/ml.

Preparasi gentamisin sebagai kontrol positif mikrodilusi dilakukan dengan
mengencerkan gentamisin sulfat injeksi 40 mg/ml dengan media CAMHB hingga
konsentrasi gentamisin menjadi 200 pg/ml. Larutan tersebut kemudian diencerkan
dengan media CAMHB hingga mencapai konsentrasi 0,5; 1; 2; dan 4 pg/ml.
Preparasi DMSO 1% dalam media CAMHB untuk metode mikrodilusi sebagai
kontrol negatif ekstrak/fraksi dilakukan dengan memipet 10 uL DMSO 100% lalu
ditambahkan media CAMHB sebanyak 990 pL.

h. Uji Antibakteri Ekstrak dan Fraksi dengan Metode Mikrodilusi

Penentuan ICs aktivitas antibakteri dari ekstrak dan fraksi liken dilakukan
menggunakan metode mikrodilusi. Desain microplate ditunjukkan oleh gambar
3.3.

Suspensi bakteri dalam CAMHB (1 x 10%® CFU/ml) diencerkan 100
kalinya menggunakan CAMHB hingga konsentrasi bakteri menjadi 1 x 10°
CFU/ml. Setiap sumuran berisi 50 pL suspensi bakteri dalam CAMHB, lalu
ditambahkan larutan uji, kontrol positif, atau kontrol negatif sebanyak 50 pL.
Konsentrasi akhir bakteri tiap sumuran yaitu 5 x 10* CFU.

Uji antibakteri ekstrak dan fraksi terdiri dari campuran 50 pL larutan
ekstrak konsentrasi 256; 512; 1024; 2048; dan 4096 pg/ml dan fraksi konsentrasi
64; 128; 256; 512; 1024; dan 2048 pg/ml dalam DMSO 1% dan 50 uL bakteri (5
x 10° CFU/ml) dalam media CAMHB. Kontrol ekstrak merupakan campuran 50
pL larutan ekstrak konsentrasi 256; 512; 1024; 2048; dan 4096 pg/ml dan fraksi
konsentrasi 64; 128; 256; 512; 1024 dan 2048 pg/ml dalam DMSO 1% dan 50 pL
media CAMHB. Kontrol negatif ekstrak / fraksi merupakan campuran 50 pL
DMSO 1% dalam media CAMHB dan 50 pL bakteri dalam media CAMHB.
Kontrol DMSO 1% yaitu campuran 50 pL DMSO 1% dalam media CAMHB dan
50 uL media CAMHB. Kontrol positif merupakan campuran 50 pL gentamisin
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konsentrasi 0,5; 1; 2; dan 4 pg/ml dan 50 pL bakteri dalam media CAMHB.
Kontrol gentamisin adalah campuran 50 puL gentamisin konsentrasi 0,5; 1; 2; dan
4 pg/ml dan 50 pL media CAMHB. Campuran media CAMHB 50 pL dan bakteri
dalam CAMHB 50 pL merupakan kontrol negatif gentamisin, sedangkan media
CAMHB sebanyak 100 pL sebagai kontrol media. Semua perlakuan direplikasi
sebanyak 3 kali dengan menggunakan microplate yang berbeda. Semua prosedur
uji antibakteri dilakukan di dalam LAF.

Microplate 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H

Microplate 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
C
D
E
F
G
H

Gambar 3.2 Desain microplate uji antibakteri liken metode mikrodilusi
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Keterangan :
! Ekstrak / fraksi liken dalam DMSO 1% 50 uL + bakteri dalam CAMHB
50 pL
Ekstrak / fraksi liken dalam DMSO 1% 50 pL + media CAMHB 50 pL
Gentamisin 50 pL + bakteri dalam CAMHB 50 pL
Gentamisin 50 pL + media CAMHB 50 pL
DMSO 1% dalam media CAMHB 50 uL + bakteri dalam CAMHB 50 pL
DMSO 1% dalam media CAMHB 50 uL + media CAMHB 50 pL
Media CAMHB 50 pL + bakteri dalam CAMHB 50 pL
Media CAMHB 100 pL

Pengamatan dilakukan setelah inkubasi selama 18 jam pada suhu 35+2°C.
Pengukuran densitas sel dilakukan menggunakan microplate reader pada panjang
gelombang 625 nm dengan mengukur absorbansi tiap sumuran pada microplate.

3.7.5 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui adanya kandungan
alkaloid, saponin, sapogenin steroid atau triterpenoid, steroid atau terpenoid
bebas, flavonoid, polifenol dan antrakinon. Larutan ekstrak atau fraksi hasil
preparasi ditotolkan pada plat KLT Fzss kemudian dieluasi dengan eluen yang
sesuai untuk mendeteksi adanya golongan tertentu (Harborne, 1984).
a. Alkaloid

Sampel sebanyak 0,1 gram ditambah 1,7 ml HCI 2N, lalu dipanaskan di
atas penangas air selama 2-3 menit sambil diaduk, kemudian didinginkan.
Campuran ekstrak tersebut ditambah 0,1 gram NaCl, diaduk rata lalu disaring.
Filtrat ditambah 1,7 ml HCI 2N. Larutan yang didapatkan dibasakan dengan
NH4OH dan didiamkan selama 30 menit. Larutan tersebut diekstraksi dengan 1,7
ml kloroform, lalu disaring. Filtrat diuapkan sampai kering, kemudian dilarutkan
dalam metanol. Eluen yang digunakan yaitu etil asetat : metanol : air (9:2:2).

Setelah dieluasi, plat KLT dikeringkan lalu disemprot dengan pereaksi
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dragendorf. Adanya alkaloid ,dalam ekstrak akan menunjukkan warna kuning-
jingga pada noda.
b. Saponin

Sampel sebanyak 0,3 gram ditambahkan akuades 10 ml dalam tabung
reaksi, kemudian dikocok kuat-kuat selama 30 detik. Tes buih saponin positif
apabila terjadi buih yang stabil selama lebih dari 30 menit.
c. Sapogenin steroid atau triterpenoid

Sampel sebanyak 0,1 gram ditambah HCI 2N sebanyak 1,7 ml, dididihkan
dan ditutup dengan corong berisi kapas basah selama 2 jam, lalu didinginkan.
Campuran dinetralkan dengan amonia, kemudian diekstraksi dengan n-heksana 1
ml sebanyak 3 Kkali, lalu diuapkan hingga larutan tersisa 0,5 ml. Eluen yang
digunakan vyaitu n-heksana : etil asetat (4:1). Setelah dieluasi, plat KLT
dikeringkan lalu disemprot dengan pereaksi anisaldehid asam sulfat, lalu plat KLT
dipanaskan. Adanya sapogenin steroid atau triterpenoid dalam sampel akan
menunjukkan warna merah-ungu atau ungu pada noda.
d. Terpenoid atau steroid bebas

Sedikit sampel dilarutkan dalam metanol, lalu ditotolkan pada plat KLT.
Eluen yang digunakan yaitu n-heksana : etil asetat (4:1). Setelah dieluasi, plat
KLT dikeringkan lalu disemprot dengan pereaksi anisaldehid asam sulfat. Adanya
terpenoid atau steroid dalam ekstrak akan menunjukkan warna ungu atau merah
ungu pada noda.
e. Flavonoid

Sedikit sampel dilarutkan dalam metanol, lalu ditotolkan pada plat KLT.
Eluen yang digunakan yaitu lapisan atas dari campuran butanol : asam asetat
glasial : air (4:1:5). Setelah dieluasi, plat KLT dikeringkan. Uap amonia
digunakan sebagai penampak noda. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya
warna kuning intensif pada noda.
f. Polifenol

Sedikit sampel dilarutkan dalam metanol, lalu ditotolkan pada plat KLT.
Eluen yang digunakan yaitu kloroform : etil asetat (1:9). Setelah dieluasi, plat
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KLT dikeringkan. FeClz digunakan sebagai penampak noda. Hasil positif
ditunjukkan dengan adanya warna hitam pada noda.
g. Antrakinon

Sampel sebanyak 0,1 gram diekstraksi dengan akuades, disaring,
kemudian filtrat diekstraksi dengan 1 ml toluena sebanyak dua kali. Fase toluena
ditotolkan pada plat KLT. Eluen yang digunakan yaitu toluena : etil asetat : asam
asetat (75:24:1). Setelah dieluasi, plat KLT dikeringkan. 10% KOH dalam
metanol digunakan sebagai penampak noda. Hasil positif ditunjukkan dengan

adanya warna kuning pada noda.

3.7.6 Analisis Data
Persen penghambatan pertumbuhan bakteri dihitung berdasarkan rumus

persamaan berikut.

(Abs R—Abs S)

Persentase penghambatan pertumbuhan bakteri = (1 — ————=
(Abs P—Abs Q)

) x 100%

(Quave dkk., 2008)
Keterangan

Abs : absorbansi

P : kontrol negatif ekstrak/fraksi/gentamisin
Q : kontrol DMSO 1% atau media CAMHB
R - larutan uji ekstrak/fraksi/gentamisin

S : kontrol ekstrak/fraksi/gentamisin

Inhibitory Concentration 50% (ICso) ditetapkan sebagai konsentrasi uji
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri sebesar 50% (Soothill dkk., 1992).
ICso didapatkan dengan menggunakan analisis probit menggunakan program
SPSS 16.0. Hasil dari 1Cso dilakukan analisis menggunakan One Way Anova
untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan bermakna dari masing-masing
kelompok uji, kemudian dilanjutkan menggunakan uji LSD (Least Significant
Difference) untuk mengetahui kelompok mana saja yang mempunyai perbedaan
bermakna dengan p < 0,05 dan tingkat kepercayaan 95%.
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Aktivitas antibakteri kontrol positif gentamisin ditentukan sebagai KHM.
KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) ditetapkan sebagai konsentrasi terkecil
dari larutan uji yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri sebanyak >80%
(CLSI, 2015).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian, kesimpulan yang dapat
diambil yaitu

1. Nilai rata-rata 1Cso yaitu ekstrak sebesar 2003,033 + 21,616 pg/ml, fraksi
heksana sebesar 1942,809 * 21,379 pg/ml, fraksi diklorometana sebesar
907,296 * 30,822 pg/ml, fraksi etil asetat sebesar 2004,190 + 48,635 pg/mi,
dan residu sebesar 1645,383 + 83,446 pg/ml.

2. Ekstrak metanol liken Parmelia dilatata Vain. mengandung golongan
senyawa saponin, steroid atau terpenoid bebas, flavonoid, polifenol, dan
antrakinon. Fraksi heksana mengandung terpenoid atau steroid bebas,
flavonoid, dan antrakinon; fraksi diklorometana mengandung flavonoid,
polifenol, dan antrakinon; fraksi etil asetat mengandung polifenol; dan residu
dimungkinkan tidak mengandung golongan senyawa metabolit sekunder yang

dilakukan pengujian.

5.2 Saran
Adapun saran untuk penelitian ini adalah sebagai berikut
1. Perlu dilakukan penelitian aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi liken
Parmelia dilatata terhadap bakteri lain.
2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk isolasi senyawa yang berperan
sebagai antibakteri.

3. Perlu dilakukan penelitian aktivitas biologis lain dari Parmelia dilatata.
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LAMPIRAN

Lampiran A Hasil Determinasi Sampel Liken

UNIVERSITAS GADJAH MADA
FAKULTAS BIOLOG!
LABORATORIUM SISTEMATIKA TUMBUHAN

Jakan Tekrika Selatan Sebip Utara Yopyakarta 35221 Telpon (0274} 6492262/64592272; Fax: {0274580639

SURAT KETERANGAN

Nomor : 01363/ 5,Tb, /VIf 2018

Yang bertanda tangan dibawah ini, Kepala Laboratorium Sistematika Tumbuhan Fakultas Biologi
UGM, menerangkan dengan sesungguhnya hahwa,

Nama : Yuvita Dizan Damayanti
Asal instansi : Fakultas Farmasi Universitas Jember

telah melakukan identifikasi lichen dengan hasil sebagai berikut,

Divisi : Ascomycota

Class : Lecanoromycetes
Ordo : Lecanorales

Familia : Parmeliaceae

Genus : Parmelia

Species : Parmelia dilotata Vain.

identifikasi tersebut dibantu oleh Ludmilla Fitri Untari, $.5i., M.Si.
Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dipergunakan seperlunya,

Yogyakarta, 4 Juni 2018
Mengetahui, Kepala Laboratorium
@ Eak Sistematika Tumbuhan

Fakultas Biclogi UGM

/ ,': £
etidi Daryoffo, M.Agr.Sc. Dr. Purnﬁ;

97003261995121001 “ NIP. 195504211982031005
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Lampiran B. Data Rendemen Ekstrak dan Fraksi Liken Parmelia dilatata

Vain.

1. Rendemen Ekstrak Metanol

o

Berat wadah + ekstrak metanol liken
Berat wadah

Berat ekstrak metanol liken
Rendemen ekstrak metanol liken

2. Rendemen Fraksi n-Heksana

20,109
10,55 g
9,55¢

berat ekstrak kering
x 100%

berat serbuk awal
9,55¢g
55,74 g

17,13%

X 100%

Berat wadah + fraksi heksana liken
Berat wadah

11,16 g
10,58 g
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Berat fraksi heksana liken 0,58 g

berat fraksi kering

Rendemen fraksi heksana liken

berat serbuk awal * 100%
= 9389 000
4,00 g
= 14,50%
3. Rendemen Fraksi Diklorometana
™
! ok
- im—
aiisnltis %
Berat wadah + fraksi diklorometana = 11,30¢g
liken
Berat wadah = 10,59¢g
Berat fraksi diklorometana liken = 0,/71g
Rendemen fraksi diklorometana = berat ekstrak kering
liken berat serbuk awal x 1002
= 9709 00w
4,00 g

= 17,75%
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4. Rendemen Fraksi Etil Asetat

p . |

Berat wadah + fraksi etil asetat liken

Berat wadah
Berat fraksi etil asetat liken

Rendemen fraksi etil asetat liken

5. Rendemen Residu

11,319
10,33 g
098¢

berat ekstrak kering

0,
berat serbuk awal Sead

0,98 g
4,00 g

24,50%

X 100%

Berat wadah + residu liken
Berat wadah

Berat residu liken
Rendemen residu liken

12,06 g

10,459
1619

berat ekstrak kering

X 0
berat serbuk awal 100%
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1,61g
4,00g

40,25%

X 100%
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Lampiran C. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi Liken Parmelia

dilatata Vain. untuk Uji Antibakteri

Penimbangan sampel = 10,24 mg

Konsentrasi sampel dalam DMSO

Pengenceran sampel dengan DMSO :

a. Konsentrasi 51200 pg/ml
102400 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

b. Konsentrasi 25600 pg/ml
51200 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

c. Konsentrasi 12800 pg/ml
25600 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

d. Konsentrasi 6400 pg/ml
12800 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

e. Konsentrasi 3200 pg/ml
6400 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

Pengenceran sampel dengan MHB :

a. Konsentrasi 1024 pg/ml
102400 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

b. Konsentrasi 512 pg/ml
51200 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

c. Konsentrasi 256 pg/mi
25600 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

d. Konsentrasi 128 pg/ml
12800 pg/ml x volume yang dibutuhkan

10,24 mg p
100 ul

10,24 x 10* ug/ml

= 51200 pg/ml x 0,1 ml

0,05 ml ad 0,1 ml

25600 pg/ml x 0,1 ml
0,05 mlad 0,1 ml

12800 pg/ml x 0,1 ml

= 0,05 mlad0,1 ml

6400 pg/ml x 0,1 ml
0,05 ml ad 0,1 ml

3200 pg/mL x 0,1 ml

= 0,05mlad0,1 ml

= 1024 pg/ml x 1. ml

0,01l mlad 1 ml

512 pg/ml x 1 ml
0,01 mlad 1 ml

= 256 pg/ml x 1 mi

0,01 mlad 1 ml

128 pg/mL x 1 ml
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e.

f.

Volume yang dibutuhkan

Konsentrasi 64 pg/mi
6400 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

Konsentrasi 32 pg/mil
3200 pg/ml x volume yang dibutuhkan
Volume yang dibutuhkan

0,0l mlad 1 ml

64 pg/ml x 1 ml
0,01 mlad 1 ml

32 pg/ml x 1 ml
0,01 mlad 1 ml
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Lampiran D. Perhitungan Konsentrasi Gentamisin untuk Uji Antibakteri

Konsentrasi larutan injeksi gentamisin sulfat = 40 mg/ml

Berat molekul gentamisin = 477,596 g/mol
Berat molekul gentamisin sulfat = 575,675 g/mol
Konsentrasi gentamisin = 477,596 g/mol
575,675 g/mol x 40 mg/ml
= 33,185 mg/mi
Pembuatan larutan induk gentamisin 200 pg/ml :
33,185 mg/ml x volume yang dibutuhkan = 200 pg/ml x 1 ml
Volume yang dibutuhkan = 6,03 plad 1 mil
Pengenceran gentamisin dengan MHB :
a. Konsentrasi 8 pug/ml
200 pg/ml x volume yang dibutuhkan = 8ug/ml x 2 ml
Volume yang dibutuhkan = 0,08 mlad 2 ml
b. Konsentrasi 4 pug/ml
8 pg/ml x volume yang dibutuhkan = 4 pug/ml x 2 ml
Volume yang dibutuhkan = 1mlad2ml
c. Konsentrasi 2 pg/mi
4 ug/ml x volume yang dibutuhkan = 2 ug/ml x 2 ml
Volume yang dibutuhkan = 1mlad2ml
d. Konsentrasi 1 pg/mi
2 pg/ml x volume yang dibutuhkan = 1pg/mL x 2ml
Volume yang dibutuhkan = 1mlad2ml
e. Konsentrasi 0,5 pg/mi
1 pg/ml x volume yang dibutuhkan = 0,5 pg/mL x 2 ml

Volume yang dibutuhkan = 1mlad2ml
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Lampiran E. Hasil Uji Antibakteri Metode Mikrodilusi

Absorbansi kelompok ekstrak

Konsentrasi ekstrak

Pengujian kelompok ekstrak

Kontrol ekstrak

(ng/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

4096 0,661 0,671 0,668 0,372 0,372 0,370

2048 0,814 0,816 0,810 0,350 0,349 0,348

1024 0,785 0,781 0,792 0,192 0,190 0,189

512 0,998 0,976 0,998 0,116 0,119 0,114

256 1,060 1,050 1,056 0,105 0,106 0,105

Absorbansi kelompok fraksi heksana
Konsentrasi Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi
fraksi (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

2048 0,721 0,715 0,709 0,245 0,240 0,237
1024 0,747 0,724 0,725 0,182 0,185 0,185
512 0,929 0,933 0,904 0,166 0,165 0,164
256 0,965 0,950 0,947 0,115 0,116 0,112
128 0,992 0,967 0,957 0,112 0,109 0,093
64 1,034 1,019 0,966 0,122 0,122 0,086
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Absorbansi kelompok fraksi diklorometana

Konsentrasi Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi
fraksi (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

2048 0,551 0,585 0,599 0,439 0,435 0,438
1024 0,807 0,785 0,771 0,285 0,281 0,259
512 0,866 0,879 0,862 0,159 0,161 0,159
256 0,912 0,909 0,904 0,101 0,102 0,100
128 0,954 0,951 0,937 0,097 0,102 0,095
64 0,978 0,986 0,958 0,107 0,107 0,092

Absorbansi kelompok fraksi etil asetat

Konsentrasi Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi
fraksi (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 0,884 0,881 0,862 0,407 0,408 0,410
1024 0,788 0,791 0,802 0,178 0,176 0,174
512 0,861 0,832 0,876 0,117 0,114 0,151
256 0,928 0,929 0,891 0,121 0,124 0,100
128 0,983 0,969 0,966 0,115 0,122 0,105

64 1,021 1,003 1,037 0,072 0,076 0,117
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Absorbansi kelompok residu

Konsentrasi Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi
fraksi (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 0,617 0,618 0,602 0,203 0,209 0,210
1024 0,704 0,698 0,710 0,138 0,141 0,140
512 0,918 0,876 0,829 0,124 0,125 0,131
256 0,972 0,924 0,931 0,117 0,091 0,111
128 1,007 0,951 0,971 0,119 0,092 0,117
64 1,053 1,007 1,039 0,142 0,098 0,136
Absorbansi gentamisin
Konsentrasi Pengujian gentamisin Kontrol gentamisin
gentamisin — ) h Il {f . _— _—
(ug/m) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
4 0,181 0,181 0,180 0,154 0,154 0,156
2 0,163 0,167 0,166 0,130 0,132 0,132
1 0,209 0,203 0,210 0,114 0,116 0,111
0,5 0,287 0,276 0,257 0,103 0,107 0,111

o1


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Absorbansi kelompok kontrol

Kelompok

Kontrol media CAMHB

Kontrol negatif

Kontrol DMSO 1%

Kontrol negatif ekstrak

gentamisin dan fraksi
Replikasi Replikasi Replikasi Replikasi
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,115 0,117 0,109 1,070 1,066 1,020 0,103 0,100 0,107 1,048 1,058 1,028
Absorbansi 0,113 0,114 0,119 1,08 1,060 1,098 0,102 0,101 0,108 1,041 1,061 1,031
0,113 0,120 0,121 1,000 1,009 1,020 0,104 0,104 0,100 1,028 1,034 1,062
Rata-rata

absorbansi 0,114 0,117 0,116 1052 1045 1046 0,203 0,102 0,105 1,039 1051 1,040
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Lampiran F. Perhitungan Uji Antibakteri

Berikut adalah contoh perhitungan % penghambatan dari ekstrak liken dengan

rumus :

(Abs R—Abs S)

Persentase penghambatan pertumbuhan bakteri = (1 — (Abs P—4b5 Q)

) x 100%

a. Selisih absoransi kelompok ekstrak dengan kontrol ekstrak

Konsentrasi  Selisih absorbansi kelompok ekstrak (R) Hasil R-S
ekstrak dengan kontrol ekstrak (S)
(ng/ml) Replikasi Replikasi
L 2 3 1 2 3
4096 0,661-0,371 0,671-0,372 0,668-0,370 0,290 0,299 0,298
2048 0,814-0,346 0,816-0,349 0,810-0,348 0,468 0,467 0,462
1024 0,785-0,179 0,781-0,190 0,792-0,189 0,606 0,591 0,603
512 0,998-0,112 0,976-0,119 0,998-0,114 0,886 0,857 0,884
256 1,060-0,104 1,050-0,106 1,056-0,105 0,956 0,944 0,951
b. Selisih absorbansi kontrol negatif ekstrak dengan kontrol DMSO 1%
Selisih absorbansi kelompok ekstrak (P) .
dengan kontrol ekstrak (Q) JEELES
Replikasi Replikasi
1 2 ’) 1 2 3
Absorbansi  1,039-0,103 1,051-0,102 1,040-0,105 0,936 0,949 0,935
c. Persen penghambatan ekstrak liken
Penghambatan Ekstrak Liken
Konsentrasi % Penghambatan bakteri
ekstrak (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
4096 69,885 68,539 68,913
2048 51,650 50,737 51,893
1024 38,242 37,781 37,131
512 8,093 9,761 7,919
256 0,486 0,597 0,834
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Kurva Penghambatan Bakteri oleh Ekstrak Liken

Replikasi 1

y =60,57x - 148,6

70 - r=0987

60 -
50 -
40 - o
30 -

10 - ¢
0 T T T 1

-10 2 3 4
Log konsentrasi (pug/ml)

% Penghambatan bakteri

P}
[E=Y

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=>5, adalah 0,878
2. r = 0,987 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak liken.

Replikasi 2

70 1 y=58.75x-1433
. r=0,990

50 -
40 - o
30 -
20 -
10 - s

0 . . . .

10 ¢ 1 2 3 4
Log konsentrasi (ug/ml)

% Penghambatan bakteri

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=>5, adalah 0,878
2. r = 0,990 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak liken.
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Replikasi 3

80 -

70 4 Y =959.83x-146.7
r=0,987

60 -

50 -
40 -
30 -
20 -
10 - A

0 . . . .

10 ¢ 1 2 3 4
Log konsentrasi (pg/ml)

% Penghambatan bakteri

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878
2. r = 0,987 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen
penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak liken.

Penghambatan Fraksi Heksana Liken

Konsentrasi fraksi % Penghambatan bakteri
(ng/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 50,399 50,538 50,816
1024 41,125 43,188 42,302
512 20,424 19,154 20,848
256 11,497 12,149 10,798
128 8,371 9,568 7,662

64 5,036 5,513 5,916
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Kurva Penghambatan Bakteri oleh Fraksi Heksana Liken

Replikasi 1
60

y =32.14x - 59.18
50 - r=0.950 4

40

30

2

20

10 *

*

% Penghambatan bakteri

O T T T T T T 1
ﬂ) 0.5 1 15 2 2.5 3 35
10 .
Log konsentrasi (png/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,950 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana liken.

Replikasi 2

60
y =31.57x - 57.45
50 - r =0.942 L 4

40

30

20
10 ¢

*

% Penghambatan bakteri

0 T T T T T T 1
EI) 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5
10 .
Log konsentrasi (ug/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,942 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana liken.
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Replikasi 3
60 -
y =32.11x - 59.12
50 - r=0.946 *
40 - *

30 -

10 - L 4

% Penghambatan bakteri

EP 0.5 1 15 2 25 3 35
-10 .
Log konsentrasi (ug/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,946 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen
penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana liken.

Penghambatan Fraksi Diklorometana Liken

Konsentrasi fraksi % Penghambatan bakteri
(ng/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 83,605 84,300 82,787
1024 45,606 47,482 45,260
512 26,294 25,217 24,768
256 15,422 15,908 14,041
128 10,733 11,428 9,943

64 9,724 7,850 7,698
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Kurva Penghambatan Bakteri oleh Fraksi Diklorometana Liken

90
80

60
50
40
30
20
10

% Penghambatan bakteri

-10

70 -

Replikasi 1
| y=46.02x - 85.86 .
r=0.904
| .
| *
2
1 2
0 0.5 1 15 2 25 3 3.5
Log konsentrasi (png/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811

r = 0,904 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana liken.

90

70
60
50
40
30
20
10

% Penghambatan bakteri

-10

80 -

Replikasi 2
y = 47.43x - 89.33 ¢
r=0.912
| L 2
] .
2
1 2
T T T / T T T 1
0 0.5 1 15 2 25 3 35
Log konsentrasi (ug/ml)

Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811

r = 0,912 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana liken.
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Replikasi 3
90 -
80 - y=46.70x - 88.76 *
70 | r=0.908
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

L 4
10 - ®

% Penghambatan bakteri

10 0 0.5 1 15 2 25 3 35
Log konsentrasi (ug/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,908 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen
penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana liken.

Penghambatan Fraksi Etil Asetat Liken

Konsentrasi fraksi % Penghambatan bakteri
(ng/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 50,295 50,211 51,675
1024 36,436 35,183 32,858
512 22,438 24,298 22,452
256 15,943 15,169 15,467
128 9,517 10,744 7,947

64 1,146 2,388 1,639
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Kurva Penghambatan Fraksi Etil Asetat Liken

Replikasi 1
60 -

y = 31.60x - 58.24

50 - r= 0984

20 -
10 -

% Penghambatan bakteri

0 T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3:5

-10 -
Log konsentrasi (ug/ml)

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,984 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat liken.

Replikasi 2

60
50 4 Y= 30.52x - 55.09 TS
r=0,983

40

= N
o o
I I

% Penghambatan bakteri
w
o

‘ T T T 1

0 0.5 1 5 2 2.5 3 35
Log konsentrasi (ug/ml)

o

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,983 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat liken.
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60 -

40 -

Replikasi 3

| y=31.51x - 58.63
S0 r=0,975

L

% Penghambatan bakteri

05

1 1.5

2 2.5

Log konsentrasi (pg/ml)

3.5

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n= 6, adalah 0,811

2.

61

r = 0,975 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat liken.

Penghambatan Residu Liken

Konsentrasi fraksi

% Penghambatan bakteri

(ng/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2048 56,895 56,917 58,090
1024 41,056 41,292 39,059

512 17,298 20,927 25,339
256 10,941 12,219 12,259
128 7,503 9,515 8,731
64 5,002 4,284 3,457
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Kurva Penghambatan Residu Liken

Replikasi 1

y = 34.78x - 65.90 ¢
50 r=0,930

40 - b

30 -

20 -

10 - L4
.

0 T T T / T

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5

Log konsentrasi (ug/ml)

% Penghambatan bakteri

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,930 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi residu liken.

Replikasi 2

y = 34.85x - 64.98 *
50 r=0,951

30 -
20 - 2

10 - ¢
.
/

% Penghambatan bakteri

0 T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Log konsentrasi (ug/ml)

(
-10 -

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811
2. r = 0,951 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi residu liken.
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60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% Penghambatan bakteri

Replikasi 3

y = 35.85x - 67.19

r=0,966

*

2

-10 -

0.5

1 1.5

2 24

Log konsentrasi (pg/ml)

3.5

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=6, adalah 0,811

2. r = 0,966 > r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen

penghambatan bakteri dengan konsentrasi residu liken.

Penghambatan Gentamisin

Konsentrasi % Penghambatan bakteri Cv

fraksi (ug/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3  Rata-rata

4 97,158 97,052 06,776 20990F 4903

’ ' ' 0,197 ’

96,141 +

2 96,554 96,270 95,599 0.490 0,510
89,616 +

1 89,840 90,728 88,279 1240 1,383

0,5 80,426 81,918 80,915 b 0,938

0,761
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Lampiran G. Hasil Analisis Probit (I1Cso) Antibakteri Liken P. dilatata Vain.

a. Ektrak Liken

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)®
Lower Upper Lower | Upper
Probability] Estimate Bound Bound Estimate | Bound [Bound
PROBIT? 0.01 159.105 13.806 365.038 2.202| 1.140| 2.562
0.02 213.770 25.173 448.510 2.330| 1.401f 2.652
0.03 257.826 36.783 512.036 2.411| 1.566( 2.709]
0.04 296.856 48.869 566.387 2.473| 1.689( 2.753
0.05 332.922 61.513 615.426 2.522| 1.789( 2.789
0.06 367.052 74.758 661.050 2.565| 1.874| 2.820
0.07 399.844 88.634 704.353 2.602| 1.948| 2.848
0.08 431.684 103.158 746.041 2.635| 2.014| 2.873
0.09 462.837 118.346 786.606 2.665 2.073| 2.896
0.1 493.497 134.213 826.408 2.693| 2.128( 2.917
0.15 643.603 224.074 1022.301 2.809| 2.350( 3.010
0.2 794.844 332.055 1227.715 2.900| 2.521 3.089
0.25 952.623 458.123 1459.128 2.979| 2.661| 3.164
0.3 1120.835 600.935 1734.266 3.050( 2.779| 3.239]
0.35 1303.113 757.841 2075.321 3.115( 2.880| 3.317
0.4 1503.414 925.629 2510.814 3.177( 2.966| 3.400]
0.45 1726.465| 1101.851 3077.566 3.237| 3.042| 3.488
0.5 1978.264| 1285.962 3824.541 3.296( 3.109| 3.583
0.55 2266.788| 1479.724 4820.634 3.355| 3.170| 3.683
0.6 2603.095| 1687.124 6169.023 3.415( 3.227| 3.790]
0.65 3003.216| 1914.444 8033.578 3.478| 3.282| 3.905
0.7 3491.620| 2170.986| 10690.920 3.543( 3.337| 4.029]
0.75 4108.161| 2471.066| 14643.854 3.614| 3.393| 4.166
0.8 4923.645| 2838.707| 20901.922 3.692( 3.453| 4.320]
0.85 6080.655| 3319.759| 31808.088 3.784| 3.521| 4.503
0.9 7930.201| 4020.874| 54238.191 3.899( 3.604| 4.734
0.91 8455.529| 4208.531| 61740.862 3.927| 3.624( 4.791
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0.92 9065.739| 4421.280[ 71089.111 3.957| 3.646( 4.852
0.93 9787.649| 4666.437( 83031.244 3.991| 3.669| 4.919|
0.94 10662.069| 4954.918| 98783.541 4.028 3.695| 4.995
0.95 11755.098| 5304.016 120467.753 4.070| 3.725| 5.081
0.96 13183.262| 5743.449| 152159.683 4.120( 3.759| 5.182
0.97 15178.942| 6330.689| 202867.283 4.181( 3.801| 5.307
0.98 18307.161| 7200.112| 297560.022 4.263| 3.857| 5.474
0.99 24597.170| 8807.433| 544953.326 4.391| 3.945| 5.736

a. A heterogeneity factor is used.
b. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso ekstrak metanol liken replikasi 1 adalah 1978,264 pg/ml.

Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)®
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate |Bound |[Bound

PROBIT 0.01 144.487 13.802 333.265 2.160| 1.140| 2.523

: 0.02 196.793 25.273 414.083 2.294( 1.403| 2.617
0.03 239.411 37.031 476.083 2.379 1.569| 2.678
0.04 277.452 49.299 529.412 2.443( 1.693| 2.724
0.05 312.811 62.161 577.722 2.495( 1.794| 2.762
0.06 346.436 75.656 622.813 2.540| 1.879| 2.794
0.07 378.879 89.814 665.728 2.579( 1.953| 2.823
0.08 410.498 104.652 707.140 2.613| 2.020| 2.850]
0.09 441.540 120.188 747518 2.645( 2.080| 2.874
0.1 472.185 136.435 787.212 2.674] 2.135| 2.896
0.15 623.401 228.701 983.457 2.795( 2.359| 2.993
0.2 777.429 339.954 1190.505 2.891( 2.531| 3.076
0.25 939.568|  470.133 1424973 2.973( 2.672| 3.154
0.3 1113.801 617.778 1705.109 3.047] 2.791| 3.232
0.35 1303.969 780.084 2053.919 3.115( 2.892| 3.313
0.4 1514.360 953.794 2500.936 3.180[ 2.979| 3.398
0.45 1750.170| 1136.672 3084.183 3.243( 3.056| 3.489
0.5 2018.065| 1328.622 3854.255 3.305( 3.123| 3.586
0.55 2326.965| 1531.994 4882.601 3.367 3.185| 3.689
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0.6

0.65
0.7

0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

2689.311
3123.222
3656.476
4334.527
5238.530
6532.848
8624.978
9223.589
9921.074
10749.028
11755.662
13019.297
14678.505
17010.816
20694.722
28186.555

1751.457
1994.129
2270.495
2596.751
3000.251
3533.541
4319.689
4531.651
4772.669
5051.289
5380.298
5780.003
6285.402
6964.421
7976.597
9866.557

6276.633
8207.406
10964.237
15073.919
21596.082
32995.088
56521.634
64408.589
74245.166
86824.395
103436.435
126334.233
159850.752
213575.810
314139.417
577791.570

3.430
3.495
3.563
3.637
3.719
3.815
3.936
3.965
3.997
4.031
4.070
4.115
4.167
4.231
4.316
4.450

3.243
3.300
3.356
3.414
3.477
3.548
3.635
3.656
3.679
3.703
3.731
3.762
3.798
3.843
3.902
3.994
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3.798
3.914
4.040]
4.178
4.334
4.518
4.752
4.809
4871
4.939
5.015
5.102
5.204
5.330]
5.497
5.762

a. A heterogeneity factor is used.
b. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso ekstrak metanol liken replikasi 2 adalah 2018,085 pg/ml.

Replikasi 3
Confidence Limits
95% Confidence Limits
95% Confidence Limits for konsentrasi|  for log(konsentrasi)®
Lower Lower | Upper
Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate |Bound |[Bound
PROBIT 0.01 156.191 16.936 350.043 2.194( 1.229| 2.544
: 0.02 210.736 30.179 432.562 2.324] 1.480| 2.636
0.03 254.844 43.465 495.593 2.406( 1.638| 2.695
0.04 294.009 57.122 549.643 2.468| 1.757| 2.740]
0.05 330.267 71.272 598.490 2.519( 1.853| 2.777
0.06 364.629 85.978 643.988 2.562( 1.934| 2.809
0.07 397.687 101.275 687.210 2.600( 2.006| 2.837
0.08 429.822 117.190 728.849 2.633 2.069| 2.863
0.09 461.297 133.742 769.386 2.664( 2.126| 2.886
0.1 492.303 150.947 809.176 2.692( 2.179| 2.908
0.15 644.470 247.135 1005.059 2.809( 2.393| 3.002
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0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

798.302
959.230
1131.215
1317.997
1523.674
1753.169
2012.749
2310.762
2658.808
3073.723
3581.242
4223.343
5074.715
6286.025
8228.991
8782.103
9425.196
10186.800
11110.364
12266.327
13779.004
15896.636
19223.815
25937.251

360.793

491.772

638.676

798.988

969.879
1149.457
1337.751
1537.011
1751.660
1988.457
2257.383
2573.853
2963.870
3477.278
4230.499
4432.941
4662.834
4928.218
5241.108
5620.565
6099.392
6741.157
7694.840
9467.493

1210.216
1440.592
1713.074
2048.438
2472.947
3020.067
3733.923
4676.218
5938.807
7666.585
10102.282
13683.357
19279.738
28887.899
48286.250
54698.720
62647.453
72744.471
85979.504
104069.252
130289.762
171824.536
248386.493
444541.232

2.902
2.982
3.054
3.120
3.183
3.244
3.304
3.364
3.425
3.488
3.554
3.626
3.705
3.798
3.915
3.944
3.974
4.008
4.046
4.089
4.139
4.201
4.284
4.414

2.557
2.692
2.805
2.903
2.987
3.060
3.126
3.187
3.243
3.299
3.354
3411
3.472
3.541
3.626
3.647
3.669
3.693
3.719
3.750
3.785
3.829
3.886
3.976

67

3.083
3.159
3.234
3.311
3.393
3.480]
3.572
3.670]
3.774
3.885
4.004
4.136
4.285
4.461
4.684
4.738
4.797
4.862
4.934
5.017
5.115
5.235
5.395
5.648

a. A heterogeneity factor is used.
b. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso ekstrak metanol liken replikasi 3 adalah 2012,749 pg/ml.
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b. Fraksi Heksana Liken

68

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log(konsentrasi)?
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate |Bound |Bound

PROBIT 0.01 22.952 9.390 41.590 1.361| .973| 1.619
0.02 38.567 18.016 64.264 1.586| 1.256 1.808
0.03 53.608 27.203 84.816 1.729| 1.435[ 1.928
0.04 68.677 37.050 104.610 1.837| 1.569( 2.020]
0.05 84.008 47.594 124.179 1.924| 1.678| 2.094
0.06 99.725 58.856 143.804 1.999| 1.770( 2.158
0.07 115.908 70.852 163.667 2.064( 1.850| 2.214
0.08 132.614 83.596 183.897 2.123( 1.922| 2.265
0.09 149.889 97.098 204.599 2.176( 1.987| 2.311
0.1 167.773 111.371 225.864 2.225( 2.047| 2.354
0.15 267.548 194.574 343.502 2.427( 2.289| 2.536
0.2 387.691 297.844 487.891 2.588( 2.474| 2.688
0.25 532.943| 421.054 671.960 2.727| 2.624| 2.827
0.3 709.225 564.479 911.794 2.851| 2.752| 2.960]
0.35 924.239 730.312 1226.982 2.966( 2.864| 3.089
0.4 1188.251 923.233 1642.606 3.075[ 2.965| 3.216
0.45 1515.260| 1150.403 2193.153 3.180( 3.061| 3.341
0.5 1924.829| 1421.839 2928.450 3.284( 3.153| 3.467
0.55 2445.102| 1751.549 3923.152 3.388( 3.243| 3.594
0.6 3117.998| 2159.745 5293.332 3.494( 3.334| 3.724
0.65 4008.667| 2676.883 7227.698 3.603[ 3.428| 3.859
0.7 5223.966| 3351.384| 10050.960 3.718( 3.525| 4.002
0.75 6951.904| 4265.696 14364.988 3.842( 3.630| 4.157
0.8 9556.501| 5573.807( 21404.918 3.980( 3.746| 4.331
0.85 13847.844| 7604.432( 34111.056 4.141( 3.881| 4.533
0.9 22083.185| 11227.656| 61385.921 4.344 4.050| 4.788
0.91 24718.093| 12333.691| 70756.978 4.393| 4.091| 4.850]
0.92 27938.046| 13658.278| 82570.254 4.446( 4.135| 4.917
0.93 31964.760| 15278.534| 97854.564 4505 4.184| 4.991
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0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

37151.756
44102.513
53947.638
69112.047
96064.821
161423.520

17315.096
19969.516
23610.127
29003.780
38120.182

58625.216

118300.811
146895.685
189459.260
259075.811
392807.825
757227.940

4.570
4.644
4.732
4.840
4.983
5.208

4.238
4.300
4.373
4.462
4.581
4.768

69

5.073
5.167
5.278
5.413
5.594
5.879

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi heksana liken replikasi 1 adalah 1924,829 pg/ml.

Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log(konsentrasi)?
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 19.917 7.722 37.189 1.299| .888| 1.570]
0.02 34.113 15.233 58.294 1.533| 1.183| 1.766
0.03 47.996 23.408 77.640 1.681| 1.369( 1.890]
0.04 62.052 32.306 96.420 1.793| 1.509| 1.984
0.05 76.469 41.948 115.100 1.883 1.623| 2.061
0.06 91.352 52.350 133.930 1.961| 1.719( 2.127
0.07 106.765 63.526 153.072 2.028 1.803| 2.185
0.08 122.761 75.488 172.645 2.089| 1.878| 2.237
0.09 139.381 88.250 192.748 2.144| 1.946| 2.285
0.1 156.661 101.824 213.466 2.195| 2.008| 2.329
0.15 254.161 182.243 329.132 2.405( 2.261| 2.517
0.2 373.361 284.081 473.090 2.572| 2.453| 2.675
0.25 519.298|  407.308 659.241 2.715 2.610| 2.819
0.3 698.384|  552.170 905.371 2.844| 2.742| 2.957
0.35 919.036 720.949 1233.468 2.963| 2.858| 3.091
0.4 1192.555 918.665 1671.960 3.076( 2.963| 3.223
0.45 1534.434| 1153.073 2260.302 3.186( 3.062| 3.354
0.5 1966.448| 1435.058 3055.997 3.294( 3.157| 3.485
0.55 2520.094| 1779.908 4145.947 3.401 3.250| 3.618
0.6 3242.549| 2209.778 5666.473 3.511| 3.344| 3.753
0.65 4207.580| 2758.193 7841.297 3.624| 3.441| 3.894
0.7 5536.955| 3478.712( 11059.270 3.743 3.541| 4.044
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0.75 7446.432| 4462.995| 16049.101 3.872| 3.650| 4.205
0.8 10357.057| 5883.200f 24324.600 4.015| 3.770| 4.386
0.85 15214.449] 8109.254 39540.648 4.182| 3.909| 4.597
0.9 24683.421| 12128.288| 72956.629 4.392| 4.084| 4.863
0.91 27743.595| 13364.555| 84603.024 4.443| 4.126| 4.927
0.92 31499.506| 14849.945( 99377.347 4.498| 4.172| 4.997
0.93 36218.814| 16673.389| 118624.863 4.559| 4.222| 5.074
0.94 42330.070| 18974.429| 144570.368 4.627| 4.278| 5.160]
0.95 50568.261| 21986.991| 181171.194 4.704| 4.342| 5.258
0.96 62317.812| 26140.262| 236201.303 4,795 4.417 5.373
0.97 80567.211| 32332.014| 327306.766 4.906| 4.510| 5.515
0.98 113354.686| 42882.104( 505089.008 5.054| 4.632| 5.703
0.99 194155.156| 66898.938( 1001124.173 5.288| 4.825| 6.000]

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi heksana liken replikasi 2 adalah 1966,448 pg/ml.

Replikasi 3
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?

Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound
PROBIT 0.01 22.594 9.203 41.051 1.354| .964| 1.613
0.02 38.064 17.718 63.566 1.581| 1.248| 1.803

0.03 52.995 26.810 84.008 1.724( 1.428| 1.924

0.04 67.976 36.573 103.719 1.832| 1.563| 2.016

0.05 83.234 47.043 123.225 1.920( 1.672| 2.091

0.06 98.891 58.239 142.803 1.995| 1.765| 2.155

0.07 115.025 70.176 162.631 2.061| 1.846| 2.211

0.08 131.692 82.868 182.839 2.120| 1.918| 2.262

0.09 148.938 96.327 203.531 2.173| 1.984| 2.309

0.1 166.803 110.564 224.797 2.222| 2.044| 2.352

0.15 266.622 193.704 342.623 2.426| 2.287| 2.535

0.2 387.064 297.111 487.577 2.588| 2.473| 2.688

0.25 532.927 420.666 672.763 2.727| 2.624| 2.828

0.3 710.216 564.665 914.516 2.851| 2.752| 2.961
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0.35
0.4

0.45
0.5

0.55
0.6

0.65
0.7

0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

926.755
1192.982
1523.140
1937.151
2463.696
3145.524
4049.131
5283.678
7041.405
9694.922

14074.459
22496.920
25195.367
28494.906
32623.802
37946.216
45084.193
55203.962
70809.026
98585.526
166088.979

731.350
925.479
1154.324
1428.049
1760.884
2173.371
2696.487
3379.514
4306.433
5634.222
7698.297
11387.524
12514.959
13865.814
15519.058
17598.279
20310.058
24032.136
29551.491
38891.282

59935.462

1232.768
1653.092
2210.711
2956.579
3967.118
5361.273
7332.647
10214.779
14626.739
21840.867
34891.295
62984.223
72653.449
84852.089
100648.436
121799.622
151412.005
195544.871
267836.481
406977.072
787243.664

2.967
3.077
3.183
3.287
3.392
3.498
3.607
3.723
3.848
3.987
4.148
4.352
4.401
4.455
4.514
4.579
4.654
4.742
4.850
4.994
5.220

2.864
2.966
3.062
3.155
3.246
3.337
3.431
3.529
3.634
3.751
3.886
4.056
4.097
4.142
4191
4.245
4.308
4.381
4471
4.590
4.778
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3.091
3.218
3.345
3.471
3.598
3.729
3.865
4.009
4.165
4.339
4.543
4.799
4.861
4.929
5.003
5.086
5.180]
5.291
5.428
5.610]
5.896

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi heksana liken replikasi 3 adalah 1937,151 pg/ml.

c. Fraksi Diklorometana Liken

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)®
Lower Lower | Upper
Probability | Estimate Bound ([Upper Bound| Estimate [Bound |Bound
PROBIT 0.01 25.984 448 84.717 1.415| -.348| 1.928
i 0.02 39.387 1.167 112.266 1.595( .067| 2.050]
0.03 51.282 2.136 134.624 1.710] .330 2.129
0.04 62.544 3.359 154.654 1.796( .526| 2.189
0.05 73.504 4.846 173.417 1.866| .685| 2.239
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0.06
0.07
0.08
0.09
0.1

0.15
0.2

0.25
0.3

0.35
0.4

0.45
0.5

0.55
0.6

0.65
0.7

0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

84.335
95.136
105.976
116.904
127.956
185.991
250.373
323.102
406.254
502.298
614.349
746.497
904.273
1095.395
1331.017
1627.937
2012.801
2530.811
3265.967
4396.497
6390.544
6994.712
7715.962
8595.148
9695.992
11124.617
13074.240
15945.350
20760.860
31469.287

6.609
8.665
11.029
13.719
16.751
37.675
69.720
114.304
171.383
239.262
315.558
398.697
488.711
587.201
697.154
823.090
971.804
1154.092
1388.733
1712.882
2216.440
2356.964
2519.035
2709.310
2937.860
3220.894
3586.776
4091.571
4870.061
6398.324

191.450
209.076
226.515
243.927
261.441
354.077
463.717
604.477
797.389
1074.576
1484.154
2098.457
3030.271
4464.133
6717.092
10363.570
16513.916
27503.434
48847.178
95981.832
225941.962
278058.971
348484.219
446809.362
589957.231
810301.333
1177001.951
1863615.258
3435865.439
9025545.880

1.926
1.978
2.025
2.068
2.107
2.269
2.399
2.509
2.609
2.701
2.788
2.873
2.956
3.040
3.124
3.212
3.304
3.403
3.514
3.643
3.806
3.845
3.887
3.934
3.987
4.046
4.116
4.203
4.317
4.498

.820

.938
1.043
1.137
1.224
1.576
1.843
2.058
2.234
2.379
2.499
2.601
2.689
2.769
2.843
2.915
2.988
3.062
3.143
3.234
3.346
3.372
3.401
3.433
3.468
3.508
3.555
3.612
3.688
3.806
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2.282
2.320]
2.355
2.387
2.417
2.549
2.666
2.781
2.902
3.031
3.171
3.322
3.481
3.650]
3.827
4.016
4.218
4.439
4.689
4.982
5.354
5.444
5.542
5.650]
5.771
5.909
6.071
6.270]
6.536
6.955

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Nilai 1Cso fraksi diklorometana liken replikasi 1 adalah 904,273 pg/ml.
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Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)®
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound ([Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 29.672 1.236 86.448 1.472] .092 1.937

: 0.02 44,131 2.788 113.976 1.645( .445| 2.057
0.03 56.770 4.660 136.186 1.754| .668| 2.134
0.04 68.612 6.845 155.988 1.836| .835[ 2.193
0.05 80.044 9.345 174.457 1.903| .971| 2.242
0.06 91.263 12.165 192.134 1.960( 1.085| 2.284
0.07 102.387 15.313 209.341 2.010( 1.185| 2.321
0.08 113.493 18.795 226.295 2.055 1.274| 2.355
0.09 124.635 22.623 243.151 2.096( 1.355| 2.386
0.1 135.857 26.805 260.033 2.133| 1.428| 2.415
0.15 194.132 53.378 348.005 2.288| 1.727| 2.542
0.2 257.808 90.160 449.021 2.411| 1.955| 2.652
0.25 328.845 137.691 573.633 2.517| 2.139| 2.759
0.3 409.175 195.554 736.098 2.612 2.291| 2.867
0.35 501.030 262.424 956.625 2.700( 2.419| 2.981
0.4 607.190 336.758 1263.654 2.783| 2.527| 3.102
0.45 731.263[  417.709 1697.567 2.864| 2.621| 3.230]
0.5 878.097 505.641 2317.911 2.944( 2.704| 3.365
0.55 1054.415 602.185 3216.979 3.023( 2.780| 3.507
0.6 1269.874|  710.211 4545.117 3.104 2.851| 3.658
0.65 1538.939 834.068 6560.417 3.187 2.921| 3.817
0.7 1884.414  980.326 9734.316 3.275( 2.991| 3.988
0.75 2344.734| 1159.461| 14999.711 3.370( 3.064| 4.176
0.8 2990.808| 1389.713| 24415.991 3.476| 3.143| 4.388
0.85 3971.813| 1707.151| 43317.338 3.599( 3.232| 4.637
0.9 5675.483| 2198.911| 89624.646 3.754| 3.342| 4.952
0.91 6186.478| 2335.878| 106906.703 3.791| 3.368| 5.029
0.92 6793.875| 2493.715( 129511.388 3.832| 3.397| 5.112
0.93 7530.797| 2678.851| 159965.432 3.877| 3.428| 5.204
0.94 8448.701| 2901.003 202580.233 3.927| 3.463| 5.307
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0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

9632.900
11237.924
13582.097
17472.084
25985.901

3175.798
3530.554
4019.210
4771.242
6243.016

265299.352
364374.053
538530.122
905928.940
2059487.205

3.984
4.051
4.133
4.242
4.415

3.502
3.548
3.604
3.679
3.795
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5.424
5.562
5.731
5.957
6.314

a. A heterogeneity factor is used.
b. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi diklorometana liken replikasi 2 adalah 878,097 pg/ml.

Replikasi 3
Confidence Limits
95% Confidence Limits
95% Confidence Limits for konsentrasi|  for log(konsentrasi)®
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 32.288 1.275 93.600 1.509| .105 1.971

: 0.02 47.926 2.907 123.144 1.681| .463| 2.090]
0.03 61.575 4.891 146.967 1.789| .689| 2.167
0.04 74.349 7.220 168.207 1.871| .859| 2.226
0.05 86.670 9.895 188.025 1.938| .995| 2.274
0.06 98.754 12.922 207.004 1.995| 1.111| 2.316
0.07 110.727 16.309 225.493 2.044( 1.212| 2.353
0.08 122.675 20.065 243.727 2.089( 1.302| 2.387
0.09 134.656 24.201 261.876 2.129| 1.384| 2.418
0.1 146.717 28.727 280.075 2.166( 1.458| 2.447
0.15 209.277 57.566 375.367 2.321| 1.760| 2.574
0.2 277.530 97.514 485.914 2.443| 1.989| 2.687
0.25 353.572 148.938 623.985 2.548| 2.173| 2.795
0.3 439.463| 211.061 806.297 2.643| 2.324| 2.906
0.35 537.576| 282.164 1056.456 2.730| 2.451| 3.024
0.4 650.856]  360.494 1407.557 2.813| 2.557| 3.148
0.45 783.127|  445.235 1906.692 2.894| 2.649| 3.280]
0.5 939.518| 536.914 2623.776 2.973| 2.730| 3.419
0.55 1127.142| 637.348 3667.899 3.052 2.804| 3.564
0.6 1356.206 749.578 5217.744 3.132 2.875| 3.717
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0.65
0.7

0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

1641.991
2008.575
2496.506
3180.543
4217.821
6016.313
6555.180
7195.422
7971.811
8938.349
10184.525
11872.347
14335.328
18417.936
27338.566

878.126
1029.772
1215.292
1453.425
1781.172
2287.802
2428.701
2590.967
2781.167
3009.221
3291.071
3654.567
4154.649
4923.054
6423.356

7581.470
11324.527
17571.217
28816.610
51562.713

107816.901
128932.744
156623.598
194035.819
246552.172
324119.423
447156.203
664516.410
1126036.812
2589358.554

3.215
3.303
3.397
3.503
3.625
3.779
3.817
3.857
3.902
3.951
4.008
4.075
4.156
4.265
4.437

2.944
3.013
3.085
3.162
3.251
3.359
3.385
3.413
3.444
3.478
3.517
3.563
3.619
3.692
3.808
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3.880)|
4.054
4.245
4.460)
4712
5.033
5.110)
5.195
5.288
5.392
5.511
5.650|
5.823
6.052
6.413

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi diklorometana liken replikasi 3 adalah 939,518 pg/ml.

d. Fraksi Etil Asetat Liken

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper
Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound
PROBIT 0.01 25.159 10.369 45.248 1.401 1.016| 1.656
0.02 41.900 19.708 69.344 1.622 1.295| 1.841
0.03 57.911 29.579 91.044 1.763[ 1.471| 1.959
0.04 73.873 40.105 111.852 1.868 1.603| 2.049
0.05 90.050 51.330 132.353 1.954( 1.710| 2.122
0.06 106.582 63.278 152.855 2.028| 1.801| 2.184
0.07 123.557 75.966 173.556 2.092| 1.881| 2.239
0.08 141.038 89.409 194.595 2.149| 1.951| 2.289
0.09 159.074 103.618 216.086 2.202| 2.015| 2.335
0.1 177.709 118.603 238.124 2.250| 2.074| 2.377
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0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

281.121
404.762
553.366
732.785
950.592
1216.849
1545.238
1954.830
2472.991
3140.372
4019.980
5214.848
6905.666
9441.003
13593.281
21503.521
24022.536
27094.620
30927.894
35853.562
42435.778
51728.822
65987.119
91201.974
151887.022

205.419
312.217
438.616
584.718
752.653
947.056
1174.972
1446.187
1774.322
2178.967
2689.547
3352.717
4247.686
5521.910
7488.992
10975.188
12034.737
13301.280
14847.372
16786.316
19307.039
22754.032
27842.582
36403.664
55527.560

359.550
507.877
696.303
940.975
1261.302
1681.988
2236.933
2975.022
3969.319
5333.103
7249.973
10034.786
14269.002
21140.974
33466.223
59719.759
68696.134
79987.704
94562.885
114009.951
141127.675
181355.049
246879.749
372081.177
710527.840

2.449
2.607
2.743
2.865
2.978
3.085
3.189
3.291
3.393
3.497
3.604
3.717
3.839
3.975
4.133
4.333
4.381
4.433
4.490
4.555
4.628
4.714
4.819
4.960
5.182

2.313
2.494
2.642
2.767
2.877
2.976
3.070
3.160
3.249
3.338
3.430
3.525
3.628
3.742
3.874
4.040
4.080
4.124
4172
4.225
4.286
4.357
4.445
4.561
4.745
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2.556
2.706
2.843
2974
3.101
3.226
3.350]
3.473
3.599
3.727
3.860]
4.002
4.154
4.325
4.525
4.776
4.837
4.903
4.976
5.057
5.150]
5.259
5.392
5.571
5.852

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi etil asetat liken replikasi 1 adalah 1954,830 pg/ml.
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Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound ([Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 19.650 7.344 37.296 1.293| .866| 1.572
0.02 33.879 14.684 58.657 1.530( 1.167| 1.768
0.03 47.866 22.757 78.291 1.680| 1.357| 1.894
0.04 62.077 31.608 97.388 1.793| 1.500 1.989
0.05 76.696 41.255 116.412 1.885| 1.615| 2.066
0.06 91.822 51.710 135.616 1.963| 1.714| 2.132
0.07 107.520 62.988 155.162 2.031 1.799| 2.191
0.08 123.839 75.103 175.172 2.093| 1.876| 2.243
0.09 140.823 88.068 195.747 2.149| 1.945| 2.292
0.1 158.508 101.897 216.976 2.200( 2.008| 2.336
0.15 258.682 184.377 335.936 2.413| 2.266| 2.526
0.2 381.791 289.547 485.085 2.582| 2.462| 2.686
0.25 533.168|  417.136 679.686 2.727| 2.620| 2.832
0.3 719.635 567.157 939.349 2.857| 2.754| 2.973
0.35 950.183 741.945 1288.275 2.978| 2.870| 3.110}
0.4 1236.900 946.836 1757.861 3.092( 2.976| 3.245
0.45 1596.399| 1190.035 2391.953 3.203( 3.076| 3.379
0.5 2052.066| 1483.015 3254.805 3.312 3.171| 3.513
0.55 2637.797| 1841.859 4443.982 3.421| 3.265| 3.648
0.6 3404.458| 2289.876 6113.218 3.532 3.360| 3.786
0.65 4431.754| 2862.367 8515.994 3.647( 3.457| 3.930]
0.7 5851.543| 3615.782( 12095.072 3.767 3.558| 4.083
0.75 7898.035| 4646.841| 17684.672 3.898( 3.667| 4.248
0.8 11029.532| 6137.444| 27028.197 4.043 3.788| 4.432
0.85 16278.586| 8479.038 44364.011 4212 3.928| 4.647
0.9 26566.370 12718.148| 82860.064 4.424( 4.104| 4.918
0.91 29902.635| 14024.400| 96370.373 4.476( 4.147| 4.984
0.92 34003.519| 15595.054| 113561.730 4532 4.193| 5.055
0.93 39164.699| 17524.751| 136033.162 4.593( 4.244| 5.134
0.94 45860.260( 19962.088| 166437.170 4.661| 4.300 5.221
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0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

54904.595
67834.549
87975.009
124294.335
214296.425

23156.373
27565.434
34147.985
45384.813
71036.016

209507.980
274582.306
382953.167
596045.833
1197461.408

4.740
4.831
4.944
5.094
5.331

4.365
4.440
4.533
4.657
4.851
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5.321
5.439
5.583
5.775
6.078

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso fraksi etil asetat liken replikasi 2 adalah 2052,066 pg/ml.

Replikasi 3
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 27.719 11.707 49.111 1.443( 1.068| 1.691
0.02 45.779 22.001 74.776 1.661| 1.342| 1.874
0.03 62.938 32.784 97.775 1.799( 1.516| 1.990)
0.04 79.966 44,208 119.757 1.903| 1.646| 2.078
0.05 97.163 56.330 141.360 1.988 1.751] 2.150)
0.06 114.684 69.177 162.921 2.060( 1.840( 2.212
0.07 132.628 82.769 184.655 2.123| 1.918| 2.266
0.08 151.065 97.120 206.715 2.179( 1.987| 2.315
0.09 170.048 112.240 229.222 2.231] 2.050( 2.360]
0.1 189.624 128.140 252.279 2.278( 2.108| 2.402
0.15 297.729 219.507 379.026 2474 2.341| 2.579
0.2 426.126 330.621 533.435 2.630( 2.519( 2.727
0.25 579.601|  460.918 728.986 2.763| 2.664| 2.863
0.3 764.008 610.541 981.781 2.883| 2.786 2.992
0.35 986.887 781.779 1310.971 2.994( 2.893| 3.118
0.4 1258.218 979.359 1740.923 3.100] 2.991| 3.241
0.45 1591.539| 1210.321 2305.069 3.202| 3.083] 3.363
0.5 2005.675( 1484.361 3051.526 3.302| 3.172| 3.485
0.55 2527.573| 1814.935 4051.983 3.403| 3.259| 3.608
0.6 3197.166 2221.346 5417.206 3.505| 3.347( 3.734
0.65 4076.184| 2732.536 7326.052 3.610| 3.437] 3.865
0.7 5265.296( 3394.292| 10084.025 3.721] 3.531( 4.004
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0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

6940.515
9440.234
13511.373
21214.199
23656.418
26629.210
30330.919
35076.616
41401.894
50305.318
63916.220
87873.358
145127.680

4284.177

5546.206

7485.745
10904.357
11939.674
13175.373
14681.313
16566.431
19012.090
22348.384
27259.214
35490.364
53774.744

14252.879
20975.154
32942.764
58203.257
66790.655
77565.750
91435.988
109885.969
135524.496
173405.135
234808.543
351400.451
663612.698

3.841
3.975
4131
4.327
4.374
4.425
4.482
4.545
4.617
4.702
4.806
4.944
5.162

3.632
3.744
3.874
4.038
4.077
4.120
4.167
4.219
4.279
4.349
4.436
4.550
4731
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4.154
4.322
4.518
4.765
4.825
4.890]
4.961
5.041
5.132
5.239
5.371
5.546
5.822

a. Logarithm base = 10.
Nilai ICsp fraksi etil asetat liken replikasi 3 adalah 2005,675 pg/ml.

e. Residu Liken

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper
Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound
PROBIT 0.01 30.946 14.473 52.091 1.491| 1.161| 1.717
0.02 49.577 25.881 77.703 1.695( 1.413| 1.890]
0.03 66.855 37.374 100.275 1.825| 1.573| 2.001
0.04 83.719 49.227 121.597 1.923( 1.692| 2.085
0.05 100.528 61.544 142.354 2.002 1.789| 2.153
0.06 117.469 74.375 162.904 2.070( 1.871| 2.212
0.07 134.656 87.751 183.468 2.129| 1.943| 2.264
0.08 152.168 101.695 204.200 2.182| 2.007| 2.310]
0.09 170.065 116.222 225.216 2.231| 2.065| 2.353
0.1 188.394 131.343 246.615 2.275| 2.118| 2.392
0.15 287.813 216.149 362.089 2.459| 2.335| 2.559
0.2 403.071 316.596 498.391 2.605( 2.501| 2.698
0.25 538.108| 432.780 665.349 2.731| 2.636| 2.823
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0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

697.527
887.129
1114.492
1389.785
1727.024
2146.095
2676.207
3362.092
4275.978
5542.777
7399.719
10363.026
15831.767
17538.050
19600.731
22149.849
25390.630
29669.384
35626.324
44612.857
60161.766
96382.203

565.203
715.735
888.031
1087.610
1322.163
1602.371
1943.501
2368.313
2912.584
3636.492
4650.905
6188.778
8854.790
9653.513
10602.458
11753.140
13185.555
15032.252
17533.162
21182.125
27229.252

40437.045

874.410
1139.099
1476.289
1908.579
2467.846
3200.807
4178.512
5513.826
7396.186

10167.310
14507.488
21980.269
37119.366
42134.085
48355.368
56264.957
66642.314
80840.184
101441.662
134114.708
194425.989
349225.827

2.844
2.948
3.047
3.143
3.237
3.332
3.428
3.527
3.631
3.744
3.869
4.015
4.200
4.244
4.292
4.345
4.405
4.472
4.552
4.649
4.779
4.984

2.752
2.855
2.948
3.036
3.121
3.205
3.289
3.374
3.464
3.561
3.668
3.792
3.947
3.985
4.025
4.070
4.120
4.177
4.244
4.326
4.435
4.607
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2.942
3.057
3.169
3.281
3.392
3.505
3.621
3.741
3.869
4.007
4.162
4.342
4.570]
4.625
4.684
4.750]
4.824
4.908
5.006
5.127
5.289
5.543

a. Logarithm base = 10.

Nilai 1Cso residu liken replikasi 1 adalah 1727,024 pg/ml.

Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper
Probability | Estimate Bound [Upper Bound| Estimate [Bound |Bound
PROBIT 0.01 26.290 11.827 45.335 1.420( 1.073| 1.656
0.02 42.699 21.543 68.351 1.630| 1.333| 1.835
0.03 58.082 31.477 88.801 1.764| 1.498( 1.948
0.04 73.209 41.831 108.223 1.865| 1.621| 2.034
0.05 88.376 52.678 127.210 1.946| 1.722 2.105
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0.06
0.07
0.08
0.09
0.1

0.15
0.2

0.25
0.3

0.35
0.4

0.45
0.5

0.55
0.6

0.65
0.7

0.75
0.8

0.85
0.9

0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

103.737
119.387
135.393
151.806
168.668
260.865
368.920
496.664
648.672
830.771
1050.624
1318.562
1648.881
2061.951
2587.805
3272.634
4191.351
5474.149
7369.643
10422.287
16119.341
17909.742
20080.838
22773.061
26208.687
30764.034
37137.443
46809.741
63674.524
103414.702

64.057
75.994
88.506
101.607
115.309
193.142
286.989
397.112
523.974
669.265
836.494
1031.155
1261.015
1536.943
1874.532
2297.109
2841.467
3569.724
4596.802
6165.354
8909.048
9735.864
10720.632
11918.005
13413.043
15347.052
17976.571
21831.506
28259.354
42427.788

146.069
164.994
184.118
203.545
223.360
330.750
458.200
615.176
813.139
1065.911
1390.792
1810.952
2359.161
3083.667
4058.241
5400.766
7310.354
10148.675
14641.315
22470.917
38570.571
43954.024
50660.305
59224.990
70518.121
86056.471
108751.439
145031.186
212690.443
389043.060

2.016
2.077
2.132
2.181
2.227
2.416
2.567
2.696
2.812
2.919
3.021
3.120
3217
3.314
3.413
3.515
3.622
3.738
3.867
4.018
4.207
4.253
4.303
4.357
4.418
4.488
4.570
4.670
4.804
5.015

1.807
1.881
1.947
2.007
2.062
2.286
2.458
2.599
2.719
2.826
2.922
3.013
3.101
3.187
3.273
3.361
3.454
3.553
3.662
3.790
3.950
3.988
4.030
4.076
4.128
4.186
4.255
4.339
4.451
4.628
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2.165
2.217
2.265
2.309
2.349
2.520]
2.661
2.789
2.910]
3.028
3.143
3.258
3.373
3.489
3.608
3.732
3.864
4.006
4.166
4.352
4.586
4.643
4,705
4,773
4.848
4.935
5.036
5.161
5.328
5.590]

a. Logarithm base = 10.
Nilai 1Cso residu liken replikasi 2 adalah 1648,881 pg/ml.
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Replikasi 3
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits
konsentrasi for log (konsentrasi)?
Lower Lower | Upper

Probability | Estimate Bound ([Upper Bound| Estimate [Bound |Bound

PROBIT 0.01 28.813 13.481 48.592 1.460| 1.130| 1.687
0.02 45.997 23.966 72.300 1.663| 1.380( 1.859
0.03 61.889 34.483 93.142 1.792| 1.538| 1.969
0.04 77.370 45.302 112.789 1.889| 1.656| 2.052
0.05 92.777 56.520 131.882 1.967| 1.752 2.120]
0.06 108.285 68.190 150.752 2.035| 1.834| 2.178
0.07 124.001 80.342 169.604 2.093( 1.905| 2.229
0.08 139.999 93.000 188.577 2.146| 1.968| 2.275
0.09 156.335 106.179 207.779 2.194( 2.026| 2.318
0.1 173.051 119.894 227.296 2.238| 2.079| 2.357
0.15 263.534 196.822 332.024 2.421| 2.294| 2.521
0.2 368.139 288.205 454.398 2.566( 2.460| 2.657
0.25 490.410 394.399 602.841 2.691| 2.596| 2.780]
0.3 634.463 515.902 787.338 2.802 2.713| 2.896
0.35 805.470 654.229 1019.832 2.906( 2.816| 3.009
0.4 1010.175 812.477 1315.113 3.004( 2.910] 3.119
0.45 1257.618 995.525 1692.753 3.100( 2.998| 3.229
0.5 1560.243| 1210.299 2180.158 3.193( 3.083| 3.338
0.55 1935.689| 1466.476 2817.346 3.287| 3.166| 3.450]
0.6 2409.837| 1777.902 3665.043 3.382 3.250| 3.564
0.65 3022.281| 2165.205 4819.522 3.480( 3.335| 3.683
0.7 3836.878| 2660.785 6442.028 3.584( 3.425| 3.809
0.75 4963.925| 3319.088 8822.742 3.696( 3.521| 3.946
0.8 6612.602| 4240.335( 12537.821 3.820| 3.627| 4.098
0.85 9237.348| 5634.908| 18907.383 3.966( 3.751| 4.277
0.9 14067.294| 8048.250| 31744.679 4.148| 3.906| 4.502
0.91 15571.458| 8770.455[ 35982.934 4.192( 3.943| 4.556
0.92 17388.345| 9628.079( 41233.381 4.240| 3.984| 4.615
0.93 19631.738| 10667.481| 47898.187 4.293( 4.028| 4.680]
0.94 22481.068| 11960.622| 56627.151 4.352| 4.078| 4.753
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0.95 26238.863
0.96 31463.850
0.97 39334.046
0.98 52924.376
0.99 84488.541

13626.676
15881.241
19167.776
24607.890
36469.139

68546.229
85801.570
113092.209
163288.279
291436.811

4.419| 4.134
4.498| 4.201
4.595| 4.283
4.724] 4.391
4.927| 4.562

83

4.836
4.933
5.053
5.213
5.465

a. Logarithm base = 10.

Nilai ICs residu liken replikasi 3 adalah 1560,243 pg/mi.

Tabel ICsp Ekstrak dan Fraksi

Kelompok ICs0 (pg/ml) Rata-rata  CV (%)
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi3  1Cso £ SD
(Hg/ml)
Ekstrak 1978,264 2018,085 2012,749 20§f gfg * 1,079
Fraksi heksana  1924,829 1966,448 1937,151 19312 ggg v 1,100
Fraksi 907,296 +
diklorometana 904,273 878,097 939,518 30 822 3,397
Fraksi etil 2004,190 +
asetat 1954,830 2052,066 2005,675 48635 2,427
residu 1727,024 1648,881 1560,243 fog-303 + 5,071

83,446
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Lampiran H. Hasil Analisis Statistika

a. Hasil Uji Normalitas

Tests of Normality

84

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

kelompok_uji ] Statistic df Sig. | Statistic df Sig.
IC50 ekstrak .340 3 .848 3 .236

f heksana 271 3 947 3 558

fDCM .206 3 993 3 .838

f etil asetat 179 3 999 3 .950

residu .260 2

a. Lilliefors Significance Correction
b. Hasil Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
IC50
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1.344 4 10 320}
c. Hasil Uji One Way ANOVA
ANOVA
IC50
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 2624034.429 4 656008.607| 292.788 .000
Within Groups 22405.575 10 2240.557
Total 2646440.004 14
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d. Hasil Uji LSD
Multiple Comparisons
IC50
LSD
Mean 95% Confidence Interval
0] ) Difference (I-
kelompok_uji kelompok_uji J) Std. Error | Sig. |Lower Bound|Upper Bound
ekstrak f heksana 60.223333( 38.648479| .150|  -25.89085( 146.33751
f DCM 1095.736667"| 38.648479| .000| 1009.62249| 1181.85085
f etil asetat -1.157667( 38.648479| .977| -87.27185 84.95651
residu 357.650000°( 38.648479| .000| 271.53582| 443.76418
f heksana ekstrak -60.223333| 38.648479( .150| -146.33751 25.89085
f DCM 1035.513333%| 38.648479| .000|  949.39915| 1121.62751
f etil asetat -61.381000] 38.648479| .143| -147.49518 24.73318
residu 297.426667°| 38.648479| .000| 211.31249| 383.54085
f DCM ekstrak -1.095737E3"| 38.648479| .000| -1181.85085| -1009.62249
f heksana -1.035513E37| 38.648479| .000| -1121.62751| -949.39915
fetil asetat  |-1.096894E3"| 38.648479| .000| -1183.00851| -1010.78015
residu -738.086667"| 38.648479| .000| -824.20085| -651.97249
f etil asetat  ekstrak 1.157667( 38.648479| .977( -84.95651 87.27185
f heksana 61.381000( 38.648479| .143| -24.73318| 147.49518
f DCM 1096.894333"( 38.648479| .000| 1010.78015| 1183.00851
residu 358.807667°( 38.648479| .000| 272.69349| 444.92185
residu ekstrak -357.650000°| 38.648479| .000| -443.76418| -271.53582
f heksana -297.426667"| 38.648479| .000| -383.54085| -211.31249
f DCM 738.086667°| 38.648479| .000| 651.97249  824.20085
fetil asetat | -358.807667°| 38.648479| .000| -444.92185| -272.69349

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 1. Skrining Fitokimia Ekstrak Liken P. dilatata Vain.

1) 3)
.
¥
(I
Tidak ada noda kuning Stabil dalam 30 menit Tidak ada noda merah-
intensif ungu
4) 5) 6)
ungu ‘ — kuning
hitam
merah-ungu
_

7)
kuning

Skrining fitokimia (1) KLT-alkaloid (negatif); (2) uji buih-saponin (positif); (3)
KLT-sapogenin steroid atau triterpenoid (negatif); (4) KLT-terpenoid atau steroid
bebas (positif); (5) KLT-flavonoid (positif); (6) KLT-polifenol (positif); dan (7)
KLT-antrakinon (positif).
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Lampiran J. Skrining Fitokimia Fraksi Liken P. dilatata Vain.

a. Fraksi Heksana

2) kuning

ungu

3) hitam 4)

— kuning

Skrining fitokimia (1) KLT-terpenoid atau steroid bebas (positif); (2) KLT-
flavonoid (positif); (3) KLT-polifenol (positif); dan (4) KLT-antrakinon (positif).
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b. Fraksi Diklorometana

1) ) &
‘. — kuning

Tidak ada noda ungu
atau merah-ungu

B ——]
|

- — Kkuning

3) 4)

hitam

Skrining fitokimia (1) KLT-terpenoid atau steroid bebas (negatif); (2) KLT-
flavonoid (positif); (3) KLT-polifenol (positif); dan (4) KLT-antrakinon (positif).
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c. Fraksi Etil Asetat

1) 2)

Tidak ada noda ungu Tidak ada noda kuning
atau merah-ungu

3) 4)

hitam

Tidak ada noda kuning

Skrining fitokimia (1) KLT-terpenoid atau steroid bebas (negatif); (2) KLT-
flavonoid (negatif); (3) KLT-polifenol (positif); dan (4) KLT-antrakinon (negatif).
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d. Residu

1) 2) -

Tidak ada noda ungu Tidak ada noda kuning
atau merah-ungu

3) 4)

Tidak ada noda hitam Tidak ada noda kuning

Skrining fitokimia (1) KLT-terpenoid atau steroid bebas (negatif); (2) KLT-
flavonoid (negatif); (3) KLT-polifenol (negatif); dan (4) KLT-antrakinon
(negatif).
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