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RINGKASAN

Isolasi Dan Karakterisasi Senyawa Mayor Serta Uji Aktivitas Antibakteri
Fraksi Liken Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl Terhadap Staphylococcus
aureus: Chintya Permata Zahky Sukrisno Putri: 162210101121; 2020; 85
Halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember

Indonesia merupakan merupakan negara dengan biodiversitas terbesar
kedua di dunia termasuk diantaranya merupakan tanaman obat. Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa liken memiliki aktivitas antibakteri. Liken
merupakan hasil simbiosis mutualisme antara jamur dengan alga. Terdapat banyak
spesies liken yang belum teridentifikasi dan hingga saat ini penelitian terkait liken
di Indonesia sangat terbatas. Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah
liken Phyloporon aciculare. Senyawa mayor liken diisolasi menggunakan HPLC
kemudian senyawa isolat dikarakterisasi dengan Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) yang 1D-NMR (*H-NMR dan *C-NMR) dan 2D-NMR (gHSQC dan
gHMBC) dan didapatkan senyawa mayor P. aciculare merupakan methyl 2,4-
dihydroxy-3,6-dimethylbenzoate yang merupakan senyawa depside dengan rumus
molekul C;,H;,0,. Massa molekul dikonfirmasi menggunakan LRMS [M-H]"
sinyal pada m/z 197. Uji aktivitas antibakteri akan dilakukan dengan metode
mikrodilusi yang menggunakan konsentrasi tunggal sebesar 100 upg/ml P.
aciculare terhadap Staphylococcus aureus ATCC 6538 yang didapatkan persen
penghambayan sebesar sebesar 5,871 + 1,091% dengan nilai p < 0,05. Persen
penghambatan aktivitas bakteri tidak diatas 80% menunjukkan bahwa P.
aciculare tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus

aureus.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut World Health Organization (WHO), penyakit infeksi merupakan
penyakit menular secara langsung maupun tidak langsung yang disebabkan oleh
mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, jamur ataupun parasit (WHO,
2016a). Penyakit infeksi dapat menyerang siapa saja termasuk anak-anak maupun
balita. Setiap tahunnya sekitar 9 juta orang meninggal dan mengalami cacat
seumur hidup karena penyakit infeksi (TDS, 2012). Berdasarkan data WHO
(2016b), penyakit infeksi masuk ke dalam 10 besar penyebab kematian di dunia.
Penyakit infeksi saluran napas bagian bawah menduduki peringkat ketiga
penyebab kematian di dunia dengan 3 juta kematian. Terdapat juga penyakit
infeksi diare dengan 1,4 juta kematian dan tuberkulosis dengan 1,3 juta kematian.
Penyakit infeksi mudah terjadi di negara berkembang termasuk Indonesia.
Berdasarkan data pravelensi penyakit menular di Indonesia antara lain infeksi
saluran pernapasan atas (ISPA) 25%. tuberkulosis 44,4%, pneumonia 4,5%,
hepatitis 1,2%, diare 7%, dan malaria 1,9% (Kementerian Kesehatan R1, 2013).

Penyakit infeksi dapat disebabkan oleh bakteri patogen (Wells dkk., 2017).
Salah satu contoh bakteri patogen adalah Staphylococcus aureus. S. aureus dapat
menyebabkan berbagai infeksi seperti infeksi kulit dan jaringan lunak ataupun
pneumonia yang berupa infeksi komunitas dan nosokomial (Horino dan Hori,
2019). Pengobatan penyakit infeksi ini dapat dengan diberikan antibiotik.

Saat ini telah terjadi resistensi antibiotik secara meluas yang meningkatkan
permasalahan kesehatan di dunia. Resistensi antibiotik merupakan keadaan
bakteri tahan dengan antibiotik yang telah teridentifikasi (Bax dkk., 2000;
Chandra Mohana dkk., 2018). Hal tersebut disebabkan penggunaan berlebih dan
penyalahgunaan antibiotik pada manusia maupun hewan sehingga perlu dilakukan
penemuan serta pengembangan antibiotik baru (Hashemi dkk., 2013; WHO,
2019). Resistensi antibiotik secara cepat terjadi pada patogen S. aureus (Tanaka
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dkk., 2006). Lebih dari 95% pasien karena infeksi Staphylococcus aureus di dunia
tidak merespon terhadap lini pertama antibiotik seperti penisilin (Gillaspy dkk.,
2015). Kasus resistensi bakteri S. aureus bermula dari S. aureus rentan terhadap
penisilin tetapi lebih mendominasi strain yang menghasilkan g-laktamase yang
dapat memecah cincin pg-laktam pada penisilin. Kemudian ditemukan metisilin
sebagai antibiotik S. aureus dengan strain sensitif. Resistensi kembali terjadi yaitu
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus atau yang sering disebut MRSA
(Irianto, 2014).

Penemuan antibiotik telah dikembangkan hingga saat ini dan terdapat
lebih dari 100 jenis antibiotik (Nigam dkk., 2014). Banyak obat yang digunakan
dewasa ini 40% berasal dari bahan alam. Terdapat sekitar 75% obat infeksi
berasal dari bahan alam ataupun derivatnya (Samuelsson dkk., 2009). Penemuan
obat infeksi pertama yaitu penisilin juga bersumber dari Penicillium chrysogenum
yang merupakan golongan kingdom fungi (jamur). Dalam penemuan jamur
sebagai sumber antibiotik, pada tahun 1940-an liken mulai diteliti aktivitasnya.

Liken merupakan hasil simbiosis mutualisme antara jamur dengan alga
(Adnani dkk., 2017). Salah satu penelitian terdahulu oleh Burkholder dkk. (1944)
menyatakan bahwa 27 dari 42 ekstrak liken yang berbeda mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan atau Bacillus subtilis. Hal tersebut
didukung beberapa penelitian menyebutkan bahwa liken mempunyai aktivitas
antibakteri (Basile dkk., 2015; Felczykowska dkk., 2017; Resende dkk., 2018)

Terdapat sekitar 20.000 spesies liken telah teridentifikasi tersebar dari
daerah Artik hingga daerah tropis dan sekitar 100.000 liken belum teridentifikasi
di dunia (Negi, 2003). Di Indonesia, liken sangat mudah tumbuh dan ditemukan.
Keadaan iklim dan geografis Indonesia yang kaya akan biodiversitas berpotensial
sebagai bahan awal untuk obat baru (Maulidiyah dkk., 2018). Biodiversitas
Indonesia merupakan biodiversitas terbesar kedua di dunia dengan 40.000
tumbuhan spesies endemik termasuk 6.000 diantaranya tanaman obat (Nugraha
dan Keller, 2011). Terdapat banyak spesies liken yang belum teridentifikasi dan
hingga saat ini penelitian terkait liken di Indonesia sangat terbatas (Kranner dkk.,
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2008; Ari S. Nugraha dkk., 2019; Ari Satia Nugraha dkk., 2019; Nugraha dkk.,
2020).

Liken menghasilkan metabolit sekunder yang digunakan untuk bertahan
hidup pada lingkungan yang panas, dingin, maupun kering dan melindungi dirinya
dari kompetitor ataupun predator. Menurut Molnar and Farkas (2010), terdapat
1050 metabolit sekunder liken dan beberapa telah diuji memiliki bioaktivitas
sebagai antibakteri, antiprotozoa, antioksidan, antiproliferatif, dan antikanker
(Shrestha dan St. Clair, 2013).

Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah liken Phyloporon
aciculare. Morfologi liken P. aciculare termasuk dalam fruktiose yang
mempunyai biomassa yang cukup banyak sehingga memudahkan dalam
pengambilan sampel. Liken P. aciculare termasuk dalam famili Cladoniacea.
Berdasarkan penelitian Samuelsson dan Bohlin (2017), liken Cladonia
verticillaris yang termasuk dalam famili Cladoniacea memiliki aktivitas
antibakteri. Hal tersebut memungkinkan liken P. aciculare juga memiliki aktivitas
antibakteri. Dewasa ini belum terdapat penelitian tentang liken P.aciculare.

Berdasarkan uraian di atas, untuk mengetahui metabolit sekunder liken
yang aktif antibakteri maka perlu dilakukan isolasi dan karaterisasi senyawa
terkandung dalam liken Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl serta uji aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Penelitian ini diharapkan
dapat menjadi referensi penelitian dan pengembangan antibiotik serta menambah
informasi  biodiversitas liken Indonesia. Senyawa liken akan diisolasi
menggunakan HPLC kemudian senyawa isolat dikarakterisasi dengan Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) yang menggunakan data inti dari *H dan **C untuk
mengetahui spektrum senyawa metabolit sekunder sampel yang selanjutnya
dianalisis untuk mendapatkan struktur isolat dari sampel yang kemudian di
konfirmasi menggunakan Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS).
Uji aktivitas antibakteri akan dilakukan dengan metode mikrodilusi yang

menggunakan konsentrasi tunggal.
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan wuraian di atas, masalah yang dapat dirumuskan pada
penelitian ini antara lain sebagai berikut.
1. Apakah kandungan senyawa utama berdasarkan hasil karakterisasi dari isolat
tumbuhan liken Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl?
2. Berapakah persentase penghambatan aktivitas antibakteri fraksi liken

Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl terhadap bakteri Staphylococcus aureus?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai
berikut.
1. Mengetahui senyawa utama metabolit sekunder liken Phyloporon aciculare
(Ach.) Nyl.
2. Mengetahui apakah liken Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl memiliki aktivitas

antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah sebagai
berikut.
1. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada penelitian
selanjutnya antibakteri bahan alam utamanya liken.
2. Menggali informasi liken di Indonesia untuk keberlanjutan IPTEK dan

kemajuan pengembangan obat bahan alam di Indonesia.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Infeksi

Penyakit infeksi merupakan penyakit menular secara langsung maupun
tidak langsung yang disebabkan oleh mikroorganisme patogen, seperti bakteri,
virus, jamur ataupun parasit (WHO, 2016). Penyakit infeksi dapat menyerang
siapa saja termasuk anak-anak maupun balita. Setiap tahunnya sekitar 9 juta orang
meninggal dan mengalami cacat seumur hidup karena penyakit infeksi (TDS,
2012). Berdasarkan data WHO (2018), penyakit infeksi masuk ke dalam 10 besar
penyebab kematian di dunia. Penyakit infeksi saluran napas bagian bawah
menduduki peringkat ketiga penyebab kematian di dunia dengan 3 juta kematian.
Terdapat juga penyakit infeksi diare dengan 1,4 juta kematian dan tuberkulosis
dengan 1,3 juta kematian. Penyakit infeksi mudah terjadi di negara berkembang
termasuk Indonesia. Berdasarkan data Kemenkes RI (2013), pravelensi penyakit
menular di Indonesia antara lain infeksi saluran pernapasan atas (ISPA) 25%.
tuberkulosis 44,4%, pneumonia 4,5%, hepatitis 1,2%, diare 7%, dan malaria
1,9%.

Salah satu penyebab penyakit infeksi adalah bakteri. Bakteri
diklasifikasikan menjadi flora normal dan patogen. Flora normal merupakan
mikroorganisme, bakteria, yang secara normal dengan jumlah tertentu berada di
bagian tubuh dan tidak menimbulkan penyakit. Berbeda halnya dengan bakteri
patogen yang keberadaannya pada tubuh dapat merugikan mahluk hidup.
Berdasarkan morfologi dinding sel, bakteri dibagi menjadi bakteri gram positif
dan bakteri gram negatif. Bakteri gram negatif pada dinding luar selnya terdapat
lipopolisakarida (LPS) seperti bakteri Bacteroides fragile, Escherichia coli,
Gardnerella vaginalis, Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, dan
Neisseria gonorrhoeae. Lipopolisakarida (LPS) pada permukaan membran
dinding sel bakteri negatif merupakan endotoksin yang akan terlepas apabila
bakteri mengalami lisis bakteri gram positif dinding selnya terdiri dari

peptidoglikan yang lebih tebal dari bakteri gram negatif. Peptidoglikan berfungsi
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menjaga bentuk dan integritas sel. Contoh bakteri gram positif antara lain bakteri
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Clostridium perfringens, dan Clostridium difficile. (Gambar 2.1) (Silhavy dkk.,
2010).

O-antigen

Core
saccharide

Outer
membrane

Peptidoglycan
Periplasm

Cell
membrane

Gram-positive Cytoplasm Gram-negative

Gambar 2.1 Struktur bakteri gram positif dan negatif (Silhavy, 2010)

2.2 Staphyloccocus aureus
Berikut adalah taksonomi dari Staphylococcus aureus (Gambar 2.2)
(VetBact.org, 2018):

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus . Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Sub-spesies  : aureus
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Gambar 2.2 Staphylococcus aureus (VetBact.org, 2018)

Staphylococus aureus merupakan bakteri patogen gram positif yang
berbentuk coccus (bulat) yang umumnya berdiameter sekitar 1 pm. S. aureus
berasal dari dari kata staphyle yang berarti seikat anggur dan aureus yang berarti
emas. Sel S. aureus dapat membelah lebih dari satu bidang untuk membentuk
koloni yang berbentuk tidak beraturan seperti anggur. Koloni S. aureus sering
memiliki berwarna kuning keemasan (aureus) di banyak media terutama pada
inkubasi yang berkepanjangan. S. aureus merupakan bakteri mesofil yang tumbuh
secara optimal sekitar 37°C dan pada kisaran suhu dari 7°C hingga 48°C.
Umumnya bakteri S. aureus tumbuh pada pH netral (6-7) tetapi dapat tumbuh
juga pada pH 4 dan pH 10 walaupun pertumbuhannya akan jauh lebih lambat
(Adams, 2009). Bakteri patogen S. aureus dapat menghasilkan enzim koagulase
yang berfungsi sebagai katalisator perubahan fibrinogen menjadi fibrin yang
menjadi proteksi diri bagi bakteri. Selain itu, bakteri S. aureus mempunyai
reseptor terhadap permukaan sel inang dan protein matriks seperti kolagen yang
membantu bakteri melekat pada sel inang. Bakteri S. aureus juga menghasilkan
enzim link ekstraseluler seperti lipase yang membantu invasi dengan memecah
jaringan inang. Hal tersebut menyebabkan bakteri S.aureus mudah menginfeksi
(Irianto, 2014).

Flora normal S. aureus sebanyak kurang lebih 40% dapat ditemukan pada
bagian tubuh orang sehat seperti kulit, ketiak, hidung, atau perineum. Penyebaran
bakteri S. aureus dapat melalui udara ataupun kontak langsung dengan orang yang
terinfeksi. Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai infeksi dengan rentang
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sindrom yang luas seperti infeksi kulit dan jaringan lunak ataupun pneumonia

yang berupa infeksi komunitas dan nosokomial (Horino dan Hori, 2019).

2.3 Antibakteri

Sebelum awal abad ke-20, penggunaan obat untuk penyakit infeksi
utamanya didasarkan pada cerita rakyat (Yanling dkk., 2013). Menurut Bansal
dan Jain tahun 2014, penggunaan obat infeksi dengan sifat antimikroba telah
digunakan lebih dari 2000 tahun yang lalu. Bahkan manusia prasejarah
menggunakan sejumlah tanaman dalam perawatan luka diduga mempunyai
antimikroba (Forrest, 1982; Ge dkk., 2013).

Penemuan penisilin tahun 1928 membuka jendela baru pengobatan
penyakit infeksi karena bakteri. Penemuan antibiotik telah dikembangkan hingga
saat ini dan terdapat lebih dari 100 jenis antibiotik (Nigam dkk., 2014).
Antibakteri diklasifikasikan berdasarkan mekanisme aksi atau spektrum
aktivitasnya. Kelas utama obat antibakteri hanya menargetkan pada empat fungsi
bakteri klasik antara lain biosintesis dinding sel bakteri contohnya penisilin dan
vankomisin; biosintesis protein bakteri contohnya aminoglikosida dan makrolida;
Replikasi DNA dan RNA contohnya ciprofloxacin dan rifampin; dan biosintesis
koenzim folat contohnya sulfametoksazol (Yanling dkk., 2013).

Banyak obat yang digunakan dewasa ini 40% berasal dari bahan alam.
Terdapat sekitar 75% obat infeksi berasal dari bahan alam ataupun derivatnya
(Samuelsson dkk., 2009). Penemuan obat infeksi pertama yaitu penisilin juga
bersumber dari Penicillium chrysogenum yang merupakan golongan kingdom
fungi (jamur). Dalam penemuan jamur sebagai sumber antibiotik, pada tahun

1940-an liken mulai diteliti aktivitasnya.
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2.4 Liken
Taksonomi liken Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl (Gambar 2.3)
berdasarkan ITIS (1996) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Fungi

Subkingdom : Dikarya

Divisi : Ascomycota
Subdivisi : Pezizomycotina
Kelas . Lecanoromycetes
Subkelas : Lecanoromycetidae
Ordo : Lecanorales

Famili : Cladoniacea

Genus : Pilophorus

Spesies : Philoporus acicularis

(A) (B)
Gambar 2.3 Liken P. aciculare Mutch 2017 (A), Dokumentasi pribadi (B)

Liken merupakan tanaman pionir dan juga merupakan tanaman yang
paling sederhana karena tidak memiliki organ khusus seperti akar, tunas maupun
daun. Hal ini memungkinkan liken dapat hidup dilingkungan yang ekstrim (Negi,
2003). Liken atau jamur kerak, termasuk dalam kingdom fungi tidak dapat

menghasilkan makanan sendiri dan umumnya menjadi parasit atau dekomposer.


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

10

Each soredium consists of
O an algal body and fungal
N filiments (hyphae).

0 ~Hypha , Soredia
\ ;,{é:‘

% v . Soredia detach
e €0 from lichen.

Gambar 2.4 Simbiosis jamur dengan alga (PlantScience4U.com, 2014)

Liken terbentuk karena simbiosis mutualisme antara jamur dan alga atau
sianobakteri (Gambar 2.4) (Adnani dkk., 2017). Liken sebagai mikobion memiliki
dua peran utama dalam simbiosis yakni menjadi tempat hidup fotobion (alga)
yang dapat melindungi dari paparan sinar matahari (radiasi ultraviolet) dan
menyerap nutrisi mineral dari permukaan untuk menghindari kekeringan.
Fotobion berperan untuk menyediakan makanan bagi mikobion dengan
memberikan 60% hasil fotosintesis, dalam kasus sianobakteria, untuk
menghasilkan ammonium (dan kemudian senyawa nitrogen organik) dari gas Nz,

dengan nitrogen terfiksasi (Rankovi¢ dan Kosani¢, 2015).

(A) (B) ©)
Gambar 2.5 Morfologi liken tipe Krustose (A), Foliose (B), Fruktiose (C)
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Terdapat 3 bentuk morfologi liken yaitu liken krustose, foliose, dan
fruktiose (Gambar 2.5) (Pratiwi, 2008). Menurut Roziaty (2016), liken krustose
merupakan lumut kerak yang memiliki talus yang berukuran kecil, datar, tipis, dan
selalu melekat pada permukaan substrat. Berbeda dengan liken foliose yang
memiliki struktur seperti daun yang tersusun oleh beberapa lobus dan relatif
melekat lebih longgar pada substratnya. Pada liken fruktiose, talusnya seperti
semak dan memiliki banyak cabang. Talus liken fruktiose tumbuh tegak atau

menggantung pada substrat.

2.4.1 Metabolit Sekunder Liken

o NH,
o o0 N
O~ 0 O
. s g
(A) (B) () N (D)
Gambar 2.6 Beberapa struktur metabolit sekunder liken yaitu Depside (A),
Depsidone (B), Dibenzofuran (C), Depsone (D)

Liken menghasilkan metabolit sekunder yang digunakan untuk bertahan
hidup pada lingkungan yang panas, dingin, maupun kering dan melindungi dirinya
dari kompetitor ataupun predator. Menurut Rankovi¢ dan Kosani¢ tahun 2015,
umumnya golongan senyawa liken yang memiliki aktivitas antimikroba utamnya
sebagai antibakteri adalah asam usnik, fenolik, triterpen, steroid, antrakuinon,
depside, depsidone, dan dapsone. Senyawa golongan depside, depsidone,
dibenzofurane dan depsone merupakan metabolit sekunder unik yang terdapat
pada liken (Yuan, 2010) (Gambar 2.6).

2.4.2 Aktivitas Antibakteri Liken
Menurut Molnar and Farkas (2010), terdapat 1050 metabolit sekunder
liken dan beberapa telah diuji memiliki bioaktivitas sebagai antibakteri,

antiprotozoa, antioksidan, antiproliferatif, dan antikanker. Berikut penelitian
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terkait aktivitas metabolit sekunder liken, diantaranya antikanker (Aravind dkk.,
2014; Suh dkk., 2017), antiproleferatif (Bucar dkk., 2004; Burlando dkk., 2009;
Brisdelli dkk., 2013; Bessadottir dkk., 2014), antioksidan (Bhattarai dkk.,
2008)dan antibakteri (Burkholder dkk., 1944; Gulluce dkk., 2006; Yuan, 2010;
Shrestha dan St. Clair, 2013; Basile dkk., 2015; Felczykowska dkk., 2017;
Resende dkk., 2018). Berikut aktivitas metabolit liken famili Cladoniacea sebagai
antibakteri (Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Berbagai penelitian antibakteri terhadap liken famili Cladoniacea

Liken Metabolit Sekunder Aktivitas
Cladonia  didymic acid Aktif terhadap S. aureus
incrassata dengan MIC 7,5ug/ml (Dieu

(@)
7 O O OH dkk., 2014).
OH
(0]

condidymic acid
(0]
N
OH
0]

(—)-usnic acid

Cladonia  Lectins Aktif terhadap bakteri gram
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verticillaris

positif  (Bacillus  subtilis,
Staphylococcus aureus, dan
Enterococcus faecalis) dan
bakteri

gram negatif

(Escherichia coli dan

Klebsiella pneumoniae)
dengan penghambatan
paling baik pada bakteri E.
coli (MIC of 7.18 ugmlL-1)

(Ramos dkk., 2014)

(-)-usnic acid
Cladonia
foliacea

Atranorin
O
C
on &° OCHj
OHC
o) CH,
HO CH,
fumarprotocetraric acid
0 CO,H
Hic o CHzoé':f
OH
HO CO,H

CHO HsC

Aktif bakteri

Staphylococcus

terhadap
aureus,
Bacillus

Bacillus  cereus,

subtilis, Proteus vulgaris,

Aeromonas hydrophila,
Streptococcus faecalis, dan
Listeria monocytogenes serta
jamur Candida albicans dan
Candida glabrata

dkk., 2004)

(Yilmaz



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

14

2.5 Ekstraksi, Fraksinasi dan Isolasi
2.5.1 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan komponen kimia dari tumbuhan
ataupun hewan berfungsi untuk menarik analit dari sampel dengan pelarut yang
tepat (Mandal dkk., 2015). Prinsip metode ekstraksi berdasarkan like dissolve like
yaitu semakin larut analit dalam pelarut maka ekstraksi semakin baik. Kecepatan
difusi pada ekstraksi dipengaruhi beberapa faktor antara lain temperatur, luas
permukaan partikel analit, jenis pelarut, perbandingan analit dengan pelarut serta
kecepatan dan lama pengadukan.

Ekstraksi bahan alam umumnya menggunakan metode maserasi, perkolasi,
refluks, sohletasi, digesti, infus, dan dekok. Metode ekstraksi padat cair dibedakan
menjadi metode maserasi, perkolasi, dan sohletasi. Menurut Leba (2017), metode
maserasi merupakan metode ekstraksi yang sederhana karena cara dan alat yang
dibutuhkan dalam ekstraksi mudah. Metode maserasi merupakan proses ektraksi
dengan merendam analit dalam pelarut yang tepat pada suhu ruang. Proses
perendaman sekitar 3-5 hari dengan diaduk sesekali dan dapat dilakukan secara
berulang (remaserasi). Parameter analit telah terekstrak sempurna dengan warna

pelarut yang menjadi jernih setelah analit dan pelarut tercampur.

2.5.2 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan proses untuk memisahkan senyawa ekstrak sesuai
sifat fisika kimia. Metode fraksinasi secara umum dapat dilakukan dengan metode
partisi cair-cair, pengendapan, destilasi, dan kromatografi. Metode partisi cair-cair
merupakan metode dengan menambahkan cairan dalam ekstrak yang telah
dilarutkan dalam cairan lain yang tidak bercampur sehingga membentuk dua fase.
Senyawa dalam ekstrak akan melarut di antara dua fase tersebut sesuai
polaritasnya. Prinsip metode ini berdasarkan like dissolve like sehingga kelarutan
senyawa antar dua fase akan tergantung kemiripan antara polaritas senyawa

dengan cairan pelarut (Houghton dan Raman, 2012).
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2.5.3 Isolasi

Isolasi merupakan proses pemisahan suatu senyawa dari komponen
senyawa untuk mendapatkan isolat murni. Isolasi dapat dilakukan dengan
beberapa metode antara lain Thin Layer Chromaography (TLC), Low Pressure
Column Chromatography (LPLC), High Pressure Column Chromatography
(HPLC), lon Exchange Chromatography (IEC), dan Countercurrent
Chromatography (CCC) (Sarker, 2012).

HPLC merupakan metode pemisahan molekul berdasarkan polaritas
dengan tekanan yang tinggi. Pada penelitian ini digunakan Preparatif-HPLC
(prep-HPLC) dapat digunakan untuk pemisahan maupun isolasi bahan alam
karena mempunyai kolom yang besar, loading sampel yang besar dan laju alir
yang tinggi sehingga mendapatkan kuantitas yang banyak dalam pemurnian
maupun isolasi (Sarker, 2012). Terdapat beberapa tipe prep-HPLC dalam
pemurnian bahan alam antara lain normal phase, reversed-phase, gel permeation
chromatography (GPC), dan ion exchange chromatography. Tipe prep-HPLC
dipilih tergantung dari karakteristik dari kompabilitas ekstrak yang akan
digunakan. Pada penelitian ini digunakan reversed-phase yang fase diamnya
bersifat nonpolar dari pada eluennya (Sarker, 2012).

Eluen yang digunakan pada prep-HPLC harus memenuhi beberapa kriteria
anatara lain mempunyai kemurnian yang tinggi, kompatibel dengan detektor dan
tidak mengganggu observasi dari komponen target, kekentalan yang rendah untuk
menjaga tekanan tetap rendah, dan harga yang terjangkau. Gas yang terkandung
dalam eluen harus dihilangkan (degaser) untuk menghilangkan oksigen yang
dapat membuat mikroskopik gelembung pada saat tekanan tinggi. Gelembung
udara ini dapat mengganggu pembacaan dari detektor. Eluen perlu diultrasonik
sebelum digunakan. Eluen yang dapat digunakan pada reversed-phased prep-
HPLC umumnya gabungan air dan larut dalam pelarut organik seperti asetonitril
(ACN), metanol (MeOH), atau tetrahydrofuran (THF) (Sarker, 2012).
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2.6 Karakterisasi Senyawa

2.6.1 Electrospray lonization-Mass Spectrometry (ESI-MS)

Spektrometer massa (MS) merupakan metode untuk menentukan massa
atom atau molekul (m/z) dengan pembelokan partikel dalam medan magnet. Pada
spektrometer massa atom atau molekul akan ditembak dengan elektron dengan
kecepatan tinggi yang menyebabkan molekul akan melepaskan elektron. Jumlah
elektron yang terlepas tersebut disebut nomor muatan (ion positif). Mass-to-

charge (m/z) merupakan massa dibagi dengan nomor muatan.

Sample - Ton Mass = Data
: : Detector
inlet : source analyzer system
Atmosphere/
vacuum High vacuum
||||||||||||||||||||||||||||||||| I

|

Gambar 2.7 Komponen Mass Spectrometry (MS) (Pavia dkk., 2009)

Dalam Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), aliran gas
yang dari kromatografi gas dimasukkan ke dalam ruang ionisasi spektrometer
massa. spektrometer massa berperan dalam peran detector .Pada High
Chromatography-Mass Spectrometry (HPLC-MS, atau lebih sederhana LC-MS)
menggabungkan instrumen HPLC dan spektrometer massa. Zat yang dielusi dari
kolom HPLC dideteksi oleh spektrometer massa, dan spektra massanya dapat
ditampilkan, dianalisis, dan dibandingkan dengan spektra standar yang telah ada
di komputer instrumen (Gambar 2.7) (Pavia dkk., 2009).
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Gambar 2.8 Mekanisme Electrospray lonization-Mass Spectrometry (ESI-MS) (Pavia
dkk., 2009)

Mekanisme metode ESI-MS vyaitu larutan yang mengandung molekul
sampel disemprotkan keluar ujung kapiler halus ke dalam ruang panas yang
berada pada tekanan atmosfer yang hampir sama. Kapiler yang dilewati oleh
larutan sampel memiliki potensi tegangan tinggi di permukaannya, dan tetesan
kecil bermuatan dikeluarkan ke dalam ruang ionisasi. Tetesan bermuatan
mengalami arus balik karena gas pengeringan (nitrogen) yang menguapkan
molekul pelarut dari tetesan. Kerapatan muatan dari setiap tetesan meningkat
hingga gaya tolak elektrostatik melebihi tegangan permukaan tetesan (batas
Rayleigh) sehingga titik tetesan pecah menjadi tetesan yang lebih kecil. Proses ini
berlanjut sampai ion sampel bebas pelarut dibiarkan dalam fase gas (Gambar 2.8)

(Pavia dkk., 2009).

2.6.2 Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) adalah metode spektroskopi yang
baik untuk mengidentifikasi dan menganalisa senyawa organik. Metode tersebut
didasarkan pada spin inti dari *H, **C, °N, *°F, dan 'P. Secara umum, elusidasi

struktur molekul organik menggunakan data spin inti dari *H dan *C . NMR dapat
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memberikan informasi tentang jumlah atom yang berbeda secara magnetis (Balci,
2005).

Spektroskopi *H dan **C termasuk dalam 1D NMR karena hanya memiliki
2 yaitu sumbu frekuensi berupa pergeseran kimia (chemical shift) dalam ppm dan
intensitas. Spektroskopi NMR *H untuk mengetahui susunan hidrogen molekul
dari pergeseran kimia dan banyaknya sinyal sebagai identifikasi jenis *H molekul,
luas puncak sebagai banyak inti *H, pola pembelahan spin sebagai jumlah *H
tetangga terdekat yang dimiliki inti *H tertentu. Pada spektroskopi NMR *C dapat
memberikan informasi tentang kerangka karbon (Hart dkk., 2003).

2D NMR mempunyai 3 sumbu yang sumbu pertama mewakili pergeseran
kimia pertama, sumbu kedua mewakili rentang pergeseran kimia kedua, dan
sumbu ketiga merupakan intensitas. 2D-NMR terdiri dari Correlated
Spectroscopy (COSY), Nuclear Overhauser Effect (NOESY), Heteronuclear
Single-Quantum Correlation (HSQC), dan Heteronuclear multiple-bond
correlation (HMBC). COSY merupakan spektroskopi korelasi dari H-H yang
digunakan untuk mengetahui proton-proton yang berdekatan pada suatu senyawa.
NOESY untuk mengetahui hubungan proton dalam molekul yang berdekatan
tetapi tidak tidak terhubung oleh ikatan kimia. HSQC mendeteksi korelasi antara
proton dengan karbon dalam satu ikatan. HMBC menunjukkan korelasi antara
proton dengan karbon dalam jarak dua sampai tiga ikatan sehingga secara tidak
langsung dapat diketahui konektivitas antar karbon dalam jarak tersebut (Balci,
2005).

2.7 Uji Aktivitas Antibakteri

Penelitian dan pengembangan agen antimikroba untuk menangani
resistensi patogen beberapa tahun terakhir mengalami peningkatan yang cukup
tinggi. Uji aktivitas dibagi menjadi difusi dan dilusi. Beberapa bioassay yang
umum digunakan seperti disk-difusi, well diffusion dan dilusi broth atau agar
(Balouiri dkk., 2016)
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Uji difusi merupakan uji yang bersifat kualitatif sedangkan uji dilusi
merupakan uji yang bersifat kuantitatif. Metode dilusi menunjukkan jumlah
konsentrasi tertentu yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Data
kuantitatif yang menunjukkan seberapa rentan suatu isolat, sistem pengujiannya
mudah dipelajari dan dievaluasi serta standarisasi dalam uji coba antar
laboratoriom lebih mudah Uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini digunakan
mikrodilusi sesuai dengan protokol CLSI MO7. Pada uji dilusi terdapat uiji
makrodilusi dan mikrodilusi. Mikrodilusi menggunakan sampel lebih sedikit
untuk uji aktivitas dibandingkan dengan makrodilusi.. Keuntungan metode
mikrodilusi adalah pengguanan sampel tidak terlalu banyak sehingga biaya uji

aktivitas lebih ekonomis.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Liken Phiporon aciculare (Ach.) Nyl
serta Uji Antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ini merupakan penelitian

true experimental.

3.2 Skema Penelitian

Determinasi o Liken
Tanaman Phyloporon aciculare
Determinasi oleh /ichenologist - Sortasi basah
- Pencucian

- Sortasi kering
v - Pengecilan ukuran partikel

Serbuk

- Ekstraksi maserasi dengan metanol
- Remaserasi

Y
| Ekstrak |

-Fraksinasi dengan n-heksana

- Preparasi sampel 4} Fraksi |.—

- Pengembangan metode

- Uji aktivitas antibakteri

optimasi
- Isolasi senyawa Y
| Larutan isolat | | Data % penghambatan |
- Pe}lguapan . -Analisis dengan T fest satu
- Uji kemurnian sampel
Y Freeze dry Y
Isolat kristal Data aktivitas antibakteri
- Perekaman data spektrum
senyawa
menggunakan ESI-MS dan
NMR
'- Analisa data
Karakteristik >| Kesimpulan
Senyawa

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian
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3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan mulai bulan September 2019 sampai Januari 2020 di
Laboratorium Kimia Farmasi Universitas Jember dan Laboratorium Center of
Development of Advance Science and Technology (CDAST) Universitas Jember,

dan University of Wollonggong Australia.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain beaker glass,
erlenmeyer, ayakan, timbangan analitik, blender (Phillips), spatula logam,
mikrospatula logam, batang pengaduk, magnetic stirrer (UC152), corong,
mangkuk, eppendorf, vial, destilator, tabung reaksi (Pyrex), rak tabung reaksi,
lemari pendingin, syringe 1 mL, SGE 100uL syringe (Trajan Scientific and
Medical), membrane filter 0,45ul, pembakar spiritus, orbital incubator (Stuart
S1600), microplate flat bottom 96 wells (lwaki), mikropipet (Socorex dan
Eppendorf), 12-channel micropipette (Socorex), petri dish, spektrofotometer UV-
Vis, Laminar Air Flow (THERMO CIENTIFIC SERIES A2), autoklaf (B-ONE),
hot plate (UC152), vortex (GENIE2), shacker inkubator (B-ONE), microplate
reader, perangkat lunak : IBM SPSS Statistic 22, High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) CECIL (detektor CECIL CE4300, degaser CE4040 dan
pompa CE4104 yang dikendalikan oleh CE4900, perangkat lunak : PowerStream,
kolom : Dispere M80 10x250 mm 4 um 80A dan Symmetry C18 4,6x150 mm 5
pum) , Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) Shimadzu LC-2010
Mass Spectrometer, perangkat lunak : SeeMs, Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) Bruker Avance 500 MHz, spektra 1D-NMR (*H and *C NMR) dan
spektra 2D-NMR (gCOSY, gHSQC, gHMBC, zTOCSY) direkam pada frekuensi
500 and 125 MHz, perangkat lunak : Mnova versi 14.1 dan perangkat lunak Chem

Bio Draw versi 120.
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3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain liken Phyloporon
aciculare (Ach.) Nyl, metanol pa, n-heksana, kertas saring, masker, gloves,
alumunium foil, asetonitril pro analisis, Steril Water For Injection (SWFI),
aquades steril, Mueller Hinton Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB), infus
NaCl 0,9%, BaCl,, DMSO, etil asetat, H,SO,4, gentamisin, alkohol 70%, dan
CD;0D.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak liken
Phyloporon aciculare (Ach.) Nyl. Uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol liken
Phyloporon aciculare terhadap Staphylococcus aureus dengan konsentrasi
100pL/mL.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada uji aktivitas antibakteri adalah persen penghambatan
sampel uji ekstrak liken Phyloporon aciculare terhadap bakteri Staphylococcus

aureus dengan metode mikrodilusi.

3.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali penelitian ini adalah pembuatan serbuk liken
Phyloporon aciculare, metode ekstraksi maserasi, metode isolasi, media MHA
dan CAMHB, biakan bakteri, kondisi inkubasi, serta cara pengukuran hasil uji

aktivitas antibakteri.
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3.6 Definisi Operasional
Berikut adalah definisi operasional dari penelitian ini :

a. Tumbuhan liken Phyloporon aciculare yang digunakan dalam penelitian ini
liken yang melekat pada batu dan diambil secara acak dari Gunung Lawu,
Sarangan, Kabupaten Magetan, Jawa Timur dengan letak geografis
7°39°51.1”S111°11°34.0”E.

b. Isolasi senyawa liken Phyloporon aciculare menggunakan High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) kolom Dispere M80 10x250mm 4pum 80A
dengan eluen gradien air (pompa A) dan asetonitril (pompa B) pada A 254 nm
selama 35 menit dengan laju alir 2 mL/menit.

c. Karakterisasi senyawa liken Philoporon aciculare dilakukan menggunakan
Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) Shimadzu LC-2010
Mass Spectrometer, Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Bruker Avance
500 MHz, spektra 1D-NMR (*H and *C NMR) dan spektra 2D-NMR
(gCOSY, gHSQC, gHMBC, zTOCSY) direkam pada frekuensi 500 and 125
MHz, dan Nuclear Magnetic Resonance (NMR).

d. Bakteri yang digunakan uji aktivitas antibakteri adalah Staphylococcus
aureus ATCC 6538.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Pengumpulan Sampel dan Determinasi Tanaman

Sampel tumbuhan liken Phyloporon aciculare diambil secara acak dari
Gunung Lawu, Sarangan, Kabupaten Magetan, Jawa Timur dengan letak
geografis 7°39°51.1”S111°11°34.0”E. Setelah itu, liken dideterminasi oleh
lichenogist yaitu Ludmilla Fitri Untari, S.Si, M.Si di Fakultas Biologi Universitas
Gajah Mada (UGM) Y ogyakarta.
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3.7.2 Pembuatan Simplisia

Sampel liken Phyloporon aciculare sebanyak 50 g yang telah
dikumpulkan kemudian di sortasi basah dan dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan di suhu ruang. Selanjutnya sampel liken kembali di sortasi kering dan
diblender untuk mengecilkan ukuran partikel liken menjadi serbuk kemudian
diayak.

3.7.3 Ekstraksi

Serbuk liken Phyloporon aciculare ditimbang sebanyak 50 g dan
dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Kemudian serbuk ditambahkan metanol 150 ml
dan dimaserasi dengan magnetic stirrer dengan kecepatan 200 rpm selama 24 jam
pada suhu ruang. Hasil ekstraksi di saring dan residu ekstraksi di remaserasi

dengan cara yang sama hingga pelarut menjadi jernih.

3.8 Pemisahan dan Pemurnian Metabolit Sekunder

3.8.1 Preparasi Sampel

Hasil ekstraksi ditimbang sebanyak 0,5 g kemudian ekstrak dilarutkan
dalam n-heksana dan didiamkan hingga mengendap. Setelah itu, diambil bagian
yang larut n-heksana dan dipindahkan ke vial dan dikeringkan hingga mengendap
pada suhu ruang. Ulangi hingga ekstrak tidak larut n-heksana. Setelah sampel
kering, ditimbang 50 g ekstrak dan dilarutkan dalam metanol 1 mL. Kemudian
sampel diultrasonik selama 5 menit dan di disaring dengan membrane filter

0,45pL ke eppendorf menggunnakan syringe 1 mL.

3.8.2 Pengembangan Metode Isolasi

Sebelum dilakukan isolasi sampel dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) dengan detektor CECIL CE4300, degaser CE 4040 dan
pompa CE 4104 yang dikendalikan oleh CE4900. Kolom yang digunakan adalah
Dispere M80 10x250mm 4um 80A. Optimasi metode dilakukan dengan mengatur
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gradien eluen. Eluen gradien terdiri dari water for injection (pompa A) dan
asetonitril pro analisis (pompa B) pada /4 254 nm selama 35 menit dengan laju alir

2 mL/menit.

3.8.3 Isolasi Senyawa

Setelah menemukan kromatogram optimal dilakukan isolasi dengan
injeksi 100 pL sebanyak 30 kali injeksi terhadap metode optimal kromatogram
dengan menampung larutan pada tabung reaksi. Tabung reaksi tersebut kemudian
diuapkan di lemari asam hingga terbentuk kristal. Kemudian dilakukan uji
kemurnian dengan menginjeksikan larutan isolat yang diuapkan. Selanjutnya
dilakukan freeze dry terhadap isolat.

3.9 Perekaman Data Spektrum Senyawa
3.9.1 Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS)

Sampel liken Phyloporon aciculare dikirimkan ke Wollongong University
Australia untuk diuji Electroscopy lonization Mass Spectrometry (ESI-MS).
Sampel dilarutkan dalam metanol kemudian diinjeksikan ke dalam ESI-MS
Shimadzu LC-2010 Mass Spectrometer. Data yang didapat dianalisis dengan
aplikasi SeeMS.

3.9.2 Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Isolat senyawa liken Phyloporon aciculare dikirimkan Universitas
Wollonggong Australia. Sampel ditimbang 10 mg kemudian dilarutkan dalam
aseton ((CD3),CO). Selanjutnya larutan diinjeksikan ke dalam NMR. Pengukuran
dilakukan pada frekuensi resonansi 500 MHz pada *H-NMR dan 125 MHz pada
B3C-NMR. Data yang didapatkan berupa data 1D-NMR (*H-NMR dan *C-NMR)
dan 2D-NMR (gHSQC dan gHMBC) yang diinterpretasikan menggunakan

aplikasi Mnova versi 14.1.
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3.10 Uji Aktivitas Antibakteri
Uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini mengacu pada protokol CLSI
(2015) digunakan metode mikrodilusi dengan konsentrasi tunggal. Terdapat
beberapa tahapan uji aktivitas pada penelitian ini antara lain sebagai berikut.
a. Sterilisasi Alat dan Bahan
Pada uji aktivitas antibakteri ini dilakukan secara aseptis. Peralatan
yang digunakan seperti alat gelas, yellow tip, blue tip, dan media disterilisasi
terlebih dahulu dengan autoklaf dengan suhu 121°C tekanan 1 MPa selama 15
menit.
b. Preparasi Media dan Larutan
1) Media MHA
Media Mueller-Hinton Agar (MHA) digunakan untuk peremajaan
bakteri uji. Media dibuat dengan menimbang 1,6 g MHA dan
melarutkannya dalam 80 mL akuades demineralisasi. Selanjutnya media
disterilisasi yang kemudian dituang ke dalam cawan petri steril dengan
volum sekitar 20 mL dan ditunggu memadat lalu disegel dengan parafilm.
2) Media CAMHB
Media CAMHB digunakan untuk uji aktivitas antibakteri dengan
metode mikrodilusi. Media dibuat dengan menimbang 1,05 g Mueller
Hinton Broth (MHB) dalam 50 mL akuades demineralisasi kemudian
disterilisasi. Setelah itu, media ditambahkan dengan larutan MgCl, dan
CaCl, steril dengan konsentrasi Mg®* dalam media sebesar 10-12,5 mg/L
dan konsentrasi Ca®* dalam media sebesar 20-25 mg/L
Selanjutnya membuat larutan induk CaCl, dengan melarutkan 0,2778 g
CaCl, dalam 10 mL akuades demineralisasi sehingga didapat kadar 10 mg
Ca?*/ml dan membuat larutan induk MgCl, dibuat dengan melarutkan
0,3915 g MgClI, dalam 10 ml akuades demineralisasi sehingga didapat
konsentrasi 10 mg Mg®*/mL. Dari masing-masing larutan induk diambil
MgCl, sebanyak 56,25 uL serta larutan induk CaCl, sebanyak 112,5 ul
sehingga didapatkan konsentrasi 11,25 mg Mg?* /L dan 22,5 mg Ca®* /L.
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3) Larutan Standar Mc Farland 0,5
Mc Farland 0,5 dibuat dengan mencampurkan BaCl, 1% dengan
9,95ml H,SO, kemudian divorteks hingga homogen. Selanjutnya
dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada 4 625 nm hingga didapat absorbansi dengan rentang 0,08-0,13.
Peremajaan Biakan Murni
Peremajaan biakan murni bakteri Staphylococcus dilakukan secara
aseptis di dalam Laminar Air Flow (LAF). Jarum ose disterilisasi dengan
dipijarkan pada spirtus lalu diambil biakan bakteri Staphylococcus aureus
kemudian digoreskan pada media MHA. Selanjutnya media diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam.
Pembuatan Suspensi Bakteri
Bakteri dari kultur peremajaan biakan Staphylococcus aureus dari
kultur peremajaan biakan murni diambil sebanyak 2-3 koloni dengan ose
secara aseptis dan disuspensikan secara homogen dalam media CAMHB.
Biakan tersebut kemudian disesuaikan kekeruhannya dengan Mc Farland 0,5
menggunakan bantuan spektrofotometer. Selanjutnya dilakukan pengukuran
absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A 625 nm hingga
didapat absorbansi dengan rentang 0,08-0,13. Biakan kemudian diencerkan
hingga 100 Kkali dari konsentrasi awal sehingga didapat suspensi 1 x 10°
CFU/mL sebagai biakan aktif.
Pembuatan Kontrol Positif dan Kontrol Negatif
1) Kontrol negatif
Kontrol negatif uji aktivitas antibakteri yang digunakan adalah 1%
DMSO dalam CAMHB.
2) Kontrol positif
Kontrol positif uji aktivitas antibakteri yang digunakan adalah sediaan
injeksi 40 mg/ml yang diencerkan dengan CAMHB menjadi 200 pg/mL
sebagai larutan induk. Larutan induk kemudian diencerkan menjadi 4

ug/mL
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Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji aktivitas antibakteri dengan melarutkan ekstrak
liken Phyloporon aciculare dalam DMSO 10% sehingga didapatkan
konsentrasi uji sebesar 100 pug/mL.
Uji Antibakteri Mikrodilusi

Suspensi  bakteri dalam CAMHB diencerkan 100 kalinya
menggunakan CAMHB hingga konsentrasi bakteri dari 1 x 10® CFU/mL
menjadi 1 x 10° CFU/mL. Setiap sumuran berisi 50 pL suspensi bakteri
dalam CAMHB, kemudian ditambahkan larutan uji, kontrol positif, atau
kontrol negatif sebanyak 50 pL. Konsentrasi akhir bakteri tiap sumuran yaitu
5 x 10* CFU/mL. Kelompok perlakuan terdiri dari campuran 50 pL larutan
ekstrak konsentrasi 100 pg/mL dalam DMSO 1% dan 50 pL bakteri (5 x 10°
CFU/mL) dalam media CAMHB. Kontrol ekstrak merupakan campuran 50 pL
larutan ekstrak konsentrasi 100 pg/mL dalam DMSO 1% dan 50 pL media
CAMHB. Kontrol negatif ekstrak merupakan campuran 50 uL 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
pL media CAMHB. Kontrol positif merupakan campuran 50 pL gentamisin
konsentrasi 1 pg/mL dan 50 pL bakteri dalam media CAMHB. Kontrol
gentamisin adalah campuran 50 pL gentamisin konsentrasi 1 pg/mL dan 50
pL media CAMHB. Kontrol negatif gentamisin terdiri dari campuran media
CAMHB 50 pL dan bakteri dalam CAMHB 50 pL, sedangkan kontrol media
yaitu media CAMHB sebanyak 100 pL. Semua perlakuan dilakukan tiga kali
replikasi dan semua prosedur uji antibakteri dilakukan di dalam LAF. Berikut

rancangan mikroplate untuk uji antibakteri.
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I O M m O O W >

Gambar 3.2 Rancangan microplate uji antibakteri liken Phyloporon aciculare

Keterangan :

B0 NER O B

a.

Terhadap Staphylococcus aureus

Ekstrak dalam DMSO 1% 50 uL + bakteri dalam CAMHB 50 pL
(kelompok perlakuan)

Ekstrak dalam DMSO 1% 50 uL + media CAMHB 50 pL (kontrol
ekstrak)

Gentamisin 50 pL + bakteri dalam CAMHB 50 pL (kontrol positif)
Gentamisin 50 pL + media CAMHB 50 pL (kontrol gentamisin)
DMSO 1% dalam media CAMHB 50 pL + bakteri dalam CAMHB
50 pL (kontrol negatif)

DMSO 1% dalam media CAMHB 50 pL + media CAMHB 50 pL
(kontrol DMSO)

Media CAMHB 50 L + bakteri dalam CAMHB 50 pL (kontrol
negatif gentamisin)

Media CAMHB 100 pL (kontrol media)

3.11 Analisa Data Uji Aktivitas Antibakteri

Pada penelitian ini, uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi

menghasilkan data absorbansi yang berupa perubahan warna sesuai kandungan.
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Persentase penghambatan bateri terhadap hasil uji dapat dihitung menggunakan
rumus berikut.

(Abs R — Abs S)
% penghambatan = (1 — (Abs P — 4bs 0) x100%

Keterangan:

Abs = absorbansi

P = kontrol negatif (DMSO 1% atau media + suspensi bakteri)
Q = kontrol media (DMSO 1% atau media)

R = uji (ekstrak /gentamisin + suspensi bakteri)

S

= kontrol uji (ekstrak /gentamisin + media)
(Quave dkk., 2008)

Hasil dari perhitungan di atas dianalisis dengan menggunakan metode
statistika dengan perangkat lunak IBM SPSS Statistic 22. Analisis t test satu
sampel dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan yang bermakna
dengan p < 0,05.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian, kesimpulan yang dapat

diambil adalah sebagai berikut.

1.

Pada penelitian ini berdasarkan analasis data NMR didapatkan senyawa mayor
P. aciculare merupakan methyl 2,4-dihydroxy-3,6-dimethylbenzoate yang
merupakan senyawa depside dengan rumus molekul C;,H;,0, vyang
mempunyai massa molekul sebesar 196 a.m.u. Massa molekul dikonfirmasi
menggunakan LRMS [M+H]" sinyal pada 197 m/z.

Persen penghambatan aktivitas antibakteri P. aciculare terhadap
Staphylococcus aureus sebesar 5,871 + 1,091% dengan nilai p < 0,05 yang
menunjukkan bahwa P. aciculare tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap

bakteri Staphylococcus aureus.

5.2 Saran

1.

2.

Adapun saran penelitian ini sebagai berikut.
Liken P. aciculare dapat dilakukan pemelitian aktivitas biologis lain selain uji
antibakteri seperti uji antioksidan atau antikanker.
Penelitian antibakteri terhadap liken P. aciculare dapat dilakukan terhadap

spesien bakteri lainnya.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Pembuatan Ekstraksi
Berat serbuk kering liken = 50,0 gram

Ekstrak kering =0,8591 gram

Berat ekstrak kerin
Rendemen ekstrak etanol = £ x 100%
Berat serbuk awal

_ 0,8591 gram
50,0 gram

=1,7182%

x 100%

Lampiran 2. Perhitungan Pembuatan Fraksinasi

Berat ekstrak untuk fraksinasi =059

Berat wadah + fraksi heksana =10,6702 g
Berat wadah kosong = 10,3838 gram
Fraksi heksana = 0,286 gram

Berat fraksi

Rendemen fraksi heksana x 100%

" Berat ekstrak untuk fraksinasi
_ 0,286 gram
0,5 gram

=57,2%

x 100%

Lampiran 3. Perhitungan Konsentrasi Gentamisin Uji Antibakteri

1. Pembuatan larutan induk gentamisin

Bahan = larutan injeksi gentamisin sulfat konsentrasi 40 mg/mL
BM gentamisin sulfat = 575,675 g/mol
BM gentamisin = 477,596 g/mol

BM gentamsin

Konsentrasi gentamisin = —
BM gentamisin sulfat

x 40 mg/mL

_ 477,596 g/mol

" 575,675 g/mol x 40 mg/mL
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= 33,185 mg/mL
= 33185 pg/mL

Konsentrasi larutan induk gentamisin yang dibutuhkan yaitu 100 pg/mL :

volume yang diambil dari gentamisin sulfat
10000 uL. media CAMHB

x 33185 pg/mL = 100 pg/mL

Volume yang dipipet dari larutan gentamisin sulfat = 30,1 uL ad media CAMHB
10000 pL sehingga konsentrasi larutan induk gentamisin 100 pg/mL.

2. Pengenceran larutan induk gentamisin

Konsentrasi gentamisin yang dibutuhkan untuk uji aktivitas antibakteri yaitu 1
pg/mL :

volume yang diambil dari larutan induk
10000 pL media CAMHB

x 100 pg/mL =1 pg/mL

Volume yang dipipet dari larutan induk gentamisin = 100 puL ad media CAMHB
10000 pL sehingga konsentrasi gentamisin untuk kontrol positif 1 pug/mL.

Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Media CAMHB

A. Larutan Induk MgCl

1. Berat MgCl yang harus ditimbang

Berat molekul MgCl, = 95,211 g/mol

Berat molekul Mg®* = 24,305 g/mol

Dibutuhkan larutan induk MgCl, dengan konsentrasi 10 mg Mg?*/ml.

_ BM MgCI2

Jumlah MgCl, dibutuhkan
" BM Mg2+

—————x 10 mg/ml x 10ml

_ 95,211 g/mol
" 24,305 g/mol

=391,23 mg

X 10 mg/ml x 10 ml

2. Kadar MgCl yang harus dipipet agar kadar Mg®* 11,25 mg/L
M1 xV1=M2xV2

10 mg/ml x V1 =11,25 mg/L x 50 ml

V1 =0,05625 ml
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B. Larutan Induk CaCl

1. Berat CaCl yang harus ditimbang

Berat molekul CaCl, =110,078 g/mol

Berat molekul Ca** = 40,078 g/mol

Dibutuhkan larutan induk MgCl, dengan konsentrasi 10 mg Mg /ml.

_ BM CaCI2

Jumlah MgCl, dibutuhkan =
BMCa2+

x 10 mg/ml x 10ml

110,078 1
= 110078 8/m0ly 4 () a/ml x 10 ml
40,078 g/mol

=279,91 mg
2. Kadar MgCl yang harus dipipet agar kadar Mg®* 22,25 mg/L
M1 xV1=M2xV2
10 mg/ml x V1 = 22,25 mg/L x 50 ml
V1=0,1125 ml

Lampiran 5. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Uji Aktivitas Antibakteri
Penimbangan eksteak =104,8 ug

Pengenceran ekstrak dengan DMSO = 104,8 pL ~ 104,8 mg

104,8 ug

Konsentrasi ekstrak yang dilarutkan DMSO = T 10000 pg/mg
Jumlah ekstrak yang di pipet =30 pL

Media CAMHB yang ditambahkan = 2970 pL

Konsentrasi akhir ekstrak = 322X 1000 B&/M8 _ 10 15/,

3000 pL
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Lampiran 6. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Metode Mikrodilusi Konsentrasi Tunggal

Absorbansi A 625 nm

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Rata-Rata
Kelompok Perlakuan 0.914 0.923 0.933 0,923
Kontrol Ekstrak 0,103 0,103 0,103 0,103
Kontrol Positif 0,122 0,122 0.123 0,122
Kontrol Gentamisin 0,109 0,111 0,111 0,110
Kontrol Negatif Ekstrak 0,973 0,975 0,978 0,975
Kontrol DMSO 0,103 0,104 0,105 0,104
Kontrol Negatif Gentamisin 0,831 0,837 0,849 0,839
Kontrol Media 0,110 0,111 0,111 0,111
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Lampiran 7. Perhitungan Uji Antibakteri

% penghambatan = (1 —

Keterangan:
Abs = absorbansi

(Abs R — Abs

62

S)

(Abs P — Abs

x1009%
Q) °

= kontrol negatif (DMSO 1% atau media + suspensi bakteri)

1% atau media)

= uji (ekstrak /gentamisin + suspensi bakteri)

P
Q = kontrol media (DMSO
R
S

= kontrol uji (ekstrak /gentamisin + media)

1. Persen Penghambatan Ekstrak

(Kontrol Perlakuan — Kontrol Ekstrak)

1

% penghambatan Ekstrak = (1 —

a (Kontrol Negatif Ekstrak — Kontrol DMSO)

(0,923 - 0,103

Yx100%

)

(0,975 - 0,104

2. Persen Penghambatan Gentamisin

$x100% = 5,855%

(Kontrol Positif — Kontrol Gentamisin)

(1

% penghambatan Gentamisin = (1 —

3. Persen Penghambatan DMSO

- 10
(Kontrol Negatif Gentamisin — Kontrol Media))x

(0,122 -0,11

0%

0)

(0,839 — 0,11

75)¥100% = 98,456%

(Kontrol Negatif Ekstrak — Kontrol DMSO)

(1

% penghambatan Ekstrak = (1 —

- (Kontrol Negatif Gentamisin — Kontrol Media)

(0,975 — 0,104)

(0,839 - 0,111)

Y)x100%

x100% = —19,643%
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Lampiran 8. Analisis Data Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Tests of Normality

63

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Persen_Penghambatan 191 .997 3 .900

One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Persen_Penghambatan 3 5.8333 1.10151 63596
One-Sample Test
Test Value =0
95% Confidence Interval of the
Difference
t df | Sig. (2-tailed) | Mean Difference Lower Upper

Persen_

Penghambatan 9.1721 2 .012 5.83333 3.0970 8.5696
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Lampiran 9. Data Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

1. Spektra gCOSY NMR Senyawa Mayor P. aciculare
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Lampiran 10. Data Mass Spectroscopy
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Lampiran 11. ChemDraw Prediksi NMR

1. Prediksi '"H-NMR

ChemNMR "'H Estimation

535
OH O
2.16 3.89
-
(®
53sHO™ 0 Tous

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift

OH 5.35 5.00

0.

OH 5.35 5.00

0.

CH 6.52 7.26

=05
-0.
=05
0.
-0.
0.

CH3 3.89 0.86

Sk
04

CH3 2.16 0.86

1bg
=01

CH3 2.48 0.86

1hg
0.

Base + Inc.

35

49
13

Comment (ppm rel. to TMS)

aromatic C-OH

general corrections
aromatic C-OH

general corrections
l-benzene

1 -0

1 -0

1 -C

1 -C(=0)0C

1, =€

general corrections
methyl

T™aifoha -OC (=0) -LyCgE*C*CyeRc* 1
general corrections

methyl
NS 1 phial— THIE™* C * CHERCACEM
general corrections

methyl
1 alpha -1:C*C*C*C*C*C*1
general corrections

1H NMR Coupling Constant Prediction

shift atom index coupling partner, constant and vector
5.35 13
5.35 12
6.52 6
3.89 14
2.16 11
2.48 10
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2. Prediksi *C-NMR
ChemNMR 13C Estimation

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

100
PPM

50

Protocol of the C-13 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
(& 162.8 SF2ISA 5 l-benzene
28.8 1 -o
1.4 g —O
0.7 i —C
142 1 -C(=0)-0-C
-0l.1 1L—=C
2.3 general corrections
(S 161.7 r28.5 l-benzene
1.4 i =©
28.8 1 -oO
o). 7 i —(
4.3 1 -C(=0)-0-C
-0l il S
—199 general corrections
(S 108.6 128.5 l-benzene
-12.8 1 — O
-12.8 1 -o
Oy i —¢
=0 ol 1 -C(=0)-0-C
SSING) il & C
-0.4 general corrections
(& 112.1 12865 l-benzene
=iL.2 - 8 i1 =0
-7.4 1 -o
=0 o1l 1_2C
240] 1 -C(=0)-0-C
0.3 il =@
1.2 general corrections
cC 140.6 1L 26 5 l-benzene
1.4 S —©)
1.4 1 -O
S A0) 1 =
1.2 1 -C(=0)-0-C
9.2 b
189 general corrections
CH k11.5 128.5 l-benzene
— 7 1 -o
—-12888 1 -0O
-1 1 -€
SO 1 -C(=0)-0-C
0.7 BN =(E
2.7 general corrections
C 171.4 166.0 l-carboxyl
6.0 1 =l G CRCrCi i
-5.0 1 -C from O-carboxyl
4.4 general corrections
CH3 51.5 -2.3 aliphatic
54.9 1 alpha -0-C=0
-2.6 1 gamma —1:C*C*C*C*C*C*1
1.5 general corrections
CH3 8.9 -2.3 aliphatic
24.3 1 alpha —-1:C*C*C*C*C*C*1
-12.4 2 gamma -0
0.0 1 delta -C(=0)-0O
-0.7 general corrections
CH3 22.1 -2.3 aliphatic
24.3 1 alpha —-1:C*C*C*C*C*C*1
-2.8 1 gamma —-C(=0)-0
0.6 2 delta -O
2.3 general corrections
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