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Abstrak:

Dari dua per tiga kasus infeksi endodontik yang persisten pada gigi yang telah dilakukan
perawatan saluran akar, ditemukan Enterococcus faecalis. Bakteri ini dikena sebagal
spesises yang paing resisten pada rongga mulut. Infeks pada rongga mulut ini cukup
berbahaya karna dapat mengakibatkan penyakit degenaratif. Oleh karenaitu, diperlukan suatu
senyawa bioaktif yang dapat menjadi agen antibakteri khususnya pada E. faecalis. Pencarian
senyawa bioaktif dari bahan alam masih menjadi aternatif, salah satunya Myrmecodia
pendans banyak digunakan oleh masyarakat di papua barat sebagai ramuan berkhasiat untuk
terapi berbagal penyakit. Pada penelitian sebelumnya, diketahui bahwa ekstrak etilasetat M.
pendans ini dapat menghambat pertumbuhan Enterococcus faecalis. Pada penelitian ini
digunakan metode sokletasi dengan pelarut etil asetat untuk menarik komponen-komponen
senyawa di dalamnya. Estrak dipisahkan menggunakan kombinasi teknik kromatografi kolom
(fasa normal dan terbalik) sehingga mendapatkan senyawa 1, 2 dan 3. Ketiga senyawa ini
diujikan terhadap bakteri E. faecalis menggunakan metode mikro dilusi sehingga mendapatan
nilai konsentras hambat minimum (KHM). Dalam studi ini, ditemukan dua flavonoid (3"-
methoxy-epikatekin-3-O-epikatekin (2) dengan KHM 1,25 mg/mL dan butein (1) dengan
KHM 0,62 mg/mL) dan asam dibenzo-p-dioxin-2,8-dikarbosilat dengan KHM 5 mg/mL
terhadap E. faecalis.
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1. Pendahuluan

Lebih dari dua dekade, enterococci telah dikenal sebagai bakteri patogen penyebab
infeks pada manusia. Resistensi antimikroba bakteri ini juga meningkat terhadap zat-zat
antimikroba yang baru-baru ini diakui. [1]. Enterococcus faecalis mendominasi infeksi
sekitar 80-90% yang disebabkan oleh enterococci [2,3,4]. Enterococcus faecalis dikenal
sebagai spesises yang paling resisten pada rongga mulut dan paling sering ditemukan pada
infeksi endodontik yang persisten pada gigi yang telah dilakukan perawatan saluran akar [2,
5]. Infeks oral ini tidak bisa dianggap enteng, karena ha itu dapat menyebabkan penyakit
sistemik seperti kanker, penyakit kardiovaskular dan lain-lain [6]. Pencarian antimikroba
yang lebih efektif dan baru menjadi kebutuhan yang mendesak karena resistensi antibiotik
yang semakin meningkat setigp tahunnya [7]. Bahan aam merupakan sumber agen
antimikroba baru, namun belum banyak pengetahuan mengena potensi metabolit sekunder
terhadap patogen oral [8]. Tumbuhan sarang semut, Myrmecodia pendans, banyak digunakan
oleh masyarakat di papua barat sebagai ramuan berkhasiat untuk terapi berbagal penyakit.
Tanaman ini berpotensi untuk dikembangkan dalam obat-obatan herba modern karena
mereka bisa tumbuh dengan balk sebagai tanaman epifit. Oleh karena itu eksploitasi pada
tumbuhan ini tidak akan membahayakan lingkungan [9]. Penelitian sebelumnya mengatakan
bahwa ekstrak etilasetat M. pendans ini dapat menghambat pertumbuhan E. faecalis. Selain
itu, dikatakan pula bahwa kandungan flavonoid tertinggi pada M. pendans terdapat pada
ekstrak etil asetat, bukan ekstrak n-heksana ataupun ekstrak air. Flavonoid memiliki banyak
aktivitas biologis seperti antikanker, antioksidan, antivirus, antimicrobial [10], anti



antihepatotoxic, antiosteoporosis, antiaergi, dan antispasmodic, antiulcer [11]. Dengan
demikian, penelitian ini difokuskan untuk mendapatkan flavonoid yang beraktivitas
antibakteri terhadap E. faecalis.

2. Hasll dan Pembahasan
2.1 Isolasi dan Elusidasi Struktur

Umbi tumbuhan M. pendans dipotong kecil-kecil berukuran sekitar 0,5 cm untuk
memaksimalkan jumlah komponen senyawa yang terambil oleh pelarut. Sampel ditempatkan
pada alat sokletas (kapasitas sampel 300 g) dan labu sokletasi (ukuran 5 L) diisi dengan 3 L
EtOAc, kemudian proses sokletasi berlangsung pada suhu 40°C selama 8 jam (1 siklus
pelarut mengekstraksi sampel adalah 1 jam). Ekstrak cair yang dihasilkan dari proses
sokletas kemudian dipekatkan menggunakan alat rotatory evaporator (suhu water bath
40°C) untuk menghilangkan EtoAC sebagai pelarut pengekstraksi. Penelitian sebelumnya
mengatakan ekstrak EtOAc M. pendans kaya akan flavonoid. Oleh karena itu, untuk melihat
pola noda pemisahan senyawa-senyawa flavonoid yang ada di dalamnya dilakukan analisis
menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) fasa norma (menggunakan lempeng
alumunium silika (Kiesel gel 60 Fus4) dengan campuran eluen n-heksana-EtOAcC (3:7, v/Iv).
Identifikasi bercak noda flavonoid diamati di bawah sinar UV pada A 254 dan 365 nm.
Flavonoid memberikan pendaran berfluorensi kuning ketika dilihat di bawah kedua lampu
UV tersebut [12]. Untuk lebih mempertegas identifikasi, lempeng KLT diberi larutan
penampak noda AlCl3; 10% dalam etanol dan dipanaskan di atas pemanas (hot plate). Noda
berwarna kuning yang muncul setelah diberi larutan penampak noda menunjukkan bahwa
noda tersebut adalah flavonoid [12]. Pemisahan ekstrak EtoAc menggunakan kombinasi
kromatografi fasa norma (menggunakan fasa diam silika gel 60 F.s) dan fasa terbalik
(menggunakan fasa diam ODS, okta desil silan) menghasilkan tiga senyawa murni. Untuk
menentukan struktur kimia senyawa, ketiga senyawa tersebut dikarakterisas menggunakan
spektroskopi UV, FTIR, massadan NMR.

Senyawa 1 berupa padatan kuning menghasilkan noda berwarna kuning ketika dianalisis
KLT menggunakan larutan penampak noda 10% FeCl;, menunjukkan bahwa senyawa ini
termasuk golongan flavonoid [12]. Spektrum ultraviolet menunjukkan puncak pada panjang
gelombang 257,2 dan 269,2 (pital) serta 387 (pita ll) nm. Puncak ini merupakan puncak khas
flavonoid yang memiliki dua pita, khususnya golongan chal cone atau auron. Rentang serapan
pita I (menunjukkan serapan benzoil) untuk chalcone dan auron adalah 230-270 nm,
sedangkan pita Il (menunjukkan serapan sinamoil) untuk chalcone adalah 340-390 nm dan
untuk auron 380-430 nm [12]. Untuk mempertegas dugaan gugus fungs yang dimiliki
senyawa 1, maka dilakukan analisis spektroskopi infra merah. Pada spektrum infra merah
terdapat pita pada bilangan gelombang (vmex) 3437 cm™ menunjukkan regang OH. Selain itu
vmax 1639 cm™ mengindikasikan adanya karbonil, vmax 1512 dan 1458 cm™* merupakan ciri
khas benzena, sedangkan regang C-O diperlihatkan dengan pita pada vmax 1244. Spektrum
'H-NMR menunjukkan delapan sinyal proton aromatik. Tiga sinyal proton pada d 7,93 (d; J
= 9,05 Hz, H-6); 6,41 (d; J = 1,95 dan 8,4 Hz, H-5) dan 6,28 (d; J = 1,95 Hz, H-3)
membentuk spin-system ABX yang diduga merupakan fragmen cincin B flavonoid yang
tersubtitus pada posisi 2',4'. Proton cincin A sama dengan proton cincin B memiliki spin-
system ABX yang diduga merupakan fragmen cincin A pada flavonoid yang tersubtitusi pada
posis 3, dan 4. Sinyal proton pada cincin A adalah 7,18 (d; J = 1,9 Hz, H-2); 7,12 (dd; J =
1,9 dan 7,8 Hz, H-6), 6,81 (d; J = 8,4 Hz, H-5). Dua sinya proton pada d 7,70 (d; J = 15,5
Hz, H-0), 7,52 (d; J = 15,5 Hz, H-B), mengindikasikan pasangan proton etilenik yang
berposisi trans [13]. Adanya H-a dan H-f, mengakibatkan dugaan senyawa 1 merupakan
chalcone, bukan auron (auron tidak memiliki H-a dan H-B) [12]. Semua subtituen adalah
gugus hidroksil karena tidak ada sinyal proton teroksigenasi pada spektrum *H-NMR. Data



'H-NMR dibandingkan dengan referensi menghasilkan dugaan bahwa senyawa 1 adalah
butein [14-16]. MS menunjukkan puncak ion molekular yang terprotonasi pada m/z 271,0027
[M-1]", menghasilkan rumus molekul C15H1,05 [17].

Senyawa 2 berbentuk padatan merah kecoklatan. Pada spektrum ultraviolet, senyawa 2
memiliki puncak dua puncak. Pucak pertama pada Amx 208,4 (¢ 3,31) yang berasal dari
transisi elektronik n>m* menunjukkan adanya gugus karbonil. Puncak kedua Amax 279,4 (e
1,26) yan(I:; berasal dari transisi eektronik n©—>7* menunjukkan adanya gugus benzena.
Spektrum *C-NMR senyawa 2 menunjukkan 19 sinyal pada rentang pergeseran kimia antara
158,1-29,4. Berdasarkan spektrum HMQC, setiap sinyal karbon pada rentang 146-29,4
kecuali sinyal pada 56,8 mengandung dua karbon. Sehingga senyawa 2 memiliki 31 karbon
(24 karbon sp? dan 7 karbon sp®) yang diduga terdiri dari dua kerangka flavonoid (kerangka
flavonoid mengandung 15 karbon, Cg-C;3-Cg), bukan kerangka triterpenoid [18]. Karena
sebagian besar karbon senyawa 2 merupakan karbons sp? yang lebih mirip dengan karbon
flavonoid, bukan karbon triterpenoid yang didominasi oleh karbon sp®. Struktur kerangka
flavonoid senyawa 2 termasuk jenis kerangka katekin karena senyawa 2 tidak memiliki
karbonil [12].

Spektrum *H-NMR menunjukkan lima sinyal aromatik. Tiga sinyal pada 3 6,97 (d; J =
1,95 Hz, H-2' & H-2"); 6,80 (d; J = 1,95 dan 8,45 Hz, H-6' & H-6"), dan 6,74 (d, J = 1,95
Hz, H-5 & H-5") membentuk sistem penjodohan ABD karena pergeseran kimia ketinganya
berdekatan, diduga merupakan cincin A flavonoid yang tersubtitusi pada posisi 3' dan 4.
Proton cincin B muncul pada 6 5,94 (d; J = 1,9 Hz, H-6 & H-6") dan 5,91 (d; J=1,9 Hz, H-8
& H-8") menunjukkan nilai penjodohan yang sama, mengindikasikan keduanya berposisi
meta. Satu sinyal proton pada 6 3,88 (s; 3"-OCHgz), mengindikasikan gugus metoks [13].
Data NMR senyawa 2 (Tabel 1) menunjukkan dua kerangka katekin.

Struktur senyawa ditentukan menggunakan analisis data NMR yang telah dibandingkan
dengan data sebelumnya [19-21]. Spektrum massa menunjukkan puncak ion molekul yang
terprotonasi pada m/z 575,2751 [M-1]", menghasilkan rumus molekul Cz;H2g011. Puncak ion
fragmen pada m/z 290,1418 muncul yang menunjukkan monomer senyawa 2 (methoxy-
epikatekin).

Senyawa 3 berupa kristal putih memiliki rumus molekul C;4HgOg berdasarkan spektrum
massa dengan adanya puncak ion [M+H]" m/z 272,5866. Spektrum ultraviolet senyawa 3
menunjukkan puncak pada Amax 206,4 berasal dari transisi elektronik n—>m* menunjukkan
adanya gugus karbonil. Puncak kedua Amax 257,6 (¢ 1,26) dan 294,2 nm (¢ 0,92)yang berasal
dari transisi elektronik > n* menunjukkan adanya gugus benzena. Gugus hidroksil senyawa
3 menunjukkan puncak pada bilangan gelombang 3247,8 cm™ pada spektrum IR. Terdapat
tujuh buah sinyal karbon pada spektrum **C-NMR pada 3. 170,4; 151,6; 146,1 dan 123,3.
Gugus karboksil ditunjukkan pada 3. 170,4 (**C-NMR) dan puncak pada bilangan gelombang
1673,3 cm™* (spektrum IR). Data DEPT menunjukkan tiga metin (3. 123,9; 117,8 dan 115,8)
dan empat karbon kuarterner (3. 170,4; 151,6; 146,1 dan 123,3). Namun data HMQC
menunjukkan setigp karbon metin berkorelas dengan dua buah proton. Oleh karena itu,
diduga bahwa jumlah karbon senyawa 3 adalah dua kali dari jumlah sinyal karbonnya.
Dengan demikian, senyawa 3 diduga merupakan gabungan yang terdiri dari dua buah
fragmen yang sama. Spektrum *H-NMR senyawa 3 (dalam CD3;OD) menunjukkan resonansi
tiga buah proton aromatic pada 6y 7,44 (d; J = 1,95 Hz, H-4); 7,42 (d; J = 1,95 Hz, H-6), dan
6,80 (dd; J = 7,8 Hz, H-5), membentuk sistem penjodohan ABX [13]. Satu subtituen pada
sistem aromatik tersebut adalah gugus karboksilat yang berkorelasi dengan karbon pada o
123,3 dan subtituen lainnya merupakan oksigen yang ditunjukkan pada 6. 151,6 dan 146,1
(karbon sp® teroksigenasi). Analisis spektrum HMBC membentuk fragmen asam 3,4-
dihidroksi benzoat. Setelah dibandingkan dengan referensi, kami menemukan senyawa 3
memiliki pergeseran kimia karbon dan proton yang sangat mirip dengan asam 3,4-dihidroks



benzoat [22-24]. Berdasarkan data spektrum UV, IR, NMR dan MS, senyawa 3 adalah
sebuah dimer dari asam 3,4-dihidroksi benzoat yang bernama asam dibenzo-p-dioxin-2,8-
dikarboksilat.
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Gambar 1. Struktur senyawa 1-3

Tabel 1. Data NMR senyawa 2
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2.2 Aktivitas antibakteri senyawa

Senyawa 1-3 diujikan pada bakteri E. faecalis sehingga mendapatkan nilac MIC yang
ditunjukkan padatabel 2. Nilai MIC senyawa 1 memiliki aktivitas antibakteri paling tinggi di
antara ketiga senyawa yang lainnya. Namun kedua senyawa kontrol positif (klorheksidin dan
fosfomisin) memiliki nilac MIC yang lebih tinggi dari senyawa uji. Aktivitas antibakteri
senyawa 3 memiliki nilai MIC yang paling rendah (5,00 mg/mL). Senyawa 1 dan 2 adalah
flavonoid, keduanya memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. faecalis. Aktivitas ini belum
pernah diketahui sebelumnyadari ketiga senyawaini.

Butein diketahui merupakan agen anti-adipogenic [25], inhibitor protein tyrosine kinase,
agen antineoplastic dan antiproliferasi [26]. Selain itu, butein juga memiliki aktivitas sebagai
anti-inflamasi, antidiabetes, antinephritic, antithrombin, anti-angiogenic, hepatoprotective
[27] dan antikanker [28] melaui banyak mekanisme seperti penghambatan NF-kB, induksi
apoptosis melalui tumor necrosis factor—-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), regulasi
death receptor 5 [29], penghambatan stress oksidatif dan jalur signaling JNK [30]. Butein
telah diisolasi dari akar tumbuhan Salvia leriifolia [31] dan Hydnophytum formicarum [32].
Tumbuhan Hydnophytum formicarum ini merupakan tumbuhan yang satu Famili dengan M.
pendans.

Senyawa 2 (3-methoxy-3-epikatekin-epikatekin) diduga merupakan dimer dari epikatekin.
Berdasarkan studi literatur, senyawa ini belum pernah ditemukan sebelumnya sehingga
belum ada laporan aktivitas dari senyawa ini. Sedangkan epikatekin (monomer senyawa 2)
sudah banyak ditemukan pada tumbuhan diantaranya terdapat pada Adansonia digitata [19],
Carapa guianensi [20] Loranthus kaoi [21] dan black catechu [33]. Epikatekin dikend
sebagal agen antioksidan [34], antiploriferatif [35], antikanker payudara [36].

Asam dibenzo-p-dioxin-2,8-dikarboksilat belum pernah dilaporkan sebelumnya terdapat
dalam tumbuhan, merupakan senyawa dimer asam 3,4 dihidroksi benzoat. Adapun struktur
senyawa yang mirip dengan senyawa 3 adalah carcapinoside, berupa asam 8(2-0--D-4,5-
anhydroglucitoyl 1 - 2glucopyranosyl carbonyl) dibenzo [b,g] [1,4] dioxine-2-karboksilat
berhasi| diisolas dari buah papaya [37]. Aktivitas yang dimiliki asam dibenzo-p-dioxin-2,8-
dikarboksilat juga belum diketahui. Oleh karena itu, aktivitas antibakteri terhadap E. faecalis
merupakan aktivitas pertamakali dari senyawaini.

Tabel 2. Aktivitas antibakteri senyawa 1-3 terhadap E. faecalis

Zona Hambat (mm) pada konsentrasi (mg/mL)

MIC MBC
Senyawa 5 1
1 2 Rata-rata 1 2 Rata-rata (mg/mL) ~ (mg/mL)

1 8,05 8,40 8,22 8,55 8,20 8,37 0,62 None
2 8,70 8,40 8,55 8,10 8,00 8,05 1,25 25
3 8,00 8,65 8,33 8,30 8,20 8,25 5,00 10
Chlorhexidin* *% *% *% 12,9 12,9 12,9 0,04
Fosfomicyn* 23,1 22,3 22,7 8,40 8,40 8,40 0,31 None
*standard
**tidak ditjikan
3. Prosedur

3.1 Bahan tanaman



Tumbuhan sarang semut (Myrmecodia pendans) kering didapat dari pulau papua yang
diidentifikasi oleh Joko, Laboratorium Taksonomi Tanaman, Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam-Universitas Padjadjaran, Bandung, Indonesia.

3.2 Prosedur Penelitian Umum

Spektroskopi NMR menggunakan 500 MHz FT-NMR spectrometer (Varian ECA 500
JOEL, Japan). Spektroskopi IR menggunakan Perkin Elmer Spectrum One FT-IR
spectrometer (Buckinghamshire, England). ES-M S spectrometer (UPLC MS/MS TQD type,
Waters). Kiesel gel 60 silica gel resin digunakan untuk kromatografi kolom (c.c.) (Merck,
Darmstadt, Germany) dan ODS yang merupakan LiChroprep RP-18 (Merck). Aanlisis KLT
menggunakan Kiesal gel 60 Fzs4 dan RP-18 Fusus (Merck). Parut yang digunakan didapat
dari Merck Co. Ltd. and Sigma Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA).

3.3 Isolas Flavonoid dari Ekstrak EtOAc M. pendans

Sampel (Myrmecodia pendans, 3 Kg), diekstraksi dengan 100% EtOAc (3x3 L) pada suhu

40°C di atas pemanas listrik alat sokletasi. Ektrak dievaporasi menghasilkan ekstrak pekat
(30 g). Ekstrak EtOAc dipisahkan dengan kromatografi kolom fasa diam silika gel 60 (300 g,
70-230 mesh, Merck, Munish, Germany) dielus dengan pelarut bergradien 10% n-
Hexane/EtOAc, menghasilkan sebelas fraksi. Frakss 8 (0,45 @) dipisahkan dengan
kromatografi kolom fasa diam silika gel 60 (9 g, 70-230 mesh) dielusi dengan pelarut
bergradien 5% n-Heksana/lEtOAc (70:30 to 30:70 v/v), menghasilkan delapan fraksi. Fraksi
8,4 (38 mg) dipisahkan dengan kromatografi kolom fasa terbalik (RP-C18), dielus dengan
pelarut isokratik H,O/MeOH (70:30 v/v) menghasilkan 1 (10 mg). Fraks 9 (0,65 Q)
dipisahkan dengan kromatografi kolom fasa diam silika gel 60 (150 g, 70-230 mesh) dielus
dengan pelarut bergradien 5% n-Hexane/EtOAc (75:25 to 25:75 v/v), menghasilkan tujuh
fraksi. Fraks 9,6 (167 mg) dipisahkan dengan kromatografi kolom fasa terbalik (RP-C18),
dielus dengan pelarut isokratik H,O/MeOH (70:30 v/v) menghasilkan 2 (4 mg) dan 3 (15
mg). Nilai Rf senyawa 1, 2 dan 3 berturut-turut adalah 0,1; 0,2 dan 0,4 pada plat KLT ODS
(RP-18 Fys45) dengan pelarut MeOH/H,0 (1:1, v/v).
Butein (1): UV Anax nm: (MeOH): 206,6 (1,74); 257,2 (7,58); 269,2 (6,31) dan 387 (1,64).
FTIR vmax (KBr, cm): 3437, 1639, 1512, 1458, 1244. ES-MS m/z 271,0027 [M+H]". *H-
NMR (CD30D): dy. 7,93 (d; J = 9,05 Hz, H-6"); 7,70 (d; J = 15,5 Hz, H-0); 7,52 (d; J = 15,5
Hz, H-B); 7,18 (d; J = 1,9 Hz, H-2); 7,12 (dd; J = 1,9 dan 7,8 Hz, H-6); 6,81 (d, J = 8,4 Hz,
H-5); 6,41 (d, J = 1,95 dan 8,4 Hz, H-5") dan 6,28 (d, J = 1,95 Hz, H-3).

3-methoxy-3-epikatekin-epikatekin (2): UV Amax NM: (MeOH): 208,4 (3,31) dan 279,4
(1,26). FTIR vmx (KBr, cm): 3429, 2926, 1622, 1562, 1516, 1244, 1149. ES-MS m/z
575,2751 [M+H]". *H-NMR (CDz0OD): 8y 6,80 (d, J = 1,95 & 8,45 Hz, H-6' & H-6"); 6,97
(d, J=1,95Hz, H-2' & H-2"); 6,74 (d, J = 1,95 Hz, H-5' & H-5"); 5,94 (d, J=1,9 Hz, H-8 &
H-8"); 5,91 (d, J=1,9 Hz, H-6 & H-6"); 4,57 (s, H-2 & H-2"); 3,88 (s, OCH3); 2,84 (dd, J=4,5
& 16,9 Hz, H-3 & H-3") dan 2,72 (dd, J= 2,6 & 16,9 Hz, H-4 & H-4"). *C-NMR (CD3OD):
dc 158,1(C-5); 158(C-5"); 157,8(C-7); 157,7(C-7"; 157,5(C-84q); 157,4(C-8a"); 146(C-3'&C-
3"); 145,9(C-4'&C-4"); 132,4(C-1'&C-1"); 119,5(C-6'& C-6"); 115,9(C-5'& C-5"); 115,4(C-
2&C-2"); 100,2(C-4a&4a"); 96,4(C-8&C-8"); 95,9(C-6&C-6"); 79,9(C-2&C-2"); 67,6(C-
3&C-3"); 56,8(0OCHj3) dan 29,4(C-4& C-4").

Asam dibenzo-p-dioxin-2,8-dikarboksilat (3): UV Amax Nm: (MeOH): 206,4; 257,6 (3,02)
dan 294,2 (0,92). IR Vma (KBr) cm™: 3247, 1673, 1602, 1307, 1131. ES-MS nmvz 273,5866
[M+H]". *H-NMR (CDs0D): &y 7,44 (d, J = 1,95 Hz, H-4); 7,42 (d, J = 1,95 Hz, H-6) dan
6,80 (dd, J = 7,8 Hz, H-5). > C-NMR (CD30D): . 170,4(COOH); 151,6(C-4); 146,1(C-3);
123,9(C-6); 123,3(C-1); 117,8(C-2) dan 115,8(C-5).

3.4 Pengujian antibakteri



Pengujian antibakteri senyawa 1, 2 dan 3 tehadap E. faecalis ATCC 29212 pada penelitian
ini menggunakan metode mikro dilusi [38]. Sel bakteri yang telah dikulturkan pada media
agar Muller Hinton pada suhu 37°C di bawah kondisi aerob. Sel bakteri diinkubasi setelah
diberikan perlakuan senyawa uji yang telah ditentukan konsentrasinya dengan pengenceran
bertingkat pada suhu 37°C tanpa pengocokan dalam agar yang sama selama 24 jam pada
mikro plate sesuai dengan isntruksi/prosedur pengujian dari Clinical and Laboratory
Standards Institute. Penentuan nilai MIC adalah pengamatan penghambatan sel bakteri pada
konsentrasi terkecil. Akuades dan MeOH yang digunakan untuk melarutkan senyawa uji
tidak memberikan pengaruh. Kontrol positif, chlorhexidin dan fosfomisin dilarutka di dalam
air. Nilai Konsentras Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Miminum (KBM)
senyawa ditentukan dengan dua kali pengulangan menggunakan metode mikro dilus pada
mikro plate 96-sumur [39].

4. Penutup

Pada penelitian ini didapat tiga senyawa dari M. pendans dengan aktivitas antibakteri
terhadap E. faecalis yang belum pernah diketahui sebelumnya. Ketiga senyawa ini
diidntifikas sebagai butein (1, MIC 0,62 mg/mL), 3"-methoxy-epikatekin-3-O-epikatekin (2,
MIC 1,25 mg/mL) dan asam dibenzo-p-dioxin-2,8-dikarboksilat (3, MIC 5 mg/mL).
Berdasarkan penelusuran pustaka pada data cifinder [40], 3"-methoxy-epikatekin-3-O-
epikatekin adalah flavonoid baru dan asam dibenzo-p-dioxin-2,8-dicarboksilat pertama kali
diisolasi dari tumbuhan.
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