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ABSTRACT: This research is a continuation study in the inventory of lichens of the genus Stereocaulon which is currently
focused on the Stereocaulon massartianum Hue collected in the rocks of Diatas Lake, West Sumatera, Indonesia. Reports on
phytochemical studies and pharmacological activities of this species are still limited, based on literature studies that have been
carried out. This research was conducted to determine their secondary metabolites and potential antibacterial activity. The air-
dried thallus of lichen S. massartianum was macerated successively using n-hexane, ethyl acetate and methanol solvents. The
compounds were separated by chromatography and recrystallization methods, then analyzed by spectroscopy (UV-Vis, FTIR, *H
and BC-NMR). Furthermore, the antibacterial activity assay was performed by agar diffusion method on ethyl acetate extract, and
TLC-Bioautography for the isolated compound. Three compounds have been isolated from ethyl acetate extract, i.e. atranorin
(1), stictic acid (2) and norstictic acid (3). The results of antibacterial assay from the extract showed antagonistic activity against
pathogenic bacteria S. aureus, E. faecalis, E. coli, and P. aeruginosa at concentrations of 10 and 20%, while TLC-bioautography of
compound 3 exhibited growth inhibition area in all test bacteria.

Keywords: antibacterial; lichen; TLC-bioautography; Stereocaulon massartianum.

ABSTRAK: Penelitian ini merupakan kegiatan lanjutan dalam inventori lichen/lumut kerak genus Stereocaulon dengan fokus
pada Stereocaulon massartianum Hue yang dikoleksi di daerah bebatuan Danau Diatas, Sumatera Barat, Indonesia. Berdasarkan
penelusuran literatur, kajian fitokimia, dan aktivitas farmakologis dari spesies ini masih sedikit. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui kandungan metabolit sekunder dan potensi aktivitas antibakterinya. Thallus kering lichen S. massartianum dimaserasi
bertingkat dengan pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol. Kemudian pemisahan senyawa dengan metode kromatografi dan
rekristalisasi. Senyawa-senyawa hasil isolasi dianalisis secara spektroskopi (UV-Vis, FTIR, *H dan *C-NMR). Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan metode difusi agar terhadap ekstrak etil asetat, dan KLT-Bioautografi untuk senyawa hasil isolasi. Tiga senyawa
berhasil diisolasi dari ekstrak etil asetat, yaitu atranorin (1), asam stiktat (2) dan asam norstiktat (3). Hasil uji antibakteri dari
ekstrak tersebut menunjukkan aktivitas antagonis terhadap bakteri patogen S. aureus, E. faecalis, E. coli, dan P. aeruginosa pada
konsentrasi 10 dan 20 %, dan KLT-bioautografi dari senyawa 3 memperlihatkan daerah hambat pertumbuhan pada semua bakteri
uji.

Kata kunci: antibakteri; lichen; lumut kerak; KLT-bioautografi; Stereocaulon massartianum.

Pendahuluan Meskipun genus Stereocanlon bisa ditemukan diseluruh
dunia tapi studi ilmiahnya masih
sangat minim, sehingga membuka ESio)
Genus  Stereocanlon  (Stereocaulaceae, Lecanorales, g > g8 .
rizal Zaini

peluang  yang  sangat  besar

Ascomycota) merupakan salah satu genus dari lumut o
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Dari hasil penelusuran literatur

spesies [1]. Secara morfologi genus Stereocanlon termasuk
kelompok dimorphic thallus (dua jenis bentuk thallus) yaitu yang dilakukan, beberapa

crustose (sebagai thallus primer) and pseudopodetium lichenologis telah memulai kajian E E
genus ini seperti Nylander dalam
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Gambar 1. Morfologi umum dari Stereocaulon (J. Asta) [3]. Keterangan: a: apothecia; ph: phyllocladia; p:

pseudopodetinm; ce: cephalodia.

Synopsis Lichenum [4], Riddle [5], Magnusson [6], Dodge
[7], Johnson [8], Duvigneaud [9], Lamb [2,10,11], Boekhout
[12], dan McCarthy [13]. Kemudian beberapa kajian profil
metabolit dan eksplorasi fitokimia sudah dilaporkan [14—
16]. Sampai sekarang terdapat 40 spesies yang diketahui
metabolit sekunder dari kelompok depsid, depsidone,
dibenzofurans, kelompok eter difenil dan monoaromatik
[3].

Dalam melanjutkan ekplorasi lichen Sumatera, kami
sudah melaporkan kajian fitokimia dari beberapa genus
seperti Cetralia, Usnea [17,18] dan khusus untuk genus
Stereocanlon antara lain; spesies S. balei, S. montagneanun, dan
S. graminosum [19-21]. Dalam artikel ini, dilakukan kajian

metabolit sekunder dari Stereocanlon massartianum Hue yang
di koleksi dari daerah Danau Diatas, Solok, Sumatera
Barat (Gambar 2). Tiga senyawa berhasil diisolasi yaitu
dari kelompok depsid (Atranorin, 1) dan depsidone (asam
stiktat, 2 dan asam norstiktat, 3) yang telah dielusidasi
dengan pendekatan spektrometri. Kemudian dilanjutkan
dengan pengujian aktivitas anti bakteri dengan metode
difusi agar dan kromatografi lapis tipis bioautografi
(KLT-Bioautografi) terhadap empat bakteri pathogen
(Staphylococens  anrens ATCC 25923, Enterococcus  faecalis
ATCC 12228, Escherichia coli NTCC 25922, and Pseudomonas
aernginosa ATCC 27853).

Gambar 2. Lumut kerak/ lichen S. massartianum Hue (habitat).
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Metode Penelitian

Instrumentasi

Beberapa peralatan dan instrumen yang digunakan
dalam karakterisasi senyawa hasil isolasi seperti Fisher
Melting Point apparatus, spektrofotometer UV-Vis
Shimadzu 1700, spektrofotometer FT-IR Perkin Elmer,
'H- dan “C-NMR spektra dengan frekuensi 500 and 125
MHz (Jeol 500 MHz NMR spectrometer) menggunakan
pelarut DMSO-d6. Pompa Flash Chromatography Biichi
Pump B-688, kolom Chromabond Flash RS 40 C18
(Macherey Nagel).

Koleksi lichen S. mwassartianum

S. massartianum Hue dikoleksi pada bulan Oktober
2017 di daerah Danau Diatas Solok, Sumatera Barat.
Selanjutnya diidentifikasi oleh Dr. Harrie Sipman
(Herbarium BGBM, Bertlin, Jerman) dan voucher specinen
disimpan di Laboratorium Biota Sumatera Universitas

Andalas dengan nomor koleksi SDA_ Fis-015.

Pelarut dan regensia

Beberapa pelarut yang digunakan seperti #-heksan
(Bratachem, Indonesia), etil asetat (Bratachem, Indonesia)
metanol (Bratachem, Indonesia), media Nutrient Agar
(NA) (Merck, Jerman), Mueller-Hinton Agar (MHA)
(Oxoid), dimetil sulfoksida (DMSO) (Merck, Jerman), air

suling, natrium klorida, kloramfenikol (Merck, Jerman).

Ekstraksi dan isolasi lichen S. wassartianum
dibersihkan

dan dikering anginkan selama seminggu, kemudian

S.  massartianum  yang  dikoleksi

dihaluskan menggunakan grinder. Serbuk lichen (3 kg)
diekstraksi dengan cara maserasi bertingkat selama 3 hari
menggunakan 4 L pelarut yang dimulai dengan pelarut
nonpolar (#-heksan), dilanjutkan dengan semi polar (etil

asetat), dan terakhir dengan pelarut polar (metanol).

CH,

CHO

Atranorin, 1

CH,

o) CH; o  CH
O OH 9 OH 0 OH
O O
Ho/i;i); i :COOCHS H;CO' i fo% HO o
CH, HO o) CHO o)
HO

Masing-masing ekstrak lalu divapkan pelarutnya dengan
secara in vacuo sehingga didapatkan ekstrak kental. Profil
metabolit dari masing-masing ekstrak dimonitor dengan
menggunakan KLT dengan eluen standard lichen seperti
toluen-etil asetat-asam format (70:25:5, eluen G) dan dicek
di bawah lampu UV 254 dan 365 nm serta diberi penampak
noda anisaldehid-asam sulfat (ANS) [22].

Proses isolasi masing-masing senyawa dilakukan
dengan metode kromatografi dan rekristalisasi. Pada
proses penguapan maserat etil asetat terbentuk endapan
yang kemudian disaring dan dipisahkan. Hasil endapan
ini direkristalisasi dengan etil asetat : aseton schingga
mendapatkan senyawa 2 dengan berat 13,79 g.

Ekstrak kering etil asetat sebanyak 10 gram
dipisahkan dengan kromatografi kolom flash dengan fasa
diam adalah silica gel sebanyak 200 gram. Ekstrak etil
asetat yang telah dipre-absorpsi dielusi secara step gradient
polarity yang dimulai dari #-heksan, etil asetat dan methanol
dengan rasio yang terukur. Hasilnya diperoleh 7 sub-
fraksi dan senyawa 1 didapat dari fraksi awal dalam bentuk
kristal jarum sebanyak 114 mg, Kemudian fraksi keempat
sebanyak 51,4 mg dipisahkan dengan kromatografi kolom
dengan fasa diam adalah C18. Pelarut yang digunakan
dimulai dari air : methanol (9:1) sampai metanol 100%.

Dari proses ini didapat senyawa 3 sebanyak 8 mg;

Karakterisasi senyawa hasil isolasi

Semua senyawa hasil isolasi dilakukan periksaan
seperti periksaan fisikokimia, titik leleh, pola kromatografi,
spektrofotometri UV-Vis, spektrofotometri FTIR dan
spektrometti 'H dan "C-NMR.

Uji antibakteri dengan metoda difusi agar dari ekstrak
lichen §. massartiamum

Pengujian antibakteri dengan metode difusi agar
dilakukan pada ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 20%,
10%, 5% dan 2,5% dalam DMSO. Sampel dipipet sebanyak

CH,0 CH,

HO

Asam stiktat, 2 Asam norstiktat, 3

Gambar 3. Senyawa-senyawa hasil isolasi dari lichen S. massartianum.
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Gambar 4. Diameter hambat ekstrak terhadap bakteri (a) E. co/i ATCC 25922; (b) E. faecalis ATCC 12228;
(c) P. aeruginosa ATCC 27853; dan (d) S. aureus ATCC 25923. Keterangan: (+) Kontrol positif

kloramfenikol; (-) Kontrol negatif DMSO.

10 wl ke kertas cakram (dia. 6 mm, Macherey Nagel). Lalu
cakram diletakkan di permukaan agar yang telah memadat.
Inkubasi dilakukan selama 18-24 jam pada suhu 370C.
Pengujian antibakteri dilakukan terhadap bakteri E. co/i
ATCC 25922, E. faecalis ATCC 12228, S. awurens ATCC
25923, P. aernginosa ATCC 27853, dengan kontrol positif
kloramfenikol (30 pg/disk) dan kontrol negatif DMSO.
Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan.

Uji antibakteri dengan metode KL T-bioautografi dari
ekstrak dan senyawa hasil isolasi

Uiji aktivitas KL T-bioautografi dilakukan pada ekstrak
ctil asetat dengan konsentrasi 2,5% dan senyawa hasil isolasi
dengan konsentrasi 0,2%. Setelah ditotolkan sebanyak 10
uL pada plat KLT lalu dielusi dengan eluen G (toluene-etil
asetat-asam format 70 : 25 : 5). Dibuat masing-masingnya
sebanyak 4 plat untuk diujikan pada 4 spesies bakteri (E.
coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 12228, S. aurens ATCC
25923, P. aeruginosa ATCC 27853).

Setelah media memadat, plat KLT yang telah dielusi
diletakkan dipermukaan media dan dibiarkan 60 menit

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol 7 No 2 | Agustus 2020

diatas media. Setelah itu plat KLT diangkat dan dikeluarkan.
Selanjutnya media di inkubasi pada suhu 37°C selama 18-
24 jam. Kemudian agar disemprotkan dengan pewarna
INT (iodonitrotetrazolium) hingga merata dan dibiarkan
selama 30 menit. Aktivitas antibakteri dinyatakan positif
jika terdapat daerah hambatan berupa zona bening pada

agar yang berwarna merah [23].
Hasil dan Diskusi

Kelompok lichen Sterecanlon umumnya ditemukan
pada dataran tinggi, di atas bebatuan yang mengandung
silika, terutama pada batuan vulkanik, kaya logam, dan
tanah asam [10] seperti halnya S. massartianum yang dikoleksi
di daerah bebatuan Danau Diatas, Solok Sumatera Barat.
Tallus . massartianum disortir, kemudian dikering anginkan.
Tiga kilogram tallus S. massartianum diekstrasi-maserasi
secara bertingkat yang dimulai dari pelarut #-heksan, etil
asetat, dan metanol. Pemilihan metode ini didasari upaya
menghindari proses dekomposisi atau degradasi kelompok

senyawa depside (difenil ester) yang selalu terdapat pada
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Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri terhadap ekstrak etil asetat S. massartianum

Diameter hambat (mm % SD)

Bakteri Uji

Kontrol (+
Ekstrak 20% Ekstrak 10% Ekstrak 5% Ekstrak 2,5% (, ) Kontrol (-) (DMSO)
(Kloramfenikol)

E. coli ATCC 25922 10,3+0,2 9,340,173 7,57 +0,208 7+0,1 22,3+0,2
E. faecalis ATCC
o 11,33+0,115 10,27 £ 0,058 8,87 +0,058 7,23+0,153 22,73 £0,058
P. aeruginosa

11,33+0,115 10,33+0,153 8,93+0,153 8,07 £ 0,208 22,73 +£0,058
ATCC 27853
S. aureus ATCC

11,07 £0, 208 9,57 +0,153 823+0,351  7,17+0,153 21,6 +0,173

25923

genus Stereocanlon [24,25] terutama reaksi dengan pelarut
alkohol [26,27]. Hasil ekstrak yang didapat yaitu ekstrak
n-heksan sebanyak 5 g dengan rendemen 0,16%, ekstrak
etil asetat sebanyak 31 g dengan rendemen 1,03%, ckstrak
metanol 29 g dengan rendemen 0,96%. Selanjutnya
dilakukan proses isolasi dengan metode kromatografi dan
kristalisasi sehingga didapatkan tiga senyawa yaitu senyawa
1, 2, dan 3. Selanjutnya data fisikokimia dan struktur kimia
(Gambar 3) dari senyawa-senyawa hasil isolasi ekstrak etil
asetat.

Atranorin (1); Kristal jarum tidak berwarna (EtOAc);
titil leleh (TL) 196-197°C; IR vmax (cm—1): 2933, 2360,
1654; UV (Acetonitrile) Amax (log &): 215 nm (4.2), 251
am (4.4); '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 8H(ppm) 2.04
(s, 3H Me-8), 2.32 (s, 3H,CH,-9"), 2.29(s, 3H, CH-9), 3.89
(s, 3H,COOMe), 6.51 (s, 'H, H-5), 6.68 (s, 'H, H-5), 10.33
(s, 'H, -CHO) and 10.52 (s, '"H, OH);?C NMR (125 MHz,
DMSO-do): 8C(ppm) 106.95 (C-1), 163.63 (C-2), 109.08
(C-3), 161.71 (C-4), 115.50 (C-5), 151.55 (C-6), 165.66 (C-
7), 194.03(C-8), 21.17 (C-9), 116.33 (C-1°), 157.13 (C-2),
110.90 (C-3’), 149.23(C-4), 115.93 (C-5°), 136.83 (C-0),
169.73 (C-7), 21.26 (C-8), 9.43 (C-9’). Rf 0.86 dengan
toluene-EtOAc-formic acid (70:25:5) (eluent G).

Asam stiktat (2); amorf berwarna putih; IR vmax
(cm—1): 3421.47, 2906.22, 1918, 1692.95; UV (MecOH)
Amax (log ¢): 242.8 nm (3.85) dan 309.4 nm (3.27); 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d6) 8H (ppm) 2.22 (s, 3H, CH,-
8, 2,58 (s, 'H, CH-9) 3,89 (s, 3H, -OCH-4), 6.72 (s,
'H, H-9%), 7.10 (s, 'H, H-5), 8.27 (s, 'H, OH), 10,14 (s,
'H, CHO-8); "C NMR (125 MHz, DMSO-d6) 8C(ppm)
113.25 (C-1), 163.34 (C-2), 114.53 (C-3), 162.65 (C-4),
112.97 (C-5), 151.18 (C-6), 161.00 (C-7), 186.93 (C-8),
21.72 (C-9), 109.30 (C-1°), 152.00(-), 129.43 (C-3°), 148.10
(C-4), 137.66 (C-5%), 135.91 (C-6’), 166.52 (C-7°), 9.83 (C-
8’), 95.41 (C-9), 56.95 (OCH,-4). Rf 0.30 dengan toluene-
EtOAc-formic acid (70:25:5) (eluent G).
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Asam norstiktat (3); amorf berwarna putih; IR vmax
(cm—1): 3475.57, 3383.69, 1735.48, 1633.67;, UV (MeOH)
Amax (log e): 203.60 nm (4,63), 233.60 nm (4.36) dan
315.80 nm (3,69); '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 8H
(ppm) 2.20 (s, 3H, CH,-8), 2,48 (s, 'H, CH,-9) 12.10 (s,
OH-4), 6.79 (s, 'H, H-9"), 6.88 (s, 'H, H-5), 10.50 (s, 'H,
OH); *C NMR (125 MHz, DMSO-d6) 8C(ppm) 111.6 (C-
1), 160.3 (C-2), 110.6 (C-3), 163.9 (C-4), 117.3 (C-5), 152.2
(C-6), 163.5 (C-7), 193.6 (C-8), 21.2 (C-9), 109.1 (C-1"),
151.90(C-2%), 120.9 (C-3%), 147,8 (C-4’), 137.3 (C-5’), 135.8
(C-6°), 166.6 (C-7), 9.8 (C-8), 94.6 (C-9°). Rf 0.40 dengan
toluene-EtOAc-formic acid (70:25:5) (eluent G).

Kelompok B-orcinol depside atranorin merupakan
senyawa yang selalu ditemukan dari genus Stereocanlon
[10,11]. Sedangkan asam stiktat dan asam norstiktat
merupakan senyawa kelompok furano depsidone [3].
Lichenologist Man-Rong dalam laporannya memaparkan 3
chemotypes S. massartianum yaitu tipe pertama mengandung
asam stiktat dan norstiktat, yang kedua hanya mengandung
asam lobarat dan ketiga mengandung asam lobarat, stiktat,
dan norstiktat [28].

Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan skrining
aktivitas antibakteri dan antimycobacterium dari genus
Sterecaulon yang dikoleksi di Sumatera Barat [29].
Ekstrak etil asetat S. massartianum termasuk salah satu di
antara ekstrak yang memiliki potensi sebagai antibakteri
maka pada penelitian ini dilakukan pengujian lanjutan
dari ekstrak tersebut. Metode difusi agar dipilih karena
pengerjaannya sederhana dan pengamatannya yang mudah.
Pengujian terhadap 4 bakteri patogen menunjukkan hasil
yang signifikan dengan diperoleh diameter zona hambat
(Gambar 4) dengan data pengukuran pada Tabel 1, hal
ini menandakan bahwa ekstrak etil asetat S. massartianum.
memiliki aktivitas antibakteri.

Penelitian yang dilakukan terhadap ekstrak aseton

dari 4 spesies lichen yang dikoleksi di Filipina dilaporkan

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol 7 No 2 | Agustus 2020
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(1) )
(c)

L Z)

(1) (2
d)

Gambar 5. Uji aktivitas antibakteri ekstrak terhadap bakteri (a) E. co/i (b) E. faecalis (c) P. aeruginosa (d) S.
anrens. Keterangan: (1) Plat KLT ekstrak etil asetat yang dielusi dengan eluen G (toluen : etil
asetat : asam format = 70 : 25 : 5) dan diberi penampak noda ANS; (2) Media yang telah kontak
dengan KLT ekstrak dan diinkubasi serta telah direaksikan dengan INT.

memiliki aktivitas terthadap S. awrens dan B. subtilis.
Salah satunya adalah lichen S. massartianum yang poten
menghambat bakteri B. subtilis [30].

Uji antibakteri KLT-Bioautografi pada ekstrak dan
senyawa hasil isolasi dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui komponen senyawa apa saja didalam ekstrak
yang bertanggung jawab dalam aktivitas antibakteri.
Pemilihan metode KLT-Bioautografi karena pengerjaan
metode ini sederhana dan pengamatannya yang mudah dan
membutuhkan sampel relatif sedikit, aktivitas antibakteri
dinyatakan positif jika terdapat daerah hambatan berupa
zona bening pada agar [31-33]. Pada pengujian ini
menggunakan masing-masing 4 plat KLT untuk diujikan
pada 4 spesies bakteri pathogen (E. cw/i ATCC 25922, E.
Jaecalis ATCC 12228, S. anreus ATCC 25923, P. aeruginosa
ATCC 27853) yang masing-masingnya merupakan
perwakilan dari bakteri Gram negatif dan Gram positif.

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol 7 No 2 | Agustus 2020

Hasil uji antibakteri dari ekstrak etil asetat memperlihatkan
beberapa spot noda yang memberikan daerah bening
dengan arti kata spot tersebut aktif menghambat
pertumbuhan dari bakeri uji seperti yang terlihat pada
Gambar 5.

Selanjutnya untuk senyawa hasil isolasi hanya
dilakukan terhadap senyawa 3 (Asam Norstiktat) karena
belum pernah dilakukan uji sebelumnya, sedangkan untuk
senyawa 1 (Atranorin) dan senyawa 2 (Asam stiktat) telah
dilakukan sebelumnya oleh Arifa pada tahun 2018 yang
melaporkan bahwa senyawa atranorin memiliki aktivitas
sedang pada konsentrasi hambat minimum (KHM) 0,6%
dan 0,3% dan asam stiktat tidak memiliki aktivitas terhadap
5 bakteri patogen (MRSA, S. aureus, S. thyposa, E. co/i dan
P aeruginosa) [34]. Hasil uji antibakteri senyawa 3 (asam
norstiktat) dinyatakan aktif pada semua bakteri uji dengan

daerah hambatan zona bening pada agar seperti yang
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1) @
(<)

Gambar 6. Uji aktivitas antibakteri senyawa 3 (asam norstiktat) terhadap bakteri (a) E. coli (b) E. faecalis (c) P.
aernginosa (d) S. anrens. Keterangan: (1) Plat KLT senyawa 3 (asam norstiktat) yang dielusi dengan
eluen G (toluen : etil asetat : asam format = 70 : 25 : 5) dan dilihat dibawah UV 254 dan ditandai.
(2) Media yang telah kontak dengan KLT senyawa 3 (asam norstiktat) dan diinkubasi serta telah

direaksikan dengan INT.

telihat pada Gambar 6. Pengujian antibakteri dari senyawa
3 dengan metode KLT-bioaugrafi bersifat kualitatif dan
sangat membantu dalam mengetahui aktivitas senyawa
hasil isolasi dengan jumlah yang relatif sedikit.

Asam Norstiktat yang diisolasi dari ekstrak aseton
Ramalina farinacea dilaporkan memiliki potensi aktivitas
antibakteri terhadap bakteri _Aeromonas hydrophila, B.
subtilis, L. monocytogenes, P. vulgaris, S. aureus, dan S. faecalis
[35]. Asam norstiktat merupakan derivat dari asam stiktat
dengan subtitusi gugus hidroksi dari metoksi. Penambahan
hidroksi ini diperkirakan akan meningkatkan aktivitas anti
bakteri dari asam norstiktat dibandingkan dengan asam
stiktat.

Kesimpulan
Pada penelitian ini, dari ekstrak etil asetat lichen S.

massartianum didapatkan tiga senyawa hasil isolasi yakni

atranorin (1), asam stiktat (2), dan asam norstiktat (3). Pada
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pengujian aktivitas antibakteri, ekstrak etil asetat dan asam
norstiktat ini memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap
bakteti S. aureus, E. faecalis, E. coli dan P. aeruginosa dengan
metode KLT-Bioautografi.
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