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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema kerja

a. Molecular docking

Penyiapan struktur 3 dimensi ligan
dengan menggunakan Marvin Sketch

A\ 4

Pengunduhan protein kristalografi dari
Protein Data Bank

A\ 4

Preparasi struktur ligand an protein
menggunakan Chimera dengan
perintah dock prep

Penentuan grid box dan direktori
penyimpanan file Autodock-Vina yang
terhubung ke Chimera

Hasil docking diperoleh dalam bentuk
tabel skor energ ikatan dan nilai
RMSD (format PDBQT)

\4

Visualisasi hasil docking dilakukan
menggunakan Biovia Discovery Studio




b. Molecular dynamic

Penyiapan protein dan kompleks ligan-
protein hasil docking

\4

Pembuatan topologi dan koordinat
menggunakan CHARMM-GUI

\4

Simulasi dinamika molekuler
menggunakan NAMD

A\ 4

Analisis hasil simulasi dinamika
molekuler menggunakan VMD

c. Prediksi profil farmakokinetik dan toksisitas

Penyiapan struktur 3 dimensi ligan
dengan menggunakan Marvin Sketch

A 4

Konversi stuktur 3D menjadi format
SMILES

\ 4

Diinput ke web berbasis jaringan yang
terdiri dari Swiss-ADME, ADMETLab
2.0, pkCSM, dan SmartCYP serta
perangkat lunak Toxtree
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d. Uji aktivitas antibakteri terhadap M.tuberculosis

Rekultur bakteri dan sterilisasi
alat dan bahan

y

Preparasi sampel dan
penyaringan

A 4

Perhitungan konsentrasi larutan
stok dan pengenceran

A 4

100 pL sampel dimasukkan ke
tabung MGIT (konsentrasi akhir
masing-masing sampel 50 pM)

A\ 4

Inkubasi di mesin BACTEC
MGIT selama kurang lebih 2
minggu
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Lampiran 2 : Visualisasi interaksi ligan dan asam amino

1. Interaksi antara senyawa sulfonyl-amidine turunan piperin dengan
residu asam amino protein 2ie0
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2. Interaksi antara senyawa sulfonyl-amidine turunan piperin dengan
residu asam amino protein 6vvz
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3. Interaksi antara senyawa sulfonyl-amidine turunan piperin dengan
residu asam amino protein 4nng
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4. Interaksi antara senyawa sulfonyl-amidine turunan piperin dengan
residu asam amino protein 7bvf
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5. Interaksi antara senyawa sulfonyl-amidine turunan piperin dengan
residu asam amino protein 4zra
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Lampiran 3 : Uji Aktivitas antibakteri terhadap bakteri M.tuberculosis




Lampiran 4 : Perhitungan konsentrasi senyawa uji

1. Piperin
a. Larutan stok
6 mg piperin dilarutkan dalam 1 mL DMSO.

e Konsentrasi dalam PPM

PPM = 28 - 8 _ %090 _ 5000 ppm
L mL 1

e Konsentrasi dalam uM
BM = 285, 34 g/mol

101

V=1mL
=on__o°ms _ 900888 __ 000021 mol = 21 umol
mr 285,34 g/mol 285,34 g/mol
M = Dol mmol_ ymol_ 21 _ 451 M =21mM = 21000 uM
L mL ms 1000

b. Pengenceran 4150 uM dalam 2,5 mL DMSO

e Perhitungan pengenceran
Vi X M1 =Vz2Xx Mz
V1 x 21.000 = 2,5 x 4150
V1 x 21.000 = 10.375
V1=0,494 mL =494 uL
e Kosentrasi sampel dalam PPM setelah pengenceran
Vi X M1 =Vz2Xx Mz
0,494 x 6000 = 2,5 x M2
2964 = 2,5 x M2
M2 = 1185 ppm
c. Konsentrasi akhir dalam tabung MGIT (100 pL - 8,3 mL)
e Konsentrasi dalam pM
V1 X M1 = Vz X MZ
0,1x4150 =8,3x M3
415 =8,3x M,
41,5
M; = s = 50 uM
e Konsentrasi dalam PPM
Vi1 X M1 = V2 Xx M2
0,1 x1158 =8,3x M2

115,8 = 8,3 x M2

_ 1158
M2 = FYale 13,9 ppm
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2. Tiopiperin
a. Larutan stok
4 mg piperin dilarutkan dalam 1 mL DMSO.

Konsentrasi dalam PPM

PPM = 28 = 18 - 2090 — 4000 ppm
L mL 1

Konsentrasi dalam uM
BM = 301,4 g/mol

V=1mL
n= L= M8 _ 00088 __ (0000133 mol = 13,3 pmol
mr 301,4 g/mol 301,4 g/mol
M= mol_ mmol_ pmol_ 133 _ (133 M = 13,3 mM = 13.300 uM
L mL uL 1000

b. Pengenceran 4150 uM dalam 2,5 mL DMSO

Perhitungan pengenceran

ViXx M1=V2x M

V1 x 13.300 = 2,5 x 4150

V1 x 13.300 = 10.375

V1 =0,780 mL =780 uL

Kosentrasi sampel dalam PPM setelah pengenceran
ViXx M1=Va2x M

0,780 x 4000 = 2,5 x M2

3120 =2,5x M2

M2 = 1248 ppm

c. Konsentrasi akhir dalam tabung MGIT (100 pL - 8,3 mL)

Konsentrasi dalam puM
V1 X |V|1 = Vz X |V|2
0,1 x4150 = 8,3 x M,

415 =8,3x M,

41,5
M, = Prel 50 uM
Konsentrasi dalam PPM
Vi X M1 =V2Xx M2
0,1x1248 =8,3 x M2
124,8 =8,3 x M2

124,8

M2 = o3 = 15 ppm
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3. Turunan 10
a. Larutan stok
10,1 mg piperin dilarutkan dalam 1 mL DMSO.

e Konsentrasi dalam PPM

PPM = 28 - 8 _ 10999 _ 19000 ppm
L mL 1
¢ Konsentrasi dalam uM

BM = 362,44 g/mol

V=1mL
p= 2= _0tme _ 901018 __ ( 000028 mol = 28 pmol
mr 362,44 g/mol 362,44 g/mol
M= mol_ mmol_ umol_ 28 _028M =28 mM = 28.000 uM
L mL uL 1000

b. Pengenceran 4150 uM dalam 2,5 mL DMSO

e Perhitungan pengenceran
ViXx M1=V2x M
V1 x 28.000 = 2,5 x 4150
V1 x 28.000 = 10.375
V1=0,370 mL = 370 pL
e Kosentrasi sampel dalam PPM setelah pengenceran
ViXx M1=Va2x M
0,370 x 10.000 = 2,5 x M2
3700 =2,5x M2
M2 = 1480 ppm
c. Konsentrasi akhir dalam tabung MGIT (100 pL - 8,3 mL)
e Konsentrasi dalam uM
V1 X |V|1 = Vz X |V|2
0,1x 4150 =8,3x M;

415 =8,3x M,
41,5
M, = Prel 50 uM
e Konsentrasi dalam PPM
Vi X M1 =V2Xx M2
0,1 x 1480 = 8,3 x M2
148 =8,3 x M2

_ 148 _
M2 = 83 — 17,8 ppm
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Lampiran 5 : Hasil uji aktvitas piperin, tiopiperin, dan senyawa turunan 10
terhadap M.tuberculosis strain H37Rv dan MDR

Sampel dilarutakan dalam DMSO

l

Larutan stok



Inokulasi sampel, kontrol positif, dan kontrol
negatif ke dalam tabung MGIT

Inokulasi bakteri ke dalam tabung MGIT
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Tabung MGIT diinkubasi di mesin BACTEC MGIT



