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ABSTRAK b MLk PERPUSTAKAAN
FMiPrs . U

——

Penelitian ini dilakukan untuk menyelidiki kandungan alkaloida dari
kulit batang Actinodaphne pruinosa Nees, A. sphaerocarpa (Bl) Nees dan
daun Cryptocarya ferrea Bl seria uji bioaktivitas terhadap Plasmodium
falciparum, Artemia salina Leach dan sel murine P-388. Alkaloida diekstraksi
menggunakan metode asam basa. Isolasi alkaloida dilakukan dengan cara

- kromatografi kolom menggunakan silika gel sebagai fasa diam dan campuran
diklorometana dan metanol sebagai larutan pengelusi. Struktur molekul dari
alkaloida yang diisolasi ditentukan dengan menggunakan data spektroskopi
UV, FTIR, 'H NMR, ®C NMR dan MS. Lima alkaloida bani; (+)-(R)-N-(2-
hidroksipropil)-lindcarpin (pruinosin A), (+)-(S)-N-(2-hidroksipropil)-lindcarmpin
(pruinosin B), (+)-(R)-N-(2-hidroksipropil)-laurolitsin (pruinosin C), (+)-(S)-N-
(2-hidroksipropil)-laurolitsin (pruinosin D) dan (-)-N’-desmetil-grisabin, berhasil
diisolasi dari kulit batang A. pruinosa bersama dengan tujuh alkaloida yang
sudah dikenal, lindcarpin, N-metillindcarpin, laurolitsin, boldin, (+)-thaligrisin,
(-)-dauricin, {-)}-O,O-dimetil-grisabin.  Laurotetanin, N-metillaurotetanin,
isoboldin, actinodaphnin, N-metilactinodaphnin, corydin dan norcorydin
diisolasi dari kulit batang A. sphaerocarpa serta dua alkaloida lainnya
nordicentrin dan dicentrinon diisolasi dari daun Cryptocarya ferrea. Ekstrak
alkaloida dari kulit batang A. pruinosa dan A. sphaerocarpa aktif terhadap
larva udang Artemia salina dengan nilai LCsp berturut-turut 106,5 pg/mbL dan
126,7 pg/mL. Ekstrak alkaloida kulit batang A. pruinosa dan senyawa hasi
isolasinya; pruinosin A, aktif terhadap sel murine P-388 dengan 1Csp berturut-
turut 5,1 dan 3,9 pa/mlL, sedangkan ekstrak alkaloida A. shaerocarpa,
pruinosin B, C, D, dan lindcarpin serta (-)-O,0O-dimetil-grisabin tidak aktif
dengan 1Csp berturut-turut 34,2, 24,0, 38,0, 52,0, 16,0, dan 10,0 pg/ mL.
Aktivitas terhadap P. falciparum dijumpai pada ekstrak alkaloida A.
shaerocarpa dengan nilai ICsg 2,5 x 10° pg/ml, namun ekstrak alkaloida A.
pruinosa tidak memperlihatkan aktivitas terhadap P. falciparum.

Kata kunci: Actinodaphne, cryptocarya, lauraceae, pruinosin, sel murine
P-388

xviii + 223 himn; gbr. 47; tab, 29; lamp. 42

Pustaka: 88 (1935-2008)
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MILIK PERPUSTARA AN

FMiPs - Ul ‘ ABSTRACT

This work was carried out to investigate alkaloid constituents from the
stem bark of Actinodaphne pruinosa Nees, A. sphaerocarpa (Bl) Nees , the
leaves of Cryplocarya ferrea Bl, and their bioactivities against Plasmodium
falciparum, Artemia salina Leach and murine cells P-388. The alkaloids were
extracted by acid-base methods and isolated by column chromatography on
silica gel and eluted with a mixture of CH;Cl-methanol as a solvent system.
The structure of alkaloids were established using spectroscopy data: UV,
FTIR, 'H NMR, ®C NMR and MS. Five new alkaloids, (+)-(R)-N-(2-
hydroxypropyl)-lindcarpine  (pruinosine A), (+)-(S)-N-(2-hydroxypropyl)-
lindcarpine {pruinosine B), (+)-(R)-N-(2-hydroxypropyl}-laurolitsine (pruinosine
C), (+)-(S)-N-(2-hydroxypropyl)-laurolitsine (pruinosine D) and (-)-N-
desmethyl-grisabine were isolated from the stem bark of A. pruinosa together
with seven known alkaloids, lindcarpine, N-methyllindcarpine, laurolitsine,
boldine, (+)-thaligrisine, (-)-dauricine, and (-)-O,0-dimethyl-grisabine. Seven
known  alkaloids, laurotetanine, N-metillaurotetanine, isoboidine,
actinodaphnine, N-methylactinodaphnine, corydine and norcorydine, were
isolated from the stem bark of A. sphaerocarpa (Bl) Nees, and fwo another
known alkaloids, nordicentrine and dicentrinone, were isolated from
Cryptocarya fermmea. The crude alkaloid extract of A. pruinosa and A.
sphaerocarpa were active against Arfemia salina with LCgo 106.5 and 126.7
ug/mL respectively. The crude alkaloid extract of A. pruinosa and pruinosine
A were active against murine cells P-388 with 1Cs¢ 5.1 and 3.9 pg/mlL
respectively. The crude alkaloid extract of A. sphaerocarpa, pruinosine B, C,
D, lindcarpine, and (-)-O,O-dimethyl-grisabine are inactive against murine
cells P-388 with 1Csp 34.2, 24.0, 38.0, 52.0, 16.0, and 10.0 pg/mL
respectively. The activity against P. falciparum was showed by the crude
alkaloid extract of A. sphaerocarpa with ICs 2.5 x 10° pg/mL, but no effect
was showed by crude alkaloid extract of A. pruinosa.

Key words: Actinodaphne, cryptocarya, lauraceae, pruinosine, murine cells
P-388

xviil + 223 p.; fig. 47; tab. 29; app. 42
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BABI.

PENDAHULUAN

Familia Lauraceae terdiri dari kelompok tumbuhan berbunga yang
termasuk dalam ordo Laurales. Familia ini meliputi kira-kira lebih dari 45
genera dan 1100 species yang kebanyakan tersebar di daerah tropis,
terutama di Asia Tenggara dan Amerika tropis’. Tumbuhan dari familia
Lauraceae dikenal banyak mengandung senyawa kimia termasuk senyawa
golongan alkaloida. Beberapa contoh genus yang telah diteliti banyak
mengandung alkaloida adalah Actinodaphne, Beilschemiedia, Cassytha,
Cryptocarya, Lindera, Litsea, Neolitsea, Phoebe dan Ocotea®>.

Actinodaphne Nees, merupakan salah satu genus dari familia
Lauraceae, yang terdiri dari 60 atau 70 spesies dan tumbuh di daerah Asia
tropis dan subfropis. Umumnya kayu dari tumbuhan Actinodaphne banyak
digunakan untuk konstruksi bangunan dengan nama dagang Medang.
Beberapa species ada yang digunakan sebagai obat tradisional seperti daun
dari Actinodaphne molucana yang dimemarkan digunakan sebagai obat luar
uniuk rasa sakit dan patah tulang®. Di Cina akar dari tanaman A. lancifolia
(Sieb. Et Zucc) Meissn. var. sinensis digunakan untuk mengobati sakit perut,
artritis, kelelahan, dan bengkak®. Dalam pustaka dituliskan pula bahwa buah
dari A. sesquipedalis sangat beracun® dan A. procera mengandung senyawa
laurotetanin yaitu racun yang dapat menyebabkan kejang®. Penelitian

terhadap kandungan kimia dan bioaktivitas dari genus ini belum banyak
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dilakukan bila dibandingkan dengan genus lainnya. Berdasarkan hasil
penelusuran pustaka, spesies yang pemah diteliti kandungan alkaloidanya
adalah A. nitida, A. acutivena, A. obovata®™’, A. sesquipedalis® , A. speciosa®.
Masih banyak species lain dari genus ini yang belum diteliti kandungan
alkaloidanya antara lain A. sphaerocarpa dan A. pruinosa.

A. sphaerocatpa Bl Nees adalah tumbuhan berupa pchon yang
tersebar di Jawa dan Semenanjung Malaysia, dengan nama daerah Huru
hiris (Indonesia), Huru lencir (Sunda) dan Chempa hutan (Malaysia)*'®'!. A.
pruinosa Nees adalah tumbuhan berupa pohon yang dijjumpai di
Semenanjung Malaysia dari Penang sampai Singapura*'!. Kegunaan dari
tumbuhan ini adalah kayunya yang banyak digunakan sebagai bahan
bangunan®®. Kandungan kimia dari kedua tumbuhan tersebut sampai saat ini
belum diketahui, hal ini memberikan peluang yang besar untuk diteliti karena
tidak menutup kemungkinan kedua tumbuhan ini juga menghasilkan senyawa
kimia yang menarik terutama alkaloida.

Cryptocarya adalah genus lainnya dari familia Lauraceae yang terdiri
dari 478 spesies dan tersebar di daerah tropis, subtropis dengan topologi
berupa pohon tinggi'2. Di Indonesia genus ini tumbuh di pulau Sumatera dan
Jawa, serta di Asia lainnya seperti Malaysia dan Cina, selain itu juga tumbuh
di benua Afrika dan Australia'®, Sejak dahulu kelompok tumbuhan ini banyak
digunakan sebagai bahan bangunan, bahan baku pulp, dan beberapa
diantaranya - digunakan sebagai obat tradisional. Bahkan akhir-akhir ini

beberapa penelitian telah mengungkapkan bahwa Cryptocarya mengandung
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banyak senyawa kimia berguna. Telah dilaporkan bahwa sebagian besar
species Cryplocarya mengandung molekul kimia anti tumor'?.  Hasil
penelusuran pustaka, beberapa metabolit sekunder seperti alkaloida®3,
kalkon*>'*, lakton'®, flavonoid™, terpencid’'® dan senyawa-senyawa a-
piron'922122 telah diisolasi dari sekitar 18 spesies Crypfocarya®. Beberapa
contoh spesies yang telah diteliti kandungan alkaloidanya adalah Crypfocarya
kurzi**"®, C. densiflora’, C. moschatta®, C. latifolia'®, C. strictifolia®%, C.
chinensis®, C. longifolia®®, C. amygdalina®® dan C. ferrea®™.

C. ferrea Bl adalah tumbuhan berupa pohon berukuran sedang yang
tumbuh di wilayah Malaysia (Kedah, Kelantan, Terengganu, Pahang,
Selangor) dan Indonesia (Jawa)®®. Hasil peneliian pada kulit batang
tumbuhan ini diperoleh beberapa macam alkaloida, namun sampai saat ini
belum dipublikasikan®. Penelitian dari bagian lain dari tumbuhan ini seperti
daun dan akar belum dilakukan, sehingga menarik untuk diteliti kandungan
alkaloidanya.

Alkaloida merupakan senyawa kimia hasi metabolisme sekunder dari
tumbuhan tertentu. Walaupun fungsinya dalam tumbuhan belum jelas, namun
alkaloida sepanjang sejarah sudah memberikan manfaat yang sangat besar
bagi manusia yaitu dalam bidang pengobatan. Sejak dua abad yang lalu
mulai dari ditemukannya morfin, striknin, kinin, sampai vinkristin, kamptotekin
dan homoharringtonin, sampéi saat ini telah diketahui lebih 5500 alkaloida®’,

namun usaha pencarian alkaloida-alkaloida baru masih terus dilakukan.

Karena efek fisiologik dan alkaloida yang menonjol, maka usaha ini terus

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



dilakukan untuk mendapatkan obat-obat baru seperti untuk penyakit kanker,

HIV, flu burung dll. Disamping itu pencarian obat-obat antiinfeksi seperti
antimikroba, antimalaria harus terus dilakukan mengingat bertambahnya
resistensi mikroba dan parasit tehadap obat-obat yang sudah ada.

Tahap awal untuk mempelajar bioaktivitas suatu senyawa adalah uji
toksisitas secara in vifro. Pengujian secara in vitro ini relatif lebih cepat,
murah, dan hanya membutuhkan sedikit bahan uji. Suatu prosedur umum
untuk skrining toksisitas suatu ekstrak atau senyawa adalah dengan
menggunakan larva udang Artemia salina L (Brine Shrimp Lethality Test).
Selanjutnya dilakukan pengujian sitotoksisitas pada sel kanker untuk
mengetahui prospeknya sebagai antikanker, metode yang digunakan adalah
dengan menggunakan sel murne leukemia P-388. Pengujian bioaktivitas
bahan uji sebagai antimalaria dilakukan pada parasit malaria Plasmodium
falciparum dengan pembanding klorokuin dan artemisinin.

Berdasarkan uraian di atas maka perlu dilakukan penelitian terhadap
A. pruinosa Nees, A. sphaerocarpa (Bl) Nees dan C. ferrea B, karena dari
ketiga tumbuhan ini belum diketahui kandungan alkaloidanya. Bagian
tanaman yang diteliﬁ adalah kufit batang untuk A. pruinosa dan A.
sphaerocarpa, sedangkan untuk C. femea adalah daunnya. Untuk
mengetahui bioaktivitas dari ekstrak dan isolat yang diperoleh maka
ditakukan uji toksisitas pada larva udang Arfemia salina dan sitotoksisitas

pada sel murine leukemia P-388 untuk melihat prospeknya sebagai
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antikanker, dan uji pada parasit P. falciparum untuk mengetahui aktivitas

sebagai antimalaria.

1.1. Perumusan Masalah.
1. Kandungan alkaloida apakah yang dapat diisolasi dari kulit batang A.
pruinosa Nee dan A. sphaerocarpa (Bl) Nees?
2. Kandungan alkaloida apakah yang dapat diisolasi dari daun
C. ferrea BI?
3. Adakah alkaloida baru yang dapat diisolasi dari ketiga tanaman

tersebut, dan bagaimanakah bioaktivitasnya?

1.2. Hipotesis
Isolasi senyawa dari kulit batang A. pruinosa Nees dan A. sphaerocarpa
(Bl) Nees serta daun C. ferrea Bl akan diperoleh alkaloida baru dan
alkaloida yang sama seperli yang pemah ditemukan sebelumnya dan

mempunyai prospek sebagai antikanker dan antimalaria.

1.3. Tujuan Penelitian
1. Mengisolasi alkaloida dari kulit batang A. pruinosa Nees dan A.
sphaerocarpa (Bl) Nees serta daun C. ferrea Bl.
2. Menentukan struktur kimia dari isolat alkaloida yang diperoleh dari kulit
batang A. pruinosa Nees dan A. sphaerocarpa (Bl) Nees serta daun

C. ferrea BI.
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1.4.

. Menguji bioaktivitas ekstrak dan isolat alkaloida dari kulit batang A.

pruinosa Nees dan A. sphaerocarpa (Bl) Nees serta daun C. ferrea Bl.

Manfaat Penelitian

. Menambah informasi tentang kandungan alkaloida dari familia

Lauraceae khususnya dari genus Actinodaphne dan Cryptocarya.

. Meningkatkan nilai tambah bagi tumbuhan yang bukan dari kelompok

tumbuhan obat tradisional, sebagai sumber bahan obat alami.
Memberikan dan menambah pengetahuan fentang cara-cara

ekstraksi dan isolasi alkaloida bagi peminat kimia bahan alam.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Lauraceae: Tinjauan Umum dan Morfologi

Familia Lauraceae atau Laurel terdiri dari kelompok tanaman-tanaman
berbunga yang tenmasuk dalam ordo Laurales. Familia ini meliputi lebih dari
.45 genera dan 1100 spesies kebanyakan tersebar di daerah tropis, terutama
di Asia Tenggara dan Amerika tropis'. Tanaman dari familia Lauraceae
biasanya tumbuh sebagai pohon atau semak yang berdaun hijau sepanjang
masa?., Lebih dari tigapuluh genera, terutama tumbuh di daerah Asia tropis
dan subtropis serta Amerika; sekitar limabelas diantaranya ditemukan di
Malaya®. Ekologi dari Lauraceae tergantung pada jenis dataran, apakah itu
dataran tinggi atau dataran rendah. Lauraceae umumnya berupa pchon kecil,
kecuali ada beberapa yang tingginya mencapai 30 m. Pada dataran tinggi,
Lauraceae seperti Fagaceae, menjadi lebih banyak tumbuh terutama pada
puncak hutan yaitu pada ketinggian 1200-1600 m. Pemandangan seperti ini
dapat terlihat-di sepanjang puncak pegunungan Asia dari Himalaya sampai
New Guinea®.

Kulit batang biasanya halus, jarang bercelah, sering terselubung
. dengan lenticel besar, berwarmna coklat abu-abu sampai coklat merah. Bagian
dalam kulit batang biasanya sangat tebal, granular, burik atau beriapis-lapis,
sering berbau aromatik kuat, berwama kuning, coklat jingga, pink atau

kemerahan. Getah kayu berwarna kuning atau cokiat pucat, berkilau seperti
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satin bila baru dipotong. Ujung pucuk daun telanjang atau tertutup sisik,

kadang-kadang muncut seperti daun-daun kecil.

Daun-daun dari familia ini muncul secara sederhana, ada yang spiral,
berselang seling, berlawanan atau berputar (Actinodaphne) seluruhnya dan
kasar. Wama dari daun-daun muda bervariasi dari pink, ungu atau coklat.

Bunga dar Lauraceae biasanya kecil, beraturan, kehijauan, putih atau
kuning, berbau harum atau dengan bau tengik, bisexual atau unisexual,
perianth bebas atau bersatu dengan enam helai daun mahkota dalam dua
baris. Penyerbukan bunga terutama oleh lalat dan kumbang yang tertarik
oleh bau yang dikeluarkan dari bunga.

Buah dari familia ini berukuran kecil sampai besar (berbiji satu),
kadang-kadang terbungkus oleh tabung penanth atau menetap dan
memegang dasar buah. Dalam beberapa genera Jobus perianth gugur tetapi
tabungnya tumbuh menjadi suatu cawan yang dangkal atau dalam pada
dasar buah. Tangkai buah membesar dan menjadi berwarna dalam beberapa
spesies dari Dehaasia dan Alseodaphne. Biji Lauraceae tanpa albumen,
dengan fesfa tipis. Kotiledon besar, rata, cembung, saling menekan satu
dengan yang lain.

Kayu Lauraceae lembut sampai agak keras, berat kering (air dry)
ringan sampai sedang sekitar 350-880 kg/m°. Hati kayu putih kekuningan
(Beilschmiedja), coklat kuning atau coklat merah dalam kebanyakan spesies

dari Cinnamomum, Cryplocarya, dan Endiandra, hijau zaitun dalam spesies
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Litsea, Actinodaphne, Alseodaphne, Notaphoebe, Phoebe, dan cokelat hijau

zaitun gelap dalam Dehaasia Z.

Genera dari familia Lauraceae sangat dikenal banyak mengandung

senyawa-senyawa kimia terutama senyawa golongan alkaloida, dari 31

spesies yang telah diselidiki, 28 spesies di antaranya mengandung

alkaloida.'® Beberapa contoh genus yang telah diteliti banyak mengandung

alkaloida adalah Beilschemiedia, Cassytha, Crypfocarya, Lindera, Lilsea,

Neolitsea, Phoebe dan Ocotea.’®

2.2. Klasifikasi Lauraceae®
Regnum : Plantae
Divisio  : Magnoliophyta
Classis . Magnoliopsida
Ordo : Laurales
Familia :lauraceae
Genera:

Actinodaphne
Adenodaphne
Aioueia
Alsecdaphne
Anaueria
Aniba
Apollonias

@ N oS W

Aspidostemon

11. Lindera

12. Litsea

13. Machilus

14. Mezilaurus

15. Mochinnodaphne
16. Mutisiopersea

17. Nectandra

18. Neocinnamomum
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9. Beilscmiedia
10. Brassiodendhron
21. Caryodaphnopsis
22. Cassytha
23. Chlorocardium

24 Cinnadenia

25. Cinnamornum
26.

Clinostemon

27.Cryptocarya

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Dahlgrenodendrone

Dehaasia
Dicypellium
Dodecadenia
Endiandra
Endlicheria
Eusidroxylon

35. Gamanthera

36.
37.
38.

Hexapora
Hypodaphnis
lteadaphne

39. Kubitzkia

40.
41.

Laurus
Licaria

2.3. Genus Actinedaphne

Actinodaphne Nees, merupakan salah satu genus dari Lauraceae,
berupa pohon atau semak, yang terdiri dari 60 atau 70 spesies dan tumbuh di

daerah Asia tropis dan subtropis yaitu dari Srilangka, India, Indo-Cina, Cina,

10

- 19. Neolitsea

20. Nothaphoebe
42. Ocotea

43. Paraia

44. Parasassafras
45. Persea

46. Phoebe

47. Phyllostemonodaphne
48. Pleurothyrium
49. Potameia

50. Potoxylon

51. Poveddaphne
52. Ravensara

—h

53. Rhodostemonodaphne
54. Sassafras

55. Sextonia

56. Sinosassairas

57. Syndiclis

58. Triadodaphne

59. Umbellutaria

80. Urbanodendron

61. Williamodendron

62. Yushunia
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Jepang, Thailand, seluruh wilayah Malaysia sampai ke timur kepulauan

Solomon. Ada enam spesies yang dijumpai di Jawa yaitu A. procera, A.
sphaerocarpa, A. glomerata, A. macrophylla, A. glabra dan A. angustifolia®.
Nama daerah dari genus ini adalah huru (Sunda), wuru {Jawa), medang
kuning, medang kunyit (Malaysia) dan kyese (Myanmar). Kebanyakan
tanaman ini diambil kayunya untuk konstruksi, furnitur, produksi piywood dan
perahu, namun ada juga yang digunakan sebagai obat tradisional seperti
daun dari A. molucana yang dimemarkan telah digunakan sebagai obat luar
untuk rasa sakit dan patah tulang.**? Di Cina akar dari tanaman A. fancifolia
(Sieb. Et Zucc) Meissn. var. sinensis digunakan untuk mengobati sakit perut,
artritis, kelelahan, dan bengkak.® Telah dilaporkan pula bahwa buah dari A.
sesquipedalis sangat beracun® dan A. procera dilaporkan mengandung

senyawa laurotetanin yaitu racun yang dapat menyebabkan kejang.®

2.3.1. Kandungan Kimia Beberapa Spesies Actinodaphne.

Penelitian terhadap kandungan kimia dan aktivitas biologi dari genus
ini belum banyak dilakukan bila dibandingkan dengan genus lainnya.
Berdasarkan hasil penelusuran pustaka, spesies yang pemah diteliti
kandungan senyawa kimianya antara lain A. nitida, A. acutivena, A.
obovata®’, A. sesquipedalis®, A. lancifolia>*, A. longifolia®, A. angustifolia®,
A. cupularis®, A. speciosa®, dan A. cupularis®. Jenis senyawa yang pemah
diisolasi dari spesies tersebut adalah alkaloida aporfin, lakion, minyak atsiri,

asam lemak dan terpen. Senyawa-senyawa tersebut dapat dilihat pada
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Tabel 1. Hasil penelitian tentang kandungan kimia dari spesies lainnya
seperti A. sphaerocarpa dan A. pruinosa sampai saat ini belum dijumpai

dalam publikasi internasional.

2.3.1.1. Actinodaphne nitida

A. nitida mengandung dua alkaloida aporfin, laurolitsin (norboldin) 1 dan
boldin 2, diisolasi sekitar tahun 1969 (Johns et af)*®. Laurolitsin
memperlihatkan aktivitas antibakteri terhadap  Staphylococcus -aureus
(Bandara ef al, 1989)°. Boldin dilaporkan mempunyai efek antiinflamasi dan

antipiretik (Backhouse et af)*®.

2.3.1.2. A. Acutivena
A. acutivena mengandung satu alkaloida aporfin, laurclitsin (norboldin) 1,

isolasi senyawa ini dilakukan sekitar tahun 1969 (Lu ef a)®°.

12
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2.3.1.3. A. obovata Bl

A. obovata mengandung tiga alkaloida aporfin, laurotetanin (litsoein) 3, N-
metillaurotetanin 4 dan actinodaphnin 5. Ketiga alkaloida ini diisolasi dari
daun dan batang dari A. obovata Bl yang tumbuh di Himalaya Timur dan

India (Assam, Sibsagar) sekitar tahun 1972 (Uperty ef ai)’.

et
Hz\/ P NH
| AN
H,CO/_ ,/
H
3 4 5

2.3.1.4. A. sesquipedalis

A. sesguipedalis mengandung alkaloida aporfin dicentrin (N,O-
dimetilactinodaphnin, eximin) 6, isolasi dilakukan sekitar tahun 1994 (Din et
al)®. (-)-Dicentrin dilaporkan mempunyai sitotoksisitas terhadap sel murine P-

388 dengan EDsp = 0,6 pg/mi*'.

13

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



2.3.1.5. A. speciosa

A. speciosa mengandung alkaloida aporfin laurotetanin 3 dan N-

metillaurotetanin 4, isolasi dilakukan sekitar tahun 1989 (Bandara ef af)°.

2.3.1.6. A. lancifolia

Daun dari A. Jancifolia ( nama Jepang Kagonoki) mengandung dua senyawa
lakton lancifolid 7 dan isolancifolid 8 yang diisolasi pada tahun 1988 (Tanaka
et ah®. Pada tahun 2001, Kim ef a/ ® berhasil mengisolasi dua senyawa
lakton 7, 8, actinolid A 9, actinolid B 10, litsenolid Cq 11, litsenolid C, 12,
secoisolancifolid 13, ()-syringaresinol 14, (3)-de-4-O-metiimagnolin 15,

lyoniresinol 16 dari batang A. Jancifolia.

OH

PwL

7

OH )\/\/\/\\/

P

8
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2.3.14.7. A. angustifolia Nees

Isolasi senyawa dari daun A. angustifolia (Bhakuni ef al, 1970)° memberikan
beberapa senyawa diantaranya hentriacontanon 17, hentriacontanol 18, B-

sitosterol 19, dan quercetin-3-rhamnosid 20.

2.3.1.8. A. cupularis (Hembsl) Gamble
Isolasi senyawa dari daun A.cupulfaris ( Yu et al, 2001)* memberikan
komponen minyak atsiri: isokaryofilen 21, germacren B 22 dan 1a,4aa,8aa-

7-metil-4-metilen-1-{1-metiletil)- 1,2,3,4,4a,5,6,8a-oktahidro-naftalen 23.

16
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Tabel 1. Senyawa-senyawa kimia dari genus Actinodaphne.

No. Senyawa Bagian tanaman Spesies
1. Lauralitsin A. nitida
2. Boldin A. nitida
3. Laurotetanin Batang dan daun A. obovata Bl
4 N-Metillaurotetanin Batang dan daun A. obovata Bl
5. Actinodaphnin Batang dan daun A. obovata Bl
6. Dicentrin A, sesquipedalis
7. Lancifolid Batang dan daun A. lancifolia
8. Isolancifolid Batang dan daun A. lancifolia
S. Actinolid A Batang A. lancifolia
10. Actinolid B Batang A. lancifolia
11. Litsenolid C, Batang A. lancifolia
12. Litsenolid C. Batang A. lancifolia
13. Secoisolancifolid Batang A. lancifolia
14. (£)-Syringaresinol Batang A. lancifolia
15. (+)-de-4'-O-methyimagnolin Batang A. lancifolia
16. Lyoniresinol Batang A. fancifolia
17. Hentriacontanon Daun A. angustifolia
18. Hentriacontanol Daun A. angustifolia
19. B-Sitosterol Daun A. angustifolia
20. Qercetin-3-rhamnosid Daun A. angustifolia
21. Isokaryofilen Daun A. cupularis
22. Germacren B Daun A. cupularis
23. 1a,4a0,8a0-7-metil4-metilen-1- | Daun A. cupularis

(1-metiletil)- 1,2,3,4,4a,5,6,8a-
oktahidro-naftalen.
17
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4,6,8,10,11

2.3.2. Actinodaphne sphaerocarpa (Bl) Nees
A. sphaerocarpa adalah  tumbuhan berupa pohon ukuran sedang, pada
umumnya tinggi tidak lebih dari 15 m, kadang-kadang sampai 38 m. Kulit
batang berwarna coklat merah muda, polos, bagian dalam batang coklat, bau
aromatik kuat. Getah coklat kekuningan. Daun tersusun seperti spiral dekat
ujung ranting, tidak berputar seperti dalam spesies Actinodaphne lainnya.
Bunga: dari axil daun bertandan pendek. Buah: globosa, hijau titik putih,
keunguan bila menjadi matang. Tumbuh di wilayah Malaysia (Kedah,
Kelantan, Terengganu, Pahang, Selangor) dan Indonesia (Jawa). Di Jawa
Barat dan JawaTengah ditemukan di bawah 700 m dpl. Nama daerah Huru
hiris, Huru lencir (Sunda), Wuru
(Jawa) dan Chempa hutan
(Malaysia). Synonim: Litsea
I ™ sphaerccarpa  Blume. Kayunya
74 digunakan untuk bangunan rumah.

¥k Daun dan buah A. sphaerocarpa

dapat dilihat pada Gambar 1.
Gambar 1. Daun dan buah A. shaerocarpa

2.3.2. Actinodaphne pruinosa Nees*%%1"

A. pruinosa adalah tumbuhan berupa pohon, berukuran sedang, dijumpai di
Malaysia dari Penang sampai Singapura. Kayunya berat, bagus dan berguna;

berwarna cokliat tua. Kulit batang coklat kemerahan, polos. Bagian dalam kulit
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kayu coklat dan getah berwama kuning. Ranting coklat kemerahan dan
berbulu. Daun: batang daun 1-1,5 cm, coklat kemerahan dan berbuly;
berbentuk oval sampai lanset, 7,5 -13,5 x 2,54 cm. Bunga berkelompok atau
bertandan pendek dari axil daun dan dari ranting antara putaran-putaran
daun, berwarna kuning krim. Buah: bertangkai pendek, hijau, oblong sampai
subglobosa, lebar 0,5 cm, berparuh pendek, duduk pada perianth berbentuk

cawan. Daun dan buah A. pruinosa dapat dilihat pada Gambar 2 dan 3.

Gambar 2. Daun A. pruinosa Gambar 3. Buah A. pruinosa

2.4. Genus Cryptocarya'>">*

Cryptocarya adalah genus lainnya dari familia Lauraceae yang terdiri dari 478
spesies dan tersebar luas di daerah tropis dan subtropis dengan topologi
berupa pohon tinggi. Di Indonesia tumbuhan ini dikenal dengan nama
Medang dan banyak tumbuh di daerah Sumatera dan sedikit di Jawa Barat.
Spesies yang tumbuh di Sumatera dan Jawa adalah Crypfocarya crassinervia

Mig. dikenal sebagai Medang talang (Palembang), Medang batu, Medang

19

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



keladi (Sumatera Timur) dan Medang sanggih (Minangkabau). C. ferrea Bl

disebut juga Hurumentek (Sunda), Rasberasan (Madura), C. glaucencen
R.BR dikenal dengan nama Medang serai (Palembang), C. griffithiana Wight
(C. infectoria Miq) disebut sebagai Medang buaya dan C. fomenitosa BI.
diberi nama Huru kunyit, Huru mentek, Huru tengek, Huru tudung (Sunda).
Selain di Sumatera dan Jawa, ternyata di Sulawesi dijumpai juga spesies dari
genus ini. C. costata diidentifikasi sebagai tumbuhan langka, ditemukan di
kawasan hutan Sulawesi yang dikenal sebagai kawasan Wollacea. Di
Sulawesi tumbuhan ini dikenal dengan nama daerah Tarusu (Bugis), Garate
borong (Makasar) dan Baga tomumbu (Keli). Spesies yang dijumpai di
Malaysia adalah C. bracteolata, C. Crassinervia Miq, C.ferrea Bl. C.
griffithiana Wight, C. kurzii Hkf. dan C. rugulosa. Sejak dahulu kelompok
tumbuhan ini banyak digunakan sebagai bahan bangunan, bahan baku puip,
dan beberapa diantaranya digunakan sebagai obat tradisional. Akhir-akhir ini
beberapa penelitian telah mengungkapkan bahwa Crypfocarya mengandung

banyak senyawa kimia berguna.

2.4.1. Kandungan Kimia Beberapa Spesies Cryptocarya

Hasil penelusuran pustaka, beberapa metabolit sekunder seperti alkaloida®®,
kalkon'?"*, flavonoid®, lacton??, terpencid™'® dan senyawa-senyawa a-piron?
telah diisolasi dari sekitar 18 spesies Cryptocarya.'> Beberapa contoh
spesies yang telah diteliti adalah C. kurzii'*'%, C. densiflora'’, C. moschatta®,

C. latifolia®, C. strictifolia®%, C. chinensis®, C. longifolia®*, C. amygdalina®

20

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



dan C. ferrea®™. Telah dilaporkan bahwa sebagian besar dari spesies

Cryptocarya mengandung molekul kimia anti tumor.?®

2.41.1. C. chinensis Hemsl

Dua alkaloida (*)-romnein 24 dan (+)-cryprochin 25 telah diisolasi dari daun

dan kulit batang C. chinensis oleh Lee dan Chen pada tahun 1993%,

Penelitian selanjutnya pada daun C. chinensis menghasilkan sepuluh

alkaloida (-)-isokaryachin-N-oksida 26, isoboldin-B-N-cksida 27, dan 1-

hidroksicrypochin 28, (+)-isokaryachin 29, (+)-karyachin 30, (-)-karyachin 31,

(-)-isokarychin 32, isoboldin 33, (-)-munitagin 34, dan bisnorargemonin 35

(Lin et al, 2001)*.

Hy
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2.4.1.2. C. Kurzii
Isolasi senyawa kimia dari daun C. Kurzii menghasilkan empat flavanon
kompleks, satu kalkon kompleks dan kurziflavolacton A 36, B 37, C 38, D 39, _

kurzikalkolacton 40 dan kurzilacton 41 (Fu et al, 1993)'%1°.

40 41
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2.4.1.3. C. konishii
Isolasi kandungan kimia dari batang C. konishii Hayata ex Kawakami

menghasilkan alkaloida kuaterner; (+)-(1R,1aR)-1a-hidroksimagnokurarin 42

(Lee et al, 1993)".

2.4.1.4. C. strictifolia
A. strictifolia mengandung dua senyawa a-pyrone yaitu strictifolion 43,
acetonid 44, senyawa ini telah diisolasi bersama dengan dua senyawa

lainnya pinocembrin 45 dan lysicamin 46 (Juliawati ef af, 2000)%'.
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2.4.1.5. C. costata

C. costata adalah spesies yang dijumpai di Sulawesi (Wollacea), dari spesies
ini berhasil diisolasi senyawa kalkon 2’,4'-dihidroksi-3',6’-dimetoksikalkon 47.

. Senyawa ini dilaporkan aktif terhadap bakteri E.coli (Usman et al, 2005)'2.

47

2.4.1.6. C. longifolia

Empat belas alkaloida telah berhasil diisolasi dari daun, batang, dan akar C.
longifolia Kostermans (Bick et al, 1981)%. Alkaloida tersebut adalah retikulin
48, koklaurin 49, N-metilkoklaurin 50, laurotetanin 3, N-metillaurotetanin 4,
laurolitsin 1, iscboldin 33, norisocorydin 82, norargemonin 53,

bisnorargemonin 54, jongifolonin 85, scoulerin §6, longifolidin 51, thalifolin 57.
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Tabel. 2. Senyawa-senyawa kimia dari genus Cryptocarya

=
o

Senyawa

Bagian tanaman

Spesies

1, (1)-Romnein 24 Daun C. chinensis
2, (+)-Cryprochin 25 Daun C. chinensis
3. | (-Hsokaryachin-N-oksida 26 Daun C. chinensis
4. | Isoboldin-f-N-oksida 27 Daun C. chinensis
5. 1-Hidroksicrypochin 28 Daun C. chinensis
6. (+)-Isokaryachin 29 Daun C. chinensis
7. (+)-Karyachin 30 Daun C. chinensis
8. (-)-Karyachin 31 Daun C. chinensis
9. (-)-Isokaryachin 32 Daun C. chinensis
10. | Iscboldin 33 Daun C. chinensis
1. | (-}-Munitagin 34 Daun C. chinensis
12. | Bisnorargemonin 35 Daun C. chinensis
13. | Kurziflavolacton A 36 Daun C. kurzi

19. | Kurziflavolacton B 37 Daun C. kurzii

20. | Kurziflavolacton C 38 Daun C. kurzit

21. | Kurzifiavolacton & 39 Daun C. kurzii

22, | Kurzilacton 41 Daun C. kurzii

23. | (#)1R, 1a R)-1a-Hidroksimagnokurarin 42 Batang C. konishii
24, | Strictifolion 43, Kulit batang C. strictifolia
25. | Pinocembrin 48 Kulit batang C. strictifolia
26. | Lysicamin 46 Kulit batang C. strictifolia
27. | 2" 4-Dihidroksi-3',6'-dimetoksikalkon 47 Kulit batang C. coslata
28. | Retikulin 48 Daun,batang,akar C. longifolia
29. | Koklaurin 49 Daun,batang,akar C. longifolia
30. | N-Metilkoklaurin 50 Daun,batang,akar C. longifolia
31. | Longifolidin 51 Daun,batang,akar | C. longifolia
32. | Norisocorydin 52 Daun,batang,akar | C. fongifolia
33. | Norargemonin 53 Daun,batang,akar | C. longifolia
34. | Bisnorargemonin 54 Daun,batang,akar C. longifolia
35. | Longifolonin 55 Daun,batang,akar C. longifolia
36. | Scoulerin 56 Daun,batang,akar | C. longifolia
37. | Thalifolin 57 Daun,batang,akar C. longifolia

27

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




[T R4l

2.4.2. Cryptocarya ferrea BI*®

C. ferrea adalah tumbuhan berupa pochon ukuran sedang, tinggi sampai 22 m
dengan diameter 120 cm. Kulit batang coklat kemerahan dan halus. Bagian
dalam kulit batang coklat kekuningan sampai coklat kemerahan dan getah
berwarna kekuningan. Daun: panjang tangkai 0,7-2 cm, helai daun berbentuk
bulat memanjang atau jorong 12-19 x 5-8 cm, ujung tajam atau tumpul,
bentuk bagian dasar cuneatus sampai bulat, permukaan lebih bawah sedikit
berbulu. Buah hijau, keunguan bila menjadi masak, berbentuk bulat.
Tumbuhan ini tersebar di wilayah Malaysia (Kedah, Kelantan, Terengganu,

Pahang, Selangor)} dan Indonesia (Jawa).

Gambar 4. Daun dan batang C. ferrea Bl
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2.5. Alkaloida

Sejak awal permulaan kimia organik, kelompok senyawa yang besar dan
beraneka ragam adalah senyawa yang dikenal sebagai alkaloida. Definisi
yang tepat dari istilah alkaloida (seperti alkali) sedikit sulit karena tidak ada
batasan yang jelas antara alkaloida dan senyawa amina.kompleks yang ada
di alam®. Walaupun tidak terlalu memuaskan, senyawa yang termasuk
alkaloida adalah senyawa yang bersifat basa yang mengandung satu atau
lebih atom nitrogen, biasanya dalam kombinasi sebagai bagian dari suatu
sistem siklik?’. Hampir 300 alkaloida telah diisolasi pada 1939 dan paling
sedikit 200 diantaranya tefah ditetapkan struktuinya dengan baik. Datam
publikasi pertamanya pada 1950 telah tercatat lebih dari 1000 alkaloida.
Dengan bérkembangnya teknik kromatrografi dan instrumen spektroskopik
yang canggih, jumlah alkaloida meningkat dengan pesat®®. Dalam suatu
review 1978, dilaporkan bahwa hampir 4000 alkaloida telah ditetapkan
struktumya, bahkan menurut Harborme, 1972, lebih dari 5000 alkaloida tefah
diketahui dan merupakan golongan senyawa tumbuhan sekunder yang
terbesar?’.

Sumber alkaloida terbesar pada masa lalu adalah dari tumbuhan
berbunga, angiospermae, namun sekarang beberapa alkaloida dapat
diperoleh dari hewan (muskopiridin dari rusa, kastoramin dari berang-
berang), serangga (senyawa pirol dari sex pheromone), organisme laut
(kandungan racun syaraf dari Gonyaulax catenella), mikroorganisme

(piosianin dari bakten Pseudomonas aeruginosa) dan tumbuhan rendah
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(likopodin dari lumut genus Licopodium). Dalam sistem tumbuhan tinggi, dari

Engler, ada 60 ordo, 34 diantaranya memiliki species yang mengandung
alkaloida. Familia yang mengandung alkaloida paling penting adalah
Liliaceae, Papaveraceae, Compositae, Ranunculaceae, Menispermaceae,
Lauraceae, Papaveraceae, Leguminosae, Rutaceae, Loganiaceae,

Apocynaceae, Solanaceae, dan Rubiaceae®

. Ditinjau dari taksonominya
familia tersebut tersebar dalam beberapa kluster, baik menurut klasifikasi
Cronquist maupun Dabhlgren. Diagram Cronquist dan Dahigren dalam

pengelompokan angiospermae tertera pada Gambar 5 dan 6°'.
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Gambar 5. Diagram Cronquist 1981 dalam pengelompokan angiospermae®
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Gambar 6. Diagram Dahlgren dalam pengelompokan angiospermag®’
Kandungan alkaloida...




AYRE:

Alkaloida telah dikenal selama bertahun-tahun dan telah menarik
perhatian terutama karena pengaruh fisiologinya terhadap binatang menyusui
dan pemakaiannya di bidang fammasi, tetapi fungsinya dalam tumbuhan
hampir sama sekali kabur. Beherapa pendapat mengenai kemungkinan
perannya adalah sebagai berikut®.

1. Salah satu pendapat yang dikemukakan pertama kali, sekarang tidak
dianut lagi adalah bahwa alkaloida berfungsi sebagai hasil. buangan
nitrogen seperti urea dan asam urat dalam hewan.

2. Beberapa alkaloida mungkin bertindak sebagai tandon penyimpanan
nitrogen meskipun banyak alkaloida ditimbun dan tidak mengalami
metabolisme [ebih lanjut meskipun sangat kekurangan nitrogen.

3. Pada beberapa kasus alkaloida dapat melindungi tumbuban dari serangan
parasit atau pemangsa tumbubhan. Meskipun dalam beberapa peristiwa
bukti yang mendukung fungsi ini tidak dikemukakan, barangkali ini
merupakan konsep yang direka-reka dan bersifat manusia sentris.

4. Alkaloida dapat berlaku sebagai pengatur tumbuh karena, dari segi
struktur, beberapa alkaloida menyerupai pengatur tumbuh. Beberapa
alkaloid merangsang perkecambahan, yang lainnya menghambat.

5. Semula disarankan oleh Liebig bahwa alkaloida, karena sebagian besar
bersifat basa, dapat mengganti basa mineral dalam mempertahankan
kesetimbangan ion dalam tumbuhan. Sejalan dengan saran ini,

pengamatan menunjukkan bahwa pemberian nikotin ke biakan akar
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tembakau meningkatkan pengambilan nitrat. Alkaloida dapat pula

berfungsi dengan cara pertukaran dengan kation tanah.

2.5.1. Penggolongan Alkaloida
Banyak sistem yang berbeda untuk menggolongkan alkaloida, karena
alkaloida memperlihatkan keaneka ragaman dari asalnya secara botanikal
dan biokimia, struktur kimianya dan aksi farmakologiknya. Berdasarkan pada
spekulasi dari jalur biogenetiknya, Hegnauer menggolongkan alkaloida ke
dalam tiga kelompok: alkaloida sebenamya, protoalkaloida dan
pseudoalkaloida®*’,

1. Alkaloida sebenamya biasanya mengandung nitrogen dalam cincin
heterosiklik, alkaloida int diturunkan dari asam amino. Biasanya
alkaloida ini muncul dalam tumbuhan sebagai garam dari asam
organik. Contoh dari kelompok ini adalah higrin dan kripstostilin.

2. Protoalkaloida merupakan amina yang relatif sederhana dimana
nitrogen asam amino fidak di dalam cincin heterosiklik. Seperti
alkaloida sebenamya, alkaloida ini diturunkan dari asam amino dan
berupa basa. Contoh dari alkaloida ini adalah meskalin, efedrin, dan
N, N-dimetiltriptamin.

3. Pseudoalkaloida tidak diturunkan dari prekusor asam amino dan
biasanya basa. Ada dua kelompok penting dalam alkaloida ini yaitu

alkaloida steroid seperti konnesin, dan purin seperti kofein.
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Alkaloida dapat dikelompokkan berdasarkan sistem cincinnya, misalnya %

Piridin Piperidin indol Isokuinofin Tropan

Purin dan pinmidin lebih cocok dibahas secara terpisah karena kaitan
biokimianya dengan asam nukleat. Meskipun begitu, senyawa purin, kafein
dan tecbromin, sering dimasukkan ke dalam alkaloida, dan pembedaan ini

tampaknya lebih bersifat fisiologik bukan Kimia.

2.5.2. Penggolongan Alkaloida Isokuinolin
Alkaloida isokuinolin dapat dibagi lagi menjadi beberapa kelompok
berdasarkan kerangka dari strukturnya. Shama, M. dan Moniot, J.L. membagi

isokuinolin ke dalam 34 katagori*®

1.  Isokuinolin sederhana 12. Dibenzazoenin
2. Benzilisokuinolin 13. Protoberberin

' retroprotoberberin
3. isokuinolon 14. Sekoberberin
4. Pavin dan isopavin 15. Benzofenantridin
5. Bisbenzifisokuinolin 16. Avilisokuinolin
6. Baluchistanamin 17. Protopin
7. Kularin 18. Ftilideisokuinolin
8. Dibenzopirrokolin 19. Spirobenzylisokuinolin
9. Proaporfin 20. Rhoeadin
10. Aporfin 21. Emetin
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11. Pakistanamin 22. Fenetilisokuinolin

23. Dimer aporfin-benzilisokuinolin 29. Homoaporfin
dan Homoproaporfin

24. Dimer aporfin-pavin 30. 1-Fenilisokuinolin

25. Oksoaporfin 31. N-benziltetrahidroisokuinolin
26. Fenantren 32. Cherilin (a 4-arilisokuinolin
27. 4,5-Dioksoaporfin 33. Azafluoranten

dan tropoloisokuinolin -
28. Asam aristolokit dan aristolaklam 34. Eupolauridin

(a 1,6-diazaflucanten)
2.5.3. Alkaloida Isokuinolin Sederhana
Alkaloida iscokuinolin sederhana adalah tipe isokuinolin yang paling
sederhana dan biasanya bisiklik. Alkaloida ini diturunkal.'l. dari
tetrahidroisokuinolin dan dijumpai dalam bentuk aromatik atau berbentuk
aromatik sebagian. Gugus fungsi dalam cincin B sering tersubstitusi dengan
metil atau hidrogen. Karbon C-6 dan C-7 biasanya mempunyai gugus
metoksi atau hidroksi®®.

Alkaloida isokuinolin sederhana telah dilaporkan dalam Cactaceae,

Leguminocae dan Papaveraceae®’. Contoh isokuinolin sederhana adalah

dehidroheliamin 58, dehidrolemaireocerein 59, backerbergin 60, dan

isobackerbergin 61%.
H;cm H,com =y
HC AN H:C - HCo A" HyCO A"
OCH,
58 59 60 61
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2.5.4. Alkaloida Benzilisokuinolin®®

Alkaloida tipe benzilisokuinolin diturunkan dari fenilalanin atau tirosin.

Ada dua jenis benzilisokuinolin yaitu 1,2,3,4-tetrahidrobenzilisokuinolin

seperti orientalin 62 dan jenis aromatik semua seperti papaverin 63. Struktur

umum dan benzilisokuinolin serta penomoran atom karbonnya dapat dilihat

pada Gambar 7.

Gambar 7. Struktur benzilisokuinolin

Alkaloida benzilisokuinclin tersebar dalam beberapa famili yaitu

Annonaceae, lauraceae, Menispemrmaceae, Papaveraceae, Fumariaceae,

Ranunculaceae, dan Berberidaceae. Skema hubungan biogenetika dari

beberapa golongan besar alkaloida yang diturunkan dari tetrahidroisokuinolin

dapat dilihat pada Gambar 8.
H,CO.
‘ NCH,
HO
HiCO l
HO
62
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Gambar 8. Hubungan biogenetika dari golongan besar alkaloida yang

diturunkan dar prekursor tetrahldrobenzilisokuinolin. -

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




Spektrum 'H NMR dar benzilisokuinolin memperlihatkan suatu

gambaran yang menarik disebabkan adanya satu pusat asimetri pada C-1.
Proton H-1 memperlihatkan suatu tripiet atau doblet doblet dengan
pergeseran kimia (dalam CDCls) antara 8 3,6-3,7. Sinyal dari proton-proton
alifatik untuk H-3, H4,H-5 dan H-a, umumnya muncul pada & 2,5-3,5.
Adanya metilendioksi akan memperlihatkan resonansi pada & 5,6-6,0 dalam
bentuk suatu singlet atau doblet, gugus ini umumnya terikat pada C-6,7 atau
C-3',4'. Gugus metoksi dari benzilisokuinolin, biasanya beresonansi pada &
3,5-4,0. Umumnya, gugus N-metil muncul pada daerah 6 2,4-2,6.

Dalam spektrum '>C NMR, biasanya C-1 beresonansi pada & 52-58,
tetapi bila ada gugus N-metil beresonansi pada & 60-67. Sinyal untuk karbon
gugus N-metil, metoksi, metilendioksi muncul berturut-turut pada 5 4045, 54-
63, dan 100-103. Untuk karbon-karbon kuatemer pada posisi 4a, 8a, dan 1,
beresonansi pada 8 115-132. Karbon-karbon sp? tidak tersubstitusi umumnya
muncul pada & 100-130 dan karbon-karbon pada posisi C-a dan C-3 berturut-
turut muncul pada 5 38-40 dan & 4546. Pergeseran kimia untuk C-4 dengan
N-metil dalam struktur akan muncul pada © 23-24, tetapi bila tidak
mgngandung gugus N-metil akan muncul pada & 28-29. Adanya suatu N-
cksida mempunyai efek deshielding yang besar pada C-1, C-3 dan gugus N-
metil biasanya muncul pada 0 69-71, 8 60-64, dan d 52-55.

Dalam spektrum massa benzilisokuinolin, pemutusan utama terjadi
antara C-1 dan C-a membentuk ion imina. Fragmentasi pada m/z 192 muncul

sebagai suatu puncak dasar yang menunjukkan bahwa karbon C-6 dan C-7
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tersubstitusi berturut-turut dengan gugus metoksi dan hidroksi dan di dalam

struktur mengandung gugus N-metil. Jika C-6 dan C-7 keduanya tersubstitusi
dengan gugus metoksi puncak pada m/z 206 akan muncul sebagai puncak
dasar. Fragmentasi pada m/z 176 yang muncul sebagai puncak dasar
menandakan karbon C-6 dan C-7 terikat dengan metilen dioksi tanpa N-metil
dalam struktur. Senyawa-senyawa yang mempunyai gugus metoksi dan
- hidroksi dalam cincin C memperlihatkan pucak pada mfz 137. Dua gugus
metoksi yang terikat pada C-3' dan C-4’ memperlihatkan puncak fragmentasi
pada m/z 151 dan satu gugus hidroksi dalam cincin C mempertihatkan
puncak pada m/z 107. llustrasi dari pola fragmentasi massa benzilisokuinolin

diperlihatkan pada Gambar 9.

Ry

+

. R .
RZ O N\.Rﬁ ' . . = CHy

. +
Ry —_— / N--..___‘Rs
Rz R

Ry

miz=192 R;=0CHs3, Rz=CH, Rs=CH3;  m/z=107 Ra=H, R4e=0H
m/z=176 R1=R2=0CHz0=, Rs=H miz=121 Ry=0CHa , Re=H
miz=206 R1=Rz=0CH3, Rs=CH3; m/z=137 Ry=0H, R4=0CH:

Gambar 9. llustrasi pola fragmentasi- massa dari benzilisokuinolin

Spektrum -uliraviolet benzilisokuinolin memperlihatkan suatu maksimum
. antara 280 dan 286 nm yang sedikit dipengaruhi oleh penambahan substitusi
-aromatik. Senyawa yang mempunyai metilendioksi dan sepenuhnya aromatik

memperlihatkan kenaikan dan intensitas absorpsi maksimum.
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2.5.5. Alkaloida Bisbenzilisokuinolin (BBIK)

Alkaloida BBIK terdiri dari dua unit benzilisokuinolin yang terikat satu
sama lain oleh satu, dua atau tiga ikatan®. Kebanyakan BBIK dibentuk dari
kondensasi dua unit N-metilkoklaurin (koklaurin), sebagian kecil dibentuk dari
kondensasi satu unit N-metilkoklaurin dengan satu unit reticuline, terakhir
dijumpai dimer yang diturunkan dari ikatan antara dua unit retikulin,
Berdasarkan unit pembentuk dimer, maka BBIK dapat bagi ke dalam tiga
kelompok: biskoklaurin, koklaurin-retikulin, dan bisretikulin®’. Kerangka dan

sistem penomoran BBIK adalah sebagai berikut **°%;

Biasanya kedua unit tetrahidrobenzilisokuinolin bergabung melalui
ikatan eter (jembatan diaril eter), namun dalam beberapa kasus dihasilkan
dari suatu hubungan karbon-karbon yang menghasilkan suatu sistem bifenil
tersubstitusi. Ada beberapa tempat di mana asalnya jembatan itu terbentuk
yaitu ekor ke ekor, kepala ke ekor dan kepala ke kepala. Berdasarkan jenis
ikatan, asalnya jembatan dan banyaknya jembatan, maka BBIK

dikelompokkan menjadi lima kelompok besar dan 27 subkelompok®2.
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Alkaloida BBIK banyak dijumpai terutama dalam familia Annonaceae,

Berberidaceae, Menispermaceae, Monimiaceae, Ranunculaceae, dan
beberapa dijumpai dalam familia Aristolochiaceae, Euphorbiceae,
Hemandiceae, Magnoliceae, dan Lauraceae®™%. Senyawa dari alkaloid ini
dilaporkan mempunyai banyak aktivitas farmakologik seperti antiaritmia,
menurunkan tekanan darah, platelet-aggregation-inhibifing, antagonis
histamin, dan anti protozoa berflagelata®*®’. Beberapa contoh alkaloid BBIK
dapat dilihat di bawah ini.
1). BBIK yang mengandung satu jembatan diaril eter.

A 1112

(--{15,1'R)-0,0-dimetilgrisabin 64, alkaloida ini diisolasi dari daun

Phaeanthus vietnamensis (Annonaceae) dan memperlihatkan aktivitas

antibakteri terhadap Bacillus subtilis (Sedmera et al, 1990)%°.

64
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(+)-Costaricin 65 adalah alkaloida yang diisolasi dari kulit batang

Nectandra salicifolia (Lauraceae) dan mempunyai bioaktivitas sebagai

antiplasmodium (Bohlke et al, 1996)%.

OCH;H,CO
HN NH
o OH HO
N H
F
\ OCH,
65

2). BBIK yang mengandung dua jembatan diaril eter.
B.7-8,11-12’
Alkaloida okéiakantin 66, obaberin 67, aromolin 68, diisolasi dari Kulit
batang akar Berberis vulgaris subsp. Australis (Berberidaceae)®.

OCH,H:CO

HaC NCH;

e, "t
J’;H

s
AN

66 R1= H, R,= CHa
67 R1= Rz = CHa
68 Ry&=R;=H
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s AT SRR

c.8-7,1112
Fangchinolin 69 adalah alkaloida yang diisolasi dari Strychnopsis thouarsii
(Menispermaceae), mempunyai potensi sebagai antiplasmodium dan anti

tumor®'.

_OCH,H3CO

HaC NCH;,
OH

OCH;
69

3). BBIK yang mengandung tiga jembatan diaril eter
D. 6-7°,7-8", 1112’
Contoh dari kelompok ini adalah alkaloida koskolin 70 yang diisolasi
dar kulit akar Epinetrum villosum {Menispermaceae). Alkaloida ini

memperiihatkan aktivitas antibakteri dan antifungi (Otsudi et al, 2005).

70
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Pada umunya spektum 'H NMR BBIK relatif mirip dengan

benzilisokuinolin, dan biasanya puncak-puncaknya tumpang tindih dan
sukar unfuk menandainya. Adanya fungsi N-oksida, seperti dalam
benzilisokuinolin, memiliki efek deshielding besar pada C-1, C-3, C-1’, C-
3’ dan gugus N-metil. Gugus N-metil beresonansi dalam daerah & 2,3-2,6.
Gugus metoksi yang terikat pada benzen mempunyai pergeseran kimia
yang normmal pada 9§ 3,3-3,8. Proton-proton alifatik muncul pada & 2,3-3,9.

Dalam spektrum 'C NMR, banyak sinyal yang berpasangan dan
mencerminkan adanya sifat yang mendekati kesimetrian dalam molekul.
Sinyal kgrbon metoksi muncul pada & 54,0-56,0. Dua gugus N-metil
biasanya saling tumpang tindih pada & 41,0-43,0. Contoh pergeseran

kimia dari (+}tetrandrine 71?° diberikan dalam Gambar 10 di bawah ini.

239 zl,;w H 6.26 H

596 11996
H

1324

H 275
l121,63
153,58
/

Gambar 10. Pergeseran kimia 'H NMR dan ">C NMR dari (+)-tetrandrine 71.
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2,5.8. Alkaloida Aporfin

Apoifin merupakan kelompok terbesar dari alkaloida isokuinolin
dinyatakan dalam struktur dasar seperti pada Gambar 11. Alkaloida ini
tersebar dalam beberapa familia seperti Annonaceae, Lauraceae,
Berberidaceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae,

Monimiaceae, Papaveraceae dan Rhamnaceae?’,

Gambar 11. Struktur dan penomoran kerangka aporfin

Struktur alkaloida ini yang paling banyak dijumpai adalah struktur
dengan pola oksigenasi. Posisi C-1 dan C-2 selalu teroksigenasi, baik
dengan gugus hidroksi, metilendioksi atau metoksi. Dalam beberapa kasus
satu gugus fungsi hidroksi atau metil terletak pada C-7, sebagai contoh
pachyconfin, guattouregin, dan melosmin.

Pada proton NMR daerah untuk proton-proton gugus metoksi ada
pada pergeseran kimia: 3,4-3,8 ppm dan proton aromatic ada pada
pergeseran kimia 6,5-8,2 ppm. Proton-proton dari gugus metoksi yang paling
tak temerisai (deshielded) adalah metoksi yang terikat pada C-2, C-9, dan C-

10 yaitu pada pergeseran kimia 3,8-3,9 ppm dan gugus metoksi yang paling
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terperisai (shielded) adalah metoksi pada C-1 yaitu- 3,4-3,7 ppm. Gugus

metoksi C-11 muncul pada daerah § 3,6-3,8. Pergeseran kimia dari sinyal
metoksi dalam posisi C-1 dan C-11 -muncul pada medan tinggi disebabkan
sifat anisotropik-dari cincin benzena, di mana gugus metoksi terhalang secara
sterik. Proton-roton metoksi didorong ke luar dari bidang aromatik, yang
merupakan area yang terperisai (shielded). Cincin A dan D saling
berhadapan, menyebabkan proton-proton dari gugus metoksi dapat menata
dirinya pada bagian atas cincin tetangga, yang terperisai, memberikan suatu
pergeseran kimia iebih ke arah medan tinggi (upfield). Contoh pergeseran
kimia dari proton nomuciferine 72, dan stephanine 73 dapat dilihat pada

Gambar 10% 4,

72 73 _
Proton aromatik yang paling downfield adalah H-11 yaitu antara & 7,5-
8,2, tergantung pada gugus tetangganya pada-C-10. Adanya suatu gugus
pada C-10 akan menyebabkan H-11 terperisai. Proton pada C-3 paling
terperisai dan muncul dalam bentuk singlet pada & 6,5-6,6. Adanya proton-

proton yang lain muncul pada & 6,7-7,4. Adanya gugus metoksi pada C-11
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menyebabkan proton-proton pada C-8 dan C-9 mempunyai perbedaan

pegeseran kimia yang signifikan, namun jika gugus hidroksi ada pada C-11
pergeseran kimia proton-proton pada C-8 dan C-11 seakan-akan saling
tumpang tindih dan tidak ada kopling yang teramati®’.

Adanya gugus N-metil dalam aporfin muncul sekitar & 2,5 dalam
CDCl;. Gugus metilen dioksid, jika ada pada posisi C-9, C-10, muncul
sebagai singlet pada & 5,90, tetapi jika pada C-1, C-2, sistem bifenil yang
berpilin (twisted) menginduksi medan magnit yang tidak sama antara proton-
proton metilen, sehingga muncul sebagai doblet (J = 1,5 Hz) sekitar 5,9 dan
6,1 ppm.

Pada umumnya, karbon-karbon s:.p3 tak tersubstitusi datam spektrum
3C NMR beresonansi pada & 105-115. Karbon pada posisi C-4, dan C-7
berturut-turut muncul pada 6 28-30 dan 34-38. Pergeseran kimia C-5 dan C-
6a yang bertetangga dengan atom nitrogen berturut-turut muncul pada & 53-
62. Karbon C-1 dan C-2 dapat tersubstitusi dengan gugus metoksi, hidroksi
atau metilendioksi. Pergeseran kimia dari gugus metoksi muncul pada d 5,0-
60,0 ppm. C-1 dan C-2 tersubstitusi beresonansi lebih downfield pada &
140,0-150,0. Substitusi pada karbon N-metil dan metilendioksi muncul pada &
- 41,0440 dan 100,0-101,0. Pergeseran kimia BC.NMR dari isccorydine 74

dan glaucine 75 dapat dilihat pada Gambar 12%.
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HyCO 110

75 76

Gambar 12. Pergeseran kimia '>*C NMR dari isocorydin 75 dan glaucin 76.

Dasar fragmentasi dari spektrum massa aporfin terjadi oleh eliminasi satu
atom hidrogen pada C-6a. Puncak [M-1]" selalu memberikan puncak dasar
dari molekul. Puncak-puncak tambahan pada [M-15]" dan [M-31]" terutama
disebabkan kehilanganan gugus metil atau metoksi dari satu substituen

metoksi. Jika ada substituen hidroksil dalam cincin D, satu puncak [M-17]"

“akan muncul. Aporfin dengan gugus fungsi N-metil atau NH akan

memperlihatkan satu puncak pada [M-43} dan [M-29]", disebabkan hilangnya
gugus metilen imina via mekanisme retro Diels-Alder. lon-ion yang terbentuk
mengeliminasi gugus metoksi atau metil yang memberikan puncak
fragmentasi pada [M-74]°, [M-58])°, [M-80]" dan [M-44]’. Skema pola

fragmentasi dari aporfin diperlihatkan pada Gambar 13.
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HyCO

HaCO: )
- 13
NR +
H,Co . = NR

HyCO
-H

R=H atau CHs \ 1)

HyCO. CH,
H,CO
H;CO .
. + CH,NR
NI
H,CO Z"
e R = H [M-29"
. R = CH; [M-43]"
CHs
[M-15)*
OH atau CH,

C
M-171" [M-31]" H.CO O
+
H,CO.
NR
() /

/NR

Gambar 13. Prinsip fragmentasi massa aporfin
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2.5.7. Alkaloida Oksoaporfin®®

Oksoaporfin menampitkan keadaan teroksidasi yang tertinggi dari kerangka
aporfin. Tersebar luas paling tidak dalam sembilan familia tumbuhan dan
biasanya muncul mengikuti alkaloid aporfin. Sistem penomoran sama seperti
apofin. Biasanya berwarna seperti merah, jingga dan kuning karena tingkat

aromatisitasnya yang tinggi.

Alkaloida oksoaporfin yang pertama diisolasi adalah liiodenin 77, suatu
kandungan berwarna kuning ferang dari heariwood tanaman tulip
{(Magnoliaceae). Contoh lain tipe alkaloida oksoaporfin yaitu atherolin 78,

oksokrebanin 79, dan oksofoebin 80.

77 78 79 80
Dalam spektrum 'H NMR, pergeseran kimia dari gugus metoksi yang

terikat pada C-1 muncul sekitar & 3,5 sementara itu gugus metoksi pada
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posisi C-2, C-9 dan C-10 beresonansi sekitar & 3,8. Pergeseran kimia dari

gugus metoksi pada posisi C-11 ada sekitar & 3,7. Pergeseran yang relatif
lebih upfield teramati pada posisi C-1 dan C-11 disebabkan karakter
- anisotropik cincin benzena. Dalam oksoaporfin, H4 dan H-5 akan
memberikan satu ciri doblet sistem AB pada sekitar 8 7,6 dan 8,7 dengan
kopling konstan kira-kira 5,4 Hz. Kecilnya nilai kopling konstan ini disebabkan
oleh atom nitrogen tetangga yang elektronegatif. Gugus metilendioksi
memberikan puncak singlet sekitar & 6,0 karena hadirnya tetangga karbonil
C-7 yang memberikan suatu efek indukiif. Proton-proton- C-3 muncul pada
medan yang lebih tinggi daripada hidrogen aromatik dan proton C-11
biasanya paling deshielded.

Dalam spektrum **C NMR, karbon-karbon sp® dengan satu hidrogen
akan muncul pada & 105-114 sementra itu karbon-karbon sp? pada posisi 1a,
1b, 7a, dan 11a beresconansi pada & 119-133. Gugus karbonil pada C-7
biasanya muncul pada & 180-182. Metilendioksi biasanya muncul pada d
100-102. Pergeseran kimia gugus metoksi diperilihatkan pada & 55-62.

Spektrum ultraviolet oksoaporfin biasanya diukur dalam etanol atau
metanol. Namun, dapat juga dalam sikloheksana atau dalam asam sulfat
pekat. Suatu turunan 1,2 metilendioksi memberikan kenaikan ke arah
pergeseran batokromik dalam daerah 235-250 nm. Pada pengasaman
cksoaporfin memperlihatkan pergeseran batokromik atau spekitrum bergeser
ke arah panjang gelombang dengan puncék-bergelombang antara 325 dan

4860 nm.
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2.6. Kanker dan Penyebabnya

Kanker adalah suatu penyakit sel dengan ciri gangguan atau kegagalan
mekanisme pengatur multiplikasi dan fungsi homeostatis lainnya pada
organisme multiseluler. Sifat umum dari kanker adalah sebagai berikut: (1)
pertumbuhan berlebihan umumnya berbentuk tumor; (2) gangguan
diferensiasi dari sel dan jaringan sehingga mirip jaringan mudigah; (3) bersifat
invasif, mampu tumbuh di jaringan sekitamya (perbedaan pokok dengan
jaringan normmal); (4) bersifat metastatik, menyebar ke tempat lain dan
menyebabkan pertumbuhan baru; (5) memiliki heriditas bawaan (acquired
heredity) yaitu turunan sel kanker juga dapat menimbulkan karker; dan (6)
pergeseran metabolisme ke arah pembentukan makromolekul dari
nukleosida dan asam amino serta peningkatan katabolisme karbohidrat untuk
energi sel®.

Sel kanker mengganggu tuan rumah karena menyebabkan (1) desakan
akibat pertumbuhan tumor; (2) penghancuran jaringan tempat tumor
berkembang atau bermetastasis; dan (3) gangguan sistemik lain akibat
sekunder dari pertumbuhan sel kanker®.

Sel tubuh vyang mengalami keganasan ini disebabkan mutasi
protoonkogen, mutasi dapat terjadi karena karsinogen dan gangguan pada
perbaikan sel. Apabila kerusakan gen tidak dapat diperbaiki, maka akan
terbentuk mutan. Mutan merupakan gen yang mengalami perubahan urutan
basa nukleotida karena penambahan, pengurangan atau perpindahan basa

nukleotida dalam jumiah kecil maupun besar. Karsinogen yang mendorong
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peningkatan insiden kanker adalah bahan kimia, virus onkogenik, radiasi dan

lainnya. Bahan kimia yang dapat menyebabkan kanker antara lain polyvinil
kiorida {PVC), polychlorinated biphenyl (PCB) dan poliaromatis hidrokarbon
(PAH). Virus yang dihubungkan dengan terjadinya kanker antara lain virus
hepatitis B dan C serta virus human papiloma pada kanker serviks. Radiasi
uitra violet, sinar X, dan radionuklida telah terbukti bertanggung jawab
terhadap beberapa kanker pada manusia seperti- kanker kulit: dan

leukemia®5%%,

2.6.1. Antikanker dan Mekanisme Kerjanya

Jenis pengobatan kanker yang digunakan pada dasamya sama yaitu
dengan pembedahan (operasi), penyinaran (radioterapi), pengobatan dengan
hormon, obat-obat pembunuh sel kanker/sitostatika (kemoterapi) dan
tumbuhan obat® .

Beberapa bahan kimia baik sintesis maupun bahan alam yang sudah
diketahui struktumya untuk pengobatan kanker (antikanker) telah dilakukan
dan hasilnya menunjukkan adanya perbaikan DNA untuk kasus stadium awal
atau bahkan tingkat lanjut. Kerja antikanker dapat dibedakan menjadi
beberapa mekanisme vyaitu: interkalator DNA, senyawa pengalkilasi,
pemutusan DNA rantai ganda, depolimérisasi mikrotubulus, antimetabolit,
dan pengikatan m-RNA. Untuk yang terakhir ini masih bersifat teoriti's dan

belum ditemukan senyawa antikankernya®®.
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2.6.1.1. Interkalator DNA

Senyawa kimia sebagai interkalator dapat menyisipkan ke pasangan basa
dalam DNA rantai ganda sehingga mencegah replikasi DNA akibatnya tidak
terjadi sintesis protein. Obat-obat yang beraksi seperti ini bermanfaat sebagai
zat-zat antibakteri dan antitumor. Senyawa antikanker pada mekanisme inj
- harus planar (aromatis dan heteroaromatis), mempunyai dimensi yang tepat
dan hidrofobik sehingga dapat berinteraksi dengan pasangan basa di atas
dan di bawahnya dalam DNA. Sistem trisiklis sangat sesuai untuk disisipkan
dan berinteraksi dengan asam nukleat melalui interaksi Van der Waals.
Sebagai contoh proflavin 81, suatu zat antibakteri, yang mengandung gugus
amino kation yang akan membentuk ikatan ionik dengan gugus fosfat dari
DNA (Gambar 14). Beberapa senyawa kimia menyisip ke DNA rantai ganda

melalui sisi minor {minor groove) dan sisi mayor (major groove).

Sugar phoszhate

§ v.aW. interactions  : jonic boncing

Gambar 14. Interkalator proflavin dengan DNA 65_

2.6.1.2. Senyawa Pengalkilasi
Senyawa pengalkilasi mempunyai gugus elekirofilik (misalnya alkil

halida) yang dapat bereaksi dengan nukleofilik pada basa DNA rantai ganda
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(nukleofil pada guanin) dan terjadi reaksi substitusi nukleofilik, yaitu nukieofil
dari guanin menggantikan ion halida dan membentuk ikatan kovalen. Apabila
senyawa antikanker mempunyai 2 gugus elektrofilik, maka dapat terjadi
reaksi dua kali menghasitkan ikatan silang (cross-lingking) dengan satu sisi
rantai (infrastand) atau antar rantai (inferstand) seperti Gambar 15. Contoh

senyawa pengalkilasi yaitu urasil mustard 82, melfalan 83, dan Kklorambusil

Cl Cl\/\ ‘Q_C R

F’J N\ &
N R = CH{MHzCOOH 83
82 R = CH;COOH 84

Nu
Intra-sirand lnlot-slra.nd
cross-bnking crosa-linking

Gambar 15. lkatan silang senyawa pengatkilasi dengan DNA®®

84.

2.6.1.3. Pemutusan DNA Rantai Ganda

Beberapa antikanker mempunyai mekanisme kerja memutus rantai
DNA. Apabila yang putus satu rantai maka akan terjadi "nicked DNA” dan
dua rantai maka terjadi DNA linear. Terputusnya DNA secara terus menerus

akan menghambat replikasi DNA dan sintesis protein. Sebagai contoh
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senyawa antikanker dengan kerja memutus rantai DNA ganda adalah

calicheamicin y,' 85.

2.6.1.4. Pengikatan m-RNA

Studi lebih lanjut mengenai sintesis antikanker melalui pengikatan m-
RNA sedang dirancang dan disebut terapi antisense. Secara logika
oligonukleotida dapat mengikat secara komplementer dengan m-RNA melaiui
pasangan basa. Dengan adanya pengikatan ini, maka m-RNA tidak dapat
mengkode dan menghambat sintesis protein. Terapi antisense dapat

digambarkan sebagai berikut:

Anlisonsa
melacula

Gambar 16. Model terapi antisense™
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2.6.1.5. Depolimerisasi Mikrotubulus

Pada umumnya protein-protein struktural adalah target obat yang tidak
penting, kecuali suatu protein yang disebut tubulin yang dapat berpolimerisasi
menjadi mikrotubulus {Gambar 17). Mikrotubulus mempunyai bemacam-
macam fungst dalam sel dan penting untuk integritas struktural serta
mobilitas sel. Mikrotubulus juga penting unfuk proses pembelahan sel. Ketika
sebuah sel akan membelah, mikrotubulus mengalami depolimerisasi menjadi
unit-unit monomer tubulin. Selanjutnya monomer-monomer tubulin ini
mengalami polimerisasi kembali untuk membentuk sebuah struktur spindle

yang memaksa dua sel anak berpisah dan mentransfer kromosom ke setiap .

sel-sel anak.
DQ @ Q A
Q Polymerization
Q Q ———
Q Depolymerization
Q @ )
Q
Tubulin — Microtubule

Gambar 17. Tubulin dan mikrotubulus®®
Obat-obat yang mendepolimerisasi mikrotubulus dapat berguna untuk
pengobatan artritis dengan mengurangi mobilitas dari sel-sel inflamatori yang
disebut neutrofil, jadi menghalanginya masuk ke dalam persendian.
Obat-obat yarig menghambat depolimerisasi atau repolimerisasi dari
mikrotubulus akan menghambat pembelahan sel dan sangat berguna untuk

pengobatan penyakit kanker. Vincristin adalah suatu obat antikanker yang
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menghambat polimerisasi, sementara itu taxol menghambat depolarisasi

- (Gambar 18).

Vinblastine (R=CH.)
Vinicristine (R=CHO) -

2.6.1.6. Antimetabolit®®

Antipurin dan antipirimidin mengambil tempat purin dan pirimidin dalam
pembentukan nukleosida, sehingga mengganggu berbagai reaksi penting
dalam tubuh. Penggunaan sebagai obat kanker didasarkan atas kenyataan
bahwa metabolisme purin dan pirimidin lebih tinggi pada sel kanker dari sel
normal.

Antagonis pirimidin, misalnya 5-flucrourasil, dalam tubuh diubah
menjadi 5-fluoro-2-deoksiuridin-5'-monofosfat (FAUMP) yang menghambat
timidilat sintetase dengan akibat hambatan sintesis DNA. Fluorourasil juga
diubah menjadi fluorouridin monofosfat (FUMP) yang langsung mengganggu

sintesis RNA.
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Antagonis purin, misalnya merkaptopurin merupakan antagonis
kompetitif dari enzim yang menggunakan purin sebagai substrat. Suatu
altemnatif lain dari mekanisme kerjanya adalah pembentukan 6-metil
merkaptopurin  (MMPR) yang menghambat biosintesis purin, akibatnya
sintesis RNA, CoA, ATP dan DNA dihambat.

Antagonis folat, misalnya metotreksat yang menghambat dihidrofolat
reduktase dengan kuat dan berlangsung lama. Antagonis folat membasmi
sel dalam fase S yaitu fase yang merupakan saat terjadinya replikasi DNA,

terutama pada pertumbuhan yang pesat.

2.7. Malaria®»8®

Malaria adalah penyakit infeksi dengan demam berkala yang disebabkan
oleh suatu parasit bersel tunggal (profozoa) dan ditularkan oleh sejenis
nyamuk tertentu (Anopheles). Malaria merupakan salah satu penyakit
endemis penting di Indonesia. Berkat pemberantasan terus menerus. oleh
Komando Pemberantasan Malaria (KOPEM) terhadap nyamuk dan tempat-

terhpat pembenihannya, maka dewasa ini sudah banyak berkurang.

2.7.1. Jenis Penyakit Malaria

Secara klinis dikenal tiga macam penyakit malaria yang disebabkan oleh
beberapa jenis protozoa keturunan Plasmodium.

1. Malaria tropika, disebabkan oleh Plasmodium faiciparum, adalah

malaria yang paling berbahaya; dapat mematikan dalam beberapa hari
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karena banyaknya eritrosit rusak yang menutup kapiler-kapiler otak.

Gejala dari malaria ini adalah serangan demam yang tidak menentu,
kadang-kadang terus menerus, dapat pula berkala tiga hari sekali.
Tidak menimbulkan residif (kambuh) seperi bentuk malaria lainnya.

2. Malaria tertiana, disebabkan oleh P. vivax dan ovale, adalah malaria
dengan ciri demam berkala tiga hari sekali dengan puncak setelah 48
jam. Seringkali kambuh kembali karena adanya benfuk ekso-eritrosifer
sekunder.

3. Malaria kuartana, disebabkan oleh P. malanae, adalah malaria
dengan ciri demam berkala empat hari sekali, dengan puncak demam
setiap 72 jam. Residif juga sering terjadi karena bentuk ekso-eritrositer

sekunder.

2.7.2. Siklus hidup parasit

Pada :garis besarnya jenis-jenis Plasmodium memiliki siklus hidup yang
sama, yaitu sebagian dalam tubuh manusia (siklus aseksual) dan sebagian
dalam tubuh Anopheles (siklus. seksual).

Siklus aseksual dibagi dalam dua bagian, yaitu:

a. Siklus hati. Penularan terjadi bila nyamuk betina yang telah terinfeksi
parasit menggigit manusia dan menyuntikkan sporozoit ke dalam
darah. Parasit masuk ke dalam hati, tumbuh dan mengalami
pembelahan menghasikkan skizon. Enamsampai sembilan hari

kemudian skizon-skizon menjadi masak dan melepaskan diri sebagai
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beribu-ribu merozoit. Fase pertama dalam hati ini disebut bentuk ekso

entrositer primer.

b. Siklus darah atau siklus eritrosit. Merozoit-merozoit sebagian
memasuki sel-sel darah merah, dan berkembang menjadi trofozoit.
Sebagian lainnya memasuki jaringan-jaringan lain, seperti limfa atau
tinggal di hati dan disebut sebagai bentuk ekso eritrositer sekunder. Di
dalam eritrosit juga terjadi pembelahan aseksual (skizogoni), dalam
waktiu 48 atau 72 jam sel-sel darah merah pecah dan merozoit yang
dilepaskan bisa memasuki ertrosit eritrosit lain dan siklus dimulai
kembali. Setiap saat sela darah pecah, penderita merasa kedinginan
dan demam, disebabkan merozoit dan protein-protein asing yang
dilepaskan. |

Siklus seksual. Setelah mengalami beberapa siklus sejumlah merozoit
berubah menjadi bentuk-bentuk seksual betina dan jantan. Gametosit-
gametosit ini tidak berkembang lagi dan akan mati bila tidak dihisap oleh
anopheles betina. Di dalam lambung anopheles terjadi pembuahan dan
dalam waktu tiga minggu menghasilkan banyak sporozoit kecil yang masuk
ke dalam kelenjar ludah nyamuk. Akhirnya bila nyamuk menggigit manusia,

lengkaplah siklus hidup parasit.
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2.7.3. Pengelompokan Antimalaria.

Berdasarkan kenanya pada tahapan perkembangan plasmodium,
antimalaria dibedakan atas skizontosid jaringan dan darah; gametositosid
dan sporontosid.

Skizontosid jaringan bekerja pada skizon yang baru memasuki jaringan
hati, dengan demikian infeksi eritrosit dapat dicegah dan transmisi lebih lanjut
dihambat. Contoh obat untuk tujuan ini adalah pirimetamin dan primakuin.

Skizontosid darah bekeria terhadap merozoit di entrosit (fase eritrosit),
dengan demikian tidak terbentuk skizon baru dan tidak terjadi penghancuran
eritrosit yang menimbulkan gejala klinik. Contoh golongan obat ini adalah
klorokuin, kuinin, dan meflokuin.

Gametositosid membunuh gametosit yang berada dalam eritrosit
sehingga transmisinya ke nyamuk dihambat. Kilorokuin dan kuinin
memperiihatkan efek gametosidal pada P. vivax dan P. malariae, sedangkan
gametosid P. falciparum dapat dibunuh oleh primakuin.

Sporontosid menghambat perkembangan gametosid.

2.8. Uji Toksisitas dengan Mptode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT)*68
Brine Shrimp Lethality Test merupakan salah satu metode uji toksisitas
yang banyak digunakan dalam penelusuran senyawa bioaktif yang bersifat
toksik dari bahan alam. Hewan uji yang digunakan dalam metode ini adalah

larva udang Arfemia salina Leach. Metode ini dapat digunakan sebagai
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bicassay-guide fractionation dari bahan alam karena mudah, cepat, murah

dan cukup reproducible. Beberapa senyawa bioakiif yang telah berhasil
diisolasi dan dimonitor aktivitasnya dengan metode ini menunjukkan adanya
korelasi terhadap uji spesifik antikanker.

Penggunaan BSLT sebagai bioassay pertama kali dilaporkan oleh Tarpley
untuk menentukan keberadaan residu insektisida, menentukan senyawa
anestetik, serta menentukan tingkat toksisitas air laut. Selanjutnya Meyer
dkk., menggunakan metode ini dalam penapisan senyawa-senyawa aktif
yang terdapat dalam ekstrak tanaman yang ditunjukkan sebagai toksisitas
terhadap larva Artemia salina Leach. Toksisitas ditentukan dengan melihat
harga LCsp yang dihitung berdasarkan analisis probit. Ekstrak ditentukan
dengan melihat LCsgnya lebih kecil atau sama dengan 1000 ug/mi (LCsp <
1000 pg/ml). Suatu bahan uji dikatakan toksik terhadap larva udang bila

mempunyai LCsq lebih kecil dari 1000 pg/ml.

2.9. Uji Sitotoksistas In Vitro Pada Sel Murine Leukemia P-388%.
Aktivitas sitotoksik merupakan kemampuan suatu zat untuk meracuni atau
merusak sel hidup. Pengujian sitotoksisitas secara in vifro ini merupakan
langkah awal penapisan zat-zat antikanker.

Banyak bioassay telah digunakan untuk menapis senyawa-senyawa untuk
antitumnor dalam ekstrak dan hasil fraksinasi. Beberapa terbukti terlalu sensitif
(Walker carcinoma 256), menghasilkan terlalu banyak positif palsu, dan yang

lainnya tidak cukup sensitif (Leukemia tikus L-1210). Akhir-akhir ini, P-388
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murine leukemia (untuk pengujian in vitro dan in vivo} lebih disukai dalam hal

sensitivitas dan prediktivitas, sementara pengujian in vivo lebih dahulu
meliputi tumor-tumor tikus tambahan (Lewis lung carcinoma, colon 38, dan
CD8fl mammary). Prapenapisan in vitro untuk sitotoksisitas, seperti
penggunaan 9KB human nasopharynx carcinoma atau P-388 murine
leukemia (9PS), telah digunakan untuk mempemmudah fraksinasi, tetapi tidak
membedakan sitotoksisitas dari aktivitas antitumor. Suatu assay bioautografik
menggunakan sel-sel leukemia murine P-388 telah dikembangkan untuk
mendeteksi senyawa-senyawa antitumor dari sumber alami. Untuk menguji
sensitifitas assay, 18 obat-obat kanker kemoterapeutika dan produk alami
telah diuji. Semua toksisitas terdeteksi pada 0,01 pg atau 1,0 pg dengan sel
P-388, sedangkan pengagunaan sel human HT-29 colon carcinoma hanya 11

dari 18 terdeteksi pada 10 pg.

2.10. Uji Aktivitas Antimalaria®-*

Malaria adalah penyakit parasitik yang mempengaruhi 200-300 juta
manusia di wilayah tropis dan subtropis serta mengancam kehidupan hampir
figa juta manusia setiap tahunnya. Munculnya resistensi Plasmodium
falciparum terhadap obat antimalaria sejak tahun 1960 tetah meningkatkan
problematik pengobatan malaria, dan nampaknya peperangan melawan
malaria belum berhasil. Sejak ditemukannya kinin dari tanaman Cinchona

dan terakhir penemuan artemisinin dari Arfemisia annua L (Asieraceae),
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maka antisipasi untuk obat-cbat baru dari tumbuhan tropis lainnya terus

berkembang.

Pengujian antimalaria secara in vifro baru belakangan ini dilakukan.
Sebelumnya yaitu tahun 1947, sebanyak 600 tumbuhan dari 126 familia
diekstrasi, dan diuji aktivitasnya secara in vitro terhadap malaria burung.
Spesies darni lebih 30 genera dijumpai mempunyai aktivitas, tefapi untuk
malaria pada manusia tidak dapat dibuktikan. Pengkulturan parasit malaria
pada manusia Plasmodium falciparum secara in vitro yang dilakukan secara
kontinyu, memberikan kemajuan yang sangat berarti dalam pencarian suatu
teknik untuk penilaian aktivitas secara kuantitatif. Modifikasi teknik ini
mengandalkan pengukuran kemampuan untuk menghambat penggabungan
*H-hypoxanthine ke dalam plasmodia. Protokol untuk menentukan aktivitas
anti-Plasmodium falciparum secara in vivo dan aktivitas anti-Plasmodium
berghei secara in vivo dalam ftikus telah dituliskan. Penting untuk dicatat
bahwa aktivitas antimalaria tidak paralel dengan sitotoksisitas terhadap sel-
sel KB (human epidermoid carcinoma of mouth). Sebagai contoh, bruceatin
tiga kali lebih aktif daripada brusatol dalam uji antimalaria, tetapi sepuluh kali

lebih toksik terhadap sel KB.
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BAB IH

METODE PENELITIAN

3.1. Metode Penelitian Secara Umum

Serbuk kulit batang tanaman Actinodaphne pruinosa, A.
sphaerocarpa dan daun Cryptocarya ferrea diuji kandungan alkaloidanya
" dengan cara; lebih kurang 10 g serbuk dilembabkan dengan NH.OH 25%
dan direndam dalam CH,Cl, selama 5-10 menit pada suhu 50°C sambil
diaduk-aduk, setelah ifu disaring dengan kertas saring, kemudian filtrat
diuapkan dalam evaporator vakum putar. Residu ditambah 2 mL CH.Cl: dan
2 mL HCI 5%, dikocok dan dibiarkan memisah, kemudian ditambah 1-2 tetes
pereaksi Mayer, adanya alkaloida ditandai dengan kekeruhan sampai
menggumpal berwama putih kekuringan pada lapisan air. Hasil pengujian
memberikan positif 4 (kekeruhan menggumpal) untuk kulit batang tanaman A.
pruinosa, A. sphaerocarpa dan positif 2 (kabut putih kekuningan sedikit
pekat) untuk daun C. ferrea.

Sebelum dilakukan ekstraksi alkaloida, bahan uji dimaserasi dalam
pelarut n-heksana {digunakan untuk A. pruinosa, A. sphaerocarpa) dan
petroleum eter (digunakan untuk C. ferrea), setelah eksfrak n-heksana atau
. petroleum eter dipisahkan, residu {(ampas sisa ekstraksi) dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan. Bahan uji yang telah kering dilembabkan dengan
NH4OH 25%, didiamkan selama lebih kurang 2 jam, setelah itu disoxhletasi

datam CH,Cl; selama lebih kurang 12 jam dilakukan pada kulit batang A.
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pruinosa, sedangkan untuk kulit batang A. sphaerocarpa dan daun C. ferrea

dimaserasi dalam CH.Cl> sampai alkaloida tersari sempuma. Ekstrak CHzCl,
dikumpulkan dan diuapkan sampai kering (ekstrak dari kulit A. pruinosa dan
A. sphaerocarpa) atau kental (ekstrak dari daun C. ferrea), kemudian
ditimbang (untuk alkaloida dari kulit batang A. pruinosa dan daun C. ferrea
ekstraksi dilakukan hanya sampai proses ini).

Untuk mendapatkan alkaloida yang lebih mumni, maka ekstrak kering
atau kental dilarutkan dalam CH.Cl; dan dikocok dengan HCl 5% dalam
corong pisah, lapisan air diambil dan dibasakan dengan NH4OH 25% (pH
11), kemudian dikocok kembali dengan CH;Cl,, proses ini dilakukan berulang
kali sampai tidak memberikan reaksi positif dengan Mayer. Lapisan CH;Cl,
dikumpuikan dan dicuci dengan larutan NaCl jenuh atau NH,Cl jenuh,
dilanjutkan dengan air suling, untuk menghilangkan air ditambahkan Na,SO,
anhidrat, disaring dan filtrat dikeringkan dalam evaporator vakum putar,
ekstrak kering yang diperoleh ditimbang. Ekstrak kemudian diuji dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) untuk rnengetéhui secara kasar berapa banyak
alkaioida yang terkandung dalam ekstrak dan untuk mencar sistem pelarut
yang baik untuk pemisahan alkaloida dengan kromatigrafi kolom (KK).
Penampak noda untuk alkaloida digunakan pereaksi Dragendotf yang akan
memberikan warna kuning jingga sampai kecoklatan bila bereaksi dengan
alkaloida. Kromatografi kolom dilakukan secara berulang, dan untuk
mendapatkan senyawa mumi dilakukan kromatografi lapis tipis preparatif

(KLTP). Pada kromatografi kolom digunakan sistem pelarut campuran CHxCl;
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dan metanol dilakukan secara gradien atau isokratik, CH>Cl; yang digunakan

dijenuhkan dahulu dengan ammoniak, begitu pula KLT atau KLTP chamber
dijenuhkan dengan uap ammonija. Struktur molekul isolat murni ditentukan
dengan spektra UV, IR, NMR dan massa. Uji toksisitas terhadap larva udang
Artemia salina dan aktivitas sitotoksik terhadap sel murine leukemia P-388
serta uji antiplasmodium dilakukan pada eksirak alkaloida kulit batang A.
sphaerocarpa dan A. pruinosa. Uji aklivitas sitotoksik terhadap sel murine
leukemia P-388 dilanjutkan pada senyawa hasil isolasi dari kulit batang A.

pruinosa.

3.2, Persiapan Sampel
Kulit batang A. sphaerocarpa , A. pruinosa dan daun C. ferrea dibuat serbuk

kasar.

3.3. Bahan-bahan yang Digunakan

Kulit batang A. sphaerocarpa (Bl) Nees , A. pruinosa Nees dan daun C.
ferrea Bl, n-heksana, petroleum eter, diklorometana,. kloroform, metanol,
NH4OH 25%, HC! 5%, NaCl, NH,Ci, Na;S0O, anhidrat, es batu, pereaksi
Mayer dan Dragendorf, Silica gel 60 (E Merck 7732), Silika gel 60 (Silicycle,
60-200 ym), plat KLT aluminium dan kaca (E Merck), kapas, pasir laut, celite,
CDCls, etanol 95%, DMSO, medium RPMI 1640, sel murine P388, Fetal
Bovine Serum, larutan dapar fosfat, pereaksi MTT, Plasmodium falciparum

clone FCR/A2 dan 3D7.
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3.4. Alat-alat yang Digunakan

Seperangkat ekstraktor Soxhlet, chamber, evaporator vakum putar, kolom
kromatografi, lampu UV, pipet pasteur, alat dan tabung sentrifus, reader plate
micro, inkubator CQOs», polarimeter Jasco P1010, FTIR Perkin Elmer 1600,
JEOL JNM-FX400, Shimadzu UV-160A, a Mariner LC-Mass Spectrometer,

Automass Multi Thermofinnigan, program komputer Sigma-plot.

3.5. Cara Kerja

3.5.1. Isolasi Alkaloida dari Kulit Batang A. pruinosa Nees.

Kulit batang A. pruinosa dalam bentuk serbuk (2 kg) dimaserasi dalam
n-heksana (40-60°C) sefama 24 jam. Residu kemudian dilembabkan dengan
NHsOH 25% dan dibiarkan selama 2 jam, setelah itu diekstraksi
menggunakan pelarut CH.Cl, dalam alat Soxhlet selama 12 jam. Pelarut
diuapkan dalam evaporator vakum putar (vacuum rofary evaporator).
Selanjutnya terhadap ekstrak kering dilakukan kromatografi kolom pada silika
gel (70-230. mesh) dengan campuran CHzCl, dan CH3OH (sistem gradien).
Pemisahan dengan kromatografi kolom diperoleh 30 fraksi. Skema isolasi

alkaloida dari kulit batang A. pruinosa dapat dilihat pada Gambar 19.
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Serbuk kulit batang A. pruinosa, 2 kg

Dimaserasi dalam n-heksana, 24 jam

Residu Ekstrak n-heksana

Dilembabkan dalam

NH,OH 25%, 2 jam.

Soxhletasi 12 jam

dalam CH,Cl,

Residu Ekstrak CH2Cl
Dikeringkan dalam
evaporator vakum putar
Ekstrak alkaloida kering 43
KK, silika gel,
CH.Cl;;MeCH
Fr19+20 Fr24 + 25 Fr 26 (190 mg)
KLTP, CH:Cl2:MeOH
Gambar. 15 Gambar. 16
3

Keterangan:
KK = kromatografi kolom KLTP. CHC:MeOH
KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif 4 (A7)
Fr = fraksi

Gambar 19. Skema Ekstraksi Alkaloida dari A. pruinosa
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Fraksi 19 +20 (1,2850 g)

KK, silika gel,
CH2Clk;MeQOH
Fr 171-206 (123 g) Fr 144-166 (437 mg)
KLTP, CH,Clx:MeOH KK, silika gel,
CHQ(:'z;MEOH

Fr 9-10 (200 mg)

1 (A-10) 2 (A-11)

Keterangan:

KK = kromatografi kolom
KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif

Fr = fraksi

Gambar 20. Skema isolasi alkaloida dari fraksi 19-20 ekstrak alkaloida A. pruinosa.
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Fraksi 24 + 25 (3 g)

KK, silika gel,
CH>Cl;MeOH
Fr 3243 Fr51-57 Fri4-79 Fr83-129 Fr224-234 Fr397408 Fr431-470
A-1 A-3
| I
KK,-silika gel, KLTP, CH2Cl;MeOH
KLTP, CH:Ch;MeOM CH,Clo:MeOH '

KLTP, CH;Clz;MeOH

A-2

Keterangan:

KK = kromatografi kolom
KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif

Fr = fraksi

Fro1-102

|
KK, silika gel,
CHzClz;MeOH

Fr23-31

KLTP, CH2Cl;MeOH

A-6

A-12

Gambar 21. Skema isolasi alkaloida dari fraksi 24-25 ekstrak alkaloida A. pruinosa.
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3.5.2. Isolasi Alkaloida dari Kulit Batang A. sphaerocarpa (Bl) Nees

Kulit batang kering dalam bentuk serbuk (2,4 kg) dimaserasi dalam petroleum
eter (40-60°C) selama 24 jam. Residu dilembabkan dengan NH,OH 25% dan
dibiarkan selama 2 jam, dilanjutkan dengan maserasi dalam CH,Cl; selama 4
jam dan disaring dengan menggunakan kertas saring. Maserasi diufang
beberapa kali sampai memberikan reaksi negatif dengan pereaksi Mayer.
Filtrat diuapkan dalam evaporator vakum putar sampai diperoleh ekstrak
semisolid (29 g). Ekstrak ini selanjutnya dilarutkan dalam CH.Cl; dan dikocok
dengan larutan HClI 5% dalam corong pisah. Lapisan air diambil dan
dibasakan dengan NHsOH 25% sampai pH 11 dan alkaloid diekstraksi
kembali menggunakan CH,Cl,. Ekstrak CHyCl» dicuci dengan larutan jenuh
NH4Cl dan dilanjutkan dengan air suling, setelah itu dikeringkan dengan
menambahkan Na;S0, anhidrat dan disaring menggunakan kertas saring.
Fittrat kemudian dipekatkan dalam evaporator vakum putar dan diperoleh
ekstrak sebanyak 3 g. Selanjutnya dilakukan kromatografi kolom dengan
campuran pelarut CH;Cl, dan CH3OH (sistem gradien) dan diperoleh 89
fraksi. Skema ekstraksi alkaloida dari kulit batang A. sphaerocarpa dapat
dilihat pada Gambar 22. dan isolasi alkaloida dap’ ekstrak alkaloida kulit

batang A. sphaerocarpa pada Gambar 23.
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Serbuk Kulit batang A. sphaerocarpa, 2,4 kg

Dimaserasi dalam petroleurn eter,
24 jam

Residu

Ekstrak petroleum eter

Dilerbabkan dengan NH,OH 25%, 2 jam.
Maserasi, 4 jam datam CH,Cl,, disaring,
ekstraksi diulang beberapa kali sampai
Mayer negatif

Residu

Ekstrak CH.Cl>

Dipekatkan sampai kental
dalam evaporator vakum

Ekstrak CH;Cl; kental, 43 g

Dilarutkan dalam CH,Cl,

Larutan ekstrak dalam CH2Cl

Dikocok dengan HCI 5%

Lapisan CH2Cl; Lapisan air
Ditambahkan NH4OH 25%,(pH
11} dikocok dalam CH,CL
Lapisan air Lapisan CH,Cl
Dikocok dengan NH,C! jenuh, air,
Keterangan:

KK = kromatografi kolom
KLTP = kromategrafi
iapis tipis preparatif

Fr = fraksi

dikeringkan dengan Na;S0, anhidrat

Ekstrak alkaloida kering, 3 g

Gambar 22. Skema ekstraksi alkaloida dari kulit batang A. sphaerocarpa (Bl) Nees
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Ekstrak alkaloida kering, 3 g

KK, silika gel,
CH,Cl;MeOH
Fr 35-49, 600mg Fr59-77,1,02 g Fr 41
KK, silika gel, KK, silika gel, KK, silika gel,
CHzCl:MeOH CHzCl;MeOH CH,Cl>;MeCH
| | 1 1
Fr78-118 Fr233-392 Fr107-111 Fr91-96 B-1
5 1
90 mg 45 mg B4 4mg 12 15
B-6
KLTP, CHy@k;MeOH KLTH, CH:Cl:;MeOH
8 11
B-3 B-7 A B
B-2 B-5
Keterangan:

KK = kromatografi kolom

KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif
Fy = fraksi

Gambar 23. Isolasi alkaloida dari ekstrak alkaloida kulit batang
A. sphaerocarpa (Bl) Nees.
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3.5.3. Isolasi Alkaloida dari Daun C. ferrea Bl.

Daun kering yang telah diserbuk (2,5 kg) disoxhletasi dalam n-heksana {40-
60°C) selama 24 jam. Residu dilembabkan dengan NH,OH 25% dan
dibiarkan selama 2 jam, dilanjutkan dengan maserasi dalam CH,Cl; selama
24 jam dan disaring dengan menggunakan kertas saring. Filtrat diuapkan

dalam evaporator vakum putar sampai diperoleh ekstrak kental (28,8 g).

Selanjutnya dilakukan kromatografi kolom terhadap ekstrak kental (8 g) tadi
dengan silika gel (70-230 mesh) dan campuran pelarut CH,Ci, dan Metanol
(sistem gradien) sebagai eluen, dari kromatografi kolom ini diperoleh 19
fraksi. Fraksi 15 dan 16 masing-masing dilarutkan dalam CH.Cl; kemudian
ditambahkan HCl 5% dan dikocok di dalam corong pisah. Lapisan air diambil
dan ditambahkan NHOH 25% sampai pH 11, setelah itu dikocok dengan
CH.Cl.. Lapisan CH2Cl, diambil dan dicuci dengan larutan NaCl jenuh dan
air, dikeringkan dengan penambahan Na>SO,4 anhidrat, disaring, kemudian
ekstrak divapkan dalam evaporator vakum putar. Setelah itu dilakukan
kromatografi kolom terhadap masing-masing ekstrak tersebut menggunakan
silika gel (70-230 mesh) dan campuran CH2Cl; dan CH;CH (sistem gradien)
sebagai eluen. Skema ekstraksi alkaloida dari kulit batang C. ferrea dapat
dilihat pada Gambar 24 dan isolasi alkaloida dari ekstrak alkaloid kuiit batang

C. ferrea pada Gambar 25.
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Serbuk daun C. ferrea 2,5 kg

Disoxhletasi dalam n-heksana, 24 jam

Residu Ekstrak n-heksana

Dilembabkan dalam NH,OH 25%, 2 jam.
Maserasi, 24 jam dalam CH,Cl,, disaring.

Ekstrak CH2Cl»

: Residu
iR
fuvﬂ -’“{‘AT\

Dipekatkan dalam vakum
evaporator

Ekstrak alkaloida, 28,9 g

Keterangan:

KK = kromatografi kolom
KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif

Fr = fraksi

Gambar 24. Skema ekstraksi alkaloida dari daun C. ferrea Bl.
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e —
MILIK PERPUSTAKAAN
FMiPa - Ut

Ekstrak CH,Cl, 8 g

KK, silika gel,
CH2Ch:MeOH
] _ 1
Fris Fr16
(1,2339 g) (1,6938 mg)

Larutan ekstrak
dalam CH,Cl,

Dikocok dengan HCI 5%

Ditarutkan dalam CHJCl»

Dilarutkan dalam CH,Cl,

Larutan ekstrak
dalam CH.CI,

Dikocok dengan HCI 5%

[ 1 [ ]
Lapisan Lapisan Lapisan Lapisan
CH.Cl, air CH,Cl, air
Ditambahkan NHsOH 25%, Ditambahkan NH,OH 25%,
dikocok dengan CH2Cl» dikocok dengan CHzCl, .
[ 1 [ 1
Lapisan Lapisan Lapisan Lapisan
air CH:Cl, CH.CI, air

Keterangan;

KK = kromatografi kolom

Dicuci dengan NaCl jenuh,
air, dikeringkan dengan
NazS0, anhidrat, dil_lapkan-

Dicuci dengan NaCl jenuh,
air, dikeringkan dengan
Na>S04 anhidrat, divapkan.

Ekstrak kering, 166 mg

Ekstrak kering, 169 mg

KLTP = kromatografi
lapis tipis preparatif

Fr = fraksi

KLTP, CH:Clz::MeOH

KLTP, CH.Cl:;MeCH

Gambar 25. Isolasi alkaloida dari ekstrak alkaloida daun C. ferrea BI.
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3.5.4. Uji Aktivitas Antimalaria®

Plasmodium falciparum clone FCR3 dipropagasi dalam 24 lubang papan
kultur secara invitro yang mengandung ekstrak dengan konsentrasi yang
berbeda. Setiap senyawa dilarutkan dalam DMSO secara temisah untuk
mendapatkan larutan induk 102 M dan disimpan pada suhu -20° C sampai
digunakan. Pertumbuhan parasit dipantau dengan membuat suatu pulasan
darah setiap hari. Data respon pertumbuhan parasit dan konsentrasi
dianalisa dengan suatu fungsi regresi linear menggunakan program komputer
Sigma-plot 2000 untuk menentukan konsentrasi inhibitor 50% (ICsp). Nilai
ICso adalah konsentrasi dari senyawa yang menyebabkan 50% inhibisi
pertumbuhan relatif dibandingkan dengan kontrol yang tidak diberikan
ekstraksi.
3.5.5. Uji Sitotoksisitas Terhadap Sel Murine Leukimia P-388"°
A. Pembuatan stok sel
Sel dalam medium RPMI 1640 (dengan konsentrasi > 10° sel/mL) dari
labu kultur dimasukkan ke dalam tabung sentrifuse 15 mL dan
disentrifugasi dengan kecepatan 1200-1300 rpm selama 5 menit pada
temperatur kamar. Supernatan dipindahkan dengan pipe_:t Pasteur steril
dan endapan (pellet sel) yang tinggal ditambahkan 1 mL FBS (Fetal
Bovine Serum) dan 100 uyL DMSO, dan dicampur pélan—pelan
(menggunakan pipet Pasteur steril), kemudian dipindahkan ke dalam

tabung 2 mL dan dilekatkan tutupnya dengan parafin. Disimpan dalam
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freezer (-80° C) semalam, dan hari berikutnya dipindahkan ke dalam

tabung Dewar pada — 80° C. Stok sel ini tahan dalam beberapa tahun.

B. Melarutkan sel

Stok sel di atas yang membeku dilarutkan atau dilelehkan di atas
pemanas air pada suhu 37° C. Ke dalam tabung sentrifuse steril 15 mL
dimasukkan 10 mL medium RPMI 1640, ditambahkan larutan sel,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1200-1300 rpm selama §
menit pada temperatur kamar, dan supermatan dikeluarkan menggunakan
pipet Pasteur steril. Selanjuinya, ke dalam labu kultur dimasukkan 9 mL
medium dan pelet sel yang telah diencerkan dengan sedikit medium yang
sama dan disimpan dalam inkubator CO; dengan tutup yang
dilonggarkan. Pertumbuhan sel dapat diamati dengan mikroskop setelah
semalam, sel yang pertumbuhannya baik dapat digunakan untuk uji atau

subkultur lebih [anjut.

C. Subkultur

Ke dalam labu kultur 25 mL dimasukkan masing-masing 9 mL medium
RPMI 1640. Sel yang pertumbuhannya paling baik dari yang diinkubasi
dalam inkubator CO, diseleksi, kemudian dimasukkan ke dalam tiga labu
kuitur masing-masing dengan 1,2 dan 4 tetes larutan sel menggunakan
pipet bengkok steril, kemudian disimpan dalam inkubator CO,. Subkultur

ini dapat dilakukan lagi 2 atau 3 hari.

D. Protokol uji

1. Harni ke-0. Inokulasi sel
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Dalam sel dengan pertumbuhan pada fase logaritma, larutan sel

dibuat sekitar 3 x 10% selimlL, kemudian diinokulasikan dalam plat
mikro 86 lubang dasar rata; dan kultivasi dilakukan dalam inkubator

CO,.

2. Hari ke-1. Penambahan sampel

Sampel (ekstrak) dilarutkan dalam DMSO. Pengenceran sampel
dilakukan menggunakan PBS (Phosphate Buffer Solution). Sampel
dengan konsentrasi yang dikehendaki (20 mg/ml) ditambahkan ke
dalam sel dalam plat mikro, kemudian dikocok dengan mixer plate

micro dan disimpan kembali dalam inkubator CO; selama 48 jam.

3. Hari ke-3. Penambahan reagen MTT dan stop solution

Penambahan reagen MTT [3-(4,5-dimethylthiazo-2-yl-)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] dilakukan setelah 48 jam dari
penambahan sampel, kemudian dikocok dengan mixer plafe micro
selama + 2 menit, disimpan kembali dalam inkubator CO,. Empat jam
kemudian ditambahkan stop solution dan dikocok dehgan baik
sehingga tidak menimbulkan banyak busa yang dapat mengganggu
dalam penglihatan atau pengamatan di bawah mikroskop, disimpan

kembali dalam inkubator CO; selama 24 jam.

4. Hari ke-4. Pengukuran optical density (OD)

Pengukuran optical densify dilakukan dengan reader plate micro

selama 24 jam setelah penambahan stop solution. Dari OD farutan uji
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maka OD larutan blangko dapat ditetapkan. Kemudian data ini

dimasukkan datam program Cricket untuk menghitung nilai 1Cs,.

E. Derajat sitotoksisitas sampel terhadap sel murine leukemia P-388.

Bahan uji dikatakan sangat sitotoksik terhadap sel murine leukemia P-
- 388 jika memperlihatkan aktivitas biologis [Csp < 2 pg/mL, dikatakan
aktif jika nilai ICso 24 pg/mL  untuk senyawa mumi, dan |Csp < 20

pa/mL untuk ekstrak.

3.5.6. Uji Toksisitas Ekstrak Terhadap Larva Artemia salina Leach

(8sLm)™

. Penetasan Telur Larva Ariemia salina Leach

Telur Arfemia salina Leach ditetaskan dalam corong pisah yang berisi
air garam yang sudah disaring sebanyak 1000,0 mlL. Penetasan
dilakukan dengan bantuan pencahayaan lampu 10 watt dan aerator
agar medium pemeliharaan larva kaya akan oksigen sehingga telur
menetas sempurma menjadi larva dalam wakiu 24 jam, kemudian
dipisahkan antara larva yang hidup dengan yang mati, falu larva yang
hidup dibiarkan dalam corong pisah dalam 24 jam sehingga larva
Artemia salina Leach yang dipakai untuk percobaan adalah yang

berumur 48 jam (instar II).

B. Persiapan Larutan Induk Ekstrak (10.000 ppm)
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Ekstrak ditimbang sebanyak 250,0 mg, kemudian dilarutkan dalam 25

mL etanol 95% dengan bantuan alat Ulfrasonic Bath sampai teriarut
sempurna dan tidak mengendap.

. Pembuatan Larutan Seri Ekstrak

Larutan seri ekstrak dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm, 400 ppm,
200 ppm, 100 ppm, dan 50 ppm. Setiap konsentrasi dibuat 3x (friplo).

. Pelaksanaan Uji Sitotoksisitas Ekstrak Dengan Konsentrasi 1000 ppm,
400 ppm, 200 ppm, 100 ppm dan 50 ppm.

Semua larutan seri yang telah dibuat didiamkan selama 24 jam,
kemudian di dalam setiap vial yang berisi larutan uji ditambahkan pL
dimetil sulfoksida (DMSO) 1 % dan sedikit air garam pH 8-8,5, lalu
didispersikan dengan bantuan Ulfrasonic Bath. Setelah itu ke dalam
setiap larutan uji dimasukkn larva sebanyak 20 ekor dan ditambahkan
air garam pH 8-8,5 sampai 10 mL. pengamatan dilakukan setelah 24
jam, jumiah larva yang mati dan yang hidup diamati dengan metode
visual menggunakan pipet fetes serta dengan bantuan penerangan
lampu.

. L‘lji Sitotoksisitas Larutan Blanko (pelarut DMSO 1 % dan etanol 95 %)

dilakukan dengan cara yang sama seperti pada larutan sampel.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Gambaran Umum

Hasil ekstraksi alkaloida dari 2,0 kg kulit batang Actinodaphne
pruinosa Ness diperoleh 43,0 g ekstrak alkaloida dan hasil isolasinya
didapatkan delapan senyawa alkaloida golongan aporfin, A-1, A-2, A-3, A4,
A-5, A6, A7, A-8 dan empat senyawa alkaloida golongan
bisbensilisokuinolin .(BBIK), A-9, A-10, A-11, A-12. Senyawa A-1, A-2, A-3,
A-4 dan A-9 merupakan senyawa banu. Hasil ekstraksi alkaloida dari 2,4 kg
kulit batang Actinodaphne sphaerocarpa (Bl) Nees didapatkan 29,0 g ekstrak
alkaloida dan hasil isolasinya diperoleh 7 senyawa alkaloida golongan
aporfin, B-1, B-2, B-3, B-4, B-5, B-6 dan B-7. Sedangkan hasil ekstraksi
alkaloida dari 2,5 kg daun Crypfocarya ferrea Bl diperoleh 28,8 g ekstrak
alkaloida dan hasil isolasinya didapatkan 2 senyawa alkaloida golongan
aporfin, C-1, dan oksoaporfin, C-2. Senyawa-senyawa hasil isolasi dari ketiga
tumbuhan tersebut dirangkum dalam Tabel 3.

Tabel 3. Hasil isolasi senyawa alkaloida dari A. pruinosa Nees, A.
sphaerocarpa (Bl) Nees dan C. ferrea Bl.

Nama tanaman Jumlah senyawa Kode senyawa
A. pruinosa Nees - 12 A-1, A-2, A3, A4, A-5, A6, A-T, A-8, A-
. 9, A-10, A-11, dan A-12
A, sphaerocarpa (Bl 7 81, B-2, B-3, B4, B-5, B-6, dan B-7
Nees '
C. ferrea BI 2 - C-1 dan C-2
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4.2 Senyawa A-1

Senyawa A-1 berbentuk amorf berwarna kehitaman dengan rotasi optik [a]o?:
+120° (MeOH, c = 0.00015). Hasil analisis spektroskopi UV, FTIR, HRESIMS,
H NMR dan *C NMR dari senyawa A-1 dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Data spektroskopi senyawa A-1

Spektroskopi Spekbum
UV (nm), metanol 309,0
HRESI” [M+H] (m/2) 372,1797 (caled. 372,1811) (Lampiran 1)
FTIR (cm ), KBr 3180, 3014, 2934, 2360, 1594, 755 (Lampiran 1)

"H 8 (ppm), CDCh 1,22 (3H, d); 2,38 (1TH, dd); 2,56 (1H, &; 2,67 (1H, m); 2,71 (1H, m),

2,90 (1H, ddy; 3,08 (2H, m); 3,30 (1H, dd); 3,65 (3H, s); 3,89 (1H,
m); 3,92 (3H, s); 6,79 (1H, s); 6,85 (1H, d); 6,85 (1H, d) (Lampiran
2)

"C 8. (ppm), CDCly 20,8; 29.1; 36,7; 52.4; 56,4; 61,9; 62 ,4; 65,1; 11‘].3; 14,7, 119,5;
_ _ 119,6; 125,0; 129,2; 129,9; 131.2; 140,6; 143,6; 147,6; 1492
(Lampiran 2) '

Spektrum 'H NMR dari senyawa A-1 (Lampiran 2) memperiihatkan
profil kerangka alkaloida aporfin dengan proton-proton aromatk yaitu dua
proton dengan sistern AB pada pergeseran kimia 6,85 ppm (1H, d, J = 8 Hz)
dan 6,86 ppm (1H, d, J = 8 Hz) serta satu proton pada 6,79 ppm (1H, s). Dua
sinyal pada 3,65 (3H, s} dan 3,92 ppm (3H, s) menunjukkan adanya gugus
metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-proton metilen diperlihatkan
pada pergeseran kimia 2,56 (1H, #); 2,67 (1H, m); 2,71 (1H, _m); 2,90 (1 H, dd)
dan 3,08 ppm (2H,m) serta satu sinyal proton metin pada 3,30 ppm (‘iH, dd).
Adanya dua sinyal dengan sistem AB pada spektrum ini menandakan adanya
dua proton dengan posisi orto dengan kopling konstan 8. Kerangka aporfin
juga diperiihatkan dalam spektrum ®C NMR (Lampiran 2) yaitu pada

pergeseran kimia 29,1; 52,3; 36,7 ppm yang menunjukkan karbon-karbon

85

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C-4,
C-5, dan C-7, dan 61,9 ppm yang menunjukkan karbon dari metin, C-8a. Dua
karbon gugus metoksi terlihat pada pergeseran kimia 56,4 dan 62,4 ppm dan
adanya karbon-karbon aromatik teriihat pada 111,3; 114,6; 119,5; 119,5;
125,0; 129,2; 129,9; 131,2 ppm, sedangkan karbon olefinik kuarterner yang
mengikat oksigen terlihat pada 140,6; 143,6; 147.6; 149,2 ppm.-

Hasil pengukuran HMQC (Lampiran 3) mempertlihatkan bahwa satu
proton aromatik (H-3) pada pergeseran kimia 6,79 ppm (s) terikat pada posisi
C-3 (114,7 ppm), sedangkan satu proton (H-8) pada 8 6,79 (d, J =8 Hz) dan
satu proton (H-9) pada 6 6,86 (d, J = 8 Hz) posisinya berturut-turut terikat
pada C-8 (119,5 ppm) dan C-8 (111,3 ppm). Pada spekirum HMBC
(Lampiran 3) terlihat adanya korelasi antara proton pada 8 6,79 (s) dengan
C-1 (140,6 ppm), C-2 (147,6 ppm), C-3a (129,2 ppm), dan C-4 (29,2 ppm),
hal ini memperkuat kedudukan proton tersebut ada pada posisi H-3. Adanya
kopling antara proton pada 5 6,85 ppm dengan proton pada & 6,86 yang
memberikan dua doblet dengan sistem AB (kopling konstan 8 Hz)
menunjukkan bahwa kedua proton tersebut ada pada kedudukan orto. Pada
spektium HMBC juga terlihat adanya korelasi antara proton pada & 6,85
dengan C-7 (36,7 ppm) dan C-10 (149,2 ppm) yang menunjukkan bahwa
proton ini adalah proton H-8, dengan demikian proton pada 8 6,86 adalah
proton H-9 yang diperkuat dengan adanya korelasi jarak jauh dengan sinyal

karbon pada C-7a (129,9 ppm) dan C-11 (143,6 ppm).
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Kedudukan kedua gugus metoksi dapat diketahui dari spektrum HMBC

dimana gugus metoksi aromatik OCH3 (8 3,65 dengan 6¢ 62,4) terikat pada
C-1 (140,6 ppm)} dan gugus metoksi lainnya (04 3,92 dengan &¢ 56,4) terikat
pada C-10 (149,6 ppm). Posisi dari kedua metoksi tersebut diperkuat
dengan percobaan NOE-diff (Lampiran 4), bila sinyal proton H-9 pada
pergeseran kimia 6.86 ppm diiradiési maka terjadi kenaikkan sinyal proton
metoksi pada pergeseran 3,92 ppm, sedangkan bila proton pada pergeseran
kimia 6,79 maupun 6,85 ppm diiradiasi tidak mempengaruhi sinyal proton
metoksi manapun. Dua karbon olefinik kuarterner yang mengikat oksigen lain
yaitu karbon pada pergeseran kimia 147,6 ppm (C-2) dan karbon pada
pergeseran kimia 143,6 ppm (C-11), terikat dengan substituen lain vyaitu
gugus OH.

Spekirum IR (Lampiran 1) memperlihatkan adanya pita pada daerah
3014 dan 1594 cm™' dan pita yang kuat pada 755 cm™ berturut-turut
menunjukkan vibrasi ulur dan tekuk dari C-H aromatik. Hasil pengukuran
spektrofotometri UV-Vis menunjukkan bahwa senyawa A-1 adalah senyawa
aromatik dengan Amax 309 nm. Hasil analisis spektrum NMR mengarahkan
kepada struktur lindcarpin® seperti pada Gambar 26. Dengan demikian

senyawa A-~1 merupakan turunan dari lindcarpin.
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Gambar 26. Struktur lindcarpin

Dalam spektrum 'H NMR juga terlihat adanya sinyal-sinyal proton
alifatik Iain yang penting dalam penentuan struktur senyawa A-1. Hasil
pengukuran NMR 2 D memperlihatkan satu sinyal proton dari gugus C-CH;
pada pergeseran kimia 1,22 ppm (d) terikat pada karbon dengan & 20,8, satu
proton metin pada 8 3,89 (m) terikat pada karbon dengan & 66,1 dan dua
hidrogen metilen alifatik pada & 2,82 (dd) dan 2,38 (dd) terikat pada karbon
dengan & 63,3. Dalam percobaan ini juga terlihat adanya korelasi antara
proton-proton gugus metil dengan karbon dari gugus metin pada & 66,1,
sementara itu proton-proton metilen mempunyai korelasi dengan karbon (C-
5) pada © 52,4, keadaan ini menunjukkan bahwa gugus metilen terikat pada
nitrogen cincin B dari kerangka lindcarpin dan pada karbon metin, sementara
itu gugus metil juga terikat pada karbon metin. Hasil analisis ini menunjukkan
bahwa karbon (63,3 ppm) dan proton-proton metilen (2,82 dan 2,38 ppm)
adalah C-12 dan H-12/H-12", ka-rbon metin (66,1 ppm) dan protonnya (3,89
ppm) adalah C-13 dan H-13, terakhir karbon metit (20,8 ppm) adalah C-14.
Sinyal-sinyal datam spektrum 'H NMR dan *C NMR dapat dilihat pada

Gambar 27 dan Gambar 28. Pada percobaan COSY (Lampiran 4) terlihat
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ada empat pasang spin-spin proton: H-12' (2,38 ppm) dan H-13 (3,89 ppm);

H-13 (3,89 ppm) dan CCH; (1,22 ppm); H4 (2,67 ppm) dan H-5 (3,08 ppm)

serta H-6a (3,30 ppm) dan H-7' (2,56 ppm).
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Gambar 27. Spektrum 'H NMR senyawa A-1
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Gambar 28. Spektrum *C NMR senyawa A-1
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Sinyal dari karbon C-13 ada pada medan rendah (66,1 ppm), hal ini
menunjukkan bahwa karbon ini terikat dengan atom yang elekironegatif,
maka pada karbon C-13 terikat gugus OH. Adanya gugus hidroksi tersebut
didukung oleh spektrum IR yang memperlihatkan adanya pita serapan pada
bilangan gelombang 3180 cm™ yang merupakan vibrasi ulur O-H. Dengan
demikian rantai samping yang terikat pada nitrogen dari cincin B adalah 2-
hidroksipropil. Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa senyawa A-1
merupakan senyawa turunan lindcarpin: N-(2-hidroksipropil)-lindcarpin,
C21H2505N, vang sesuai dengan berat molekul m/z 371 (HRESIMS,
Lampiran 1). Analisis HMBC pada senyawa A-1 dapat dilihat pada Gambar
29.

Gambar 29. Analisis HMBC senyawa A-1
Data spektra 'H, *C NMR serta HMBC dari senyawa A-1 terangkum dalam
Tabel 6. Hasil analisis spekira NMR, HRESIMS, IR, UV dan rotasi optik
(ialo®™® : +120°) maka dapat disimpulkan bahwa senyawa A-1 (+)-N-(2-

hidroksipropil)-lindcarpin, yang diberi nama pruihosin A dengan struktur
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seperti pada Gambar 30. Hasil penelusuran pustaka melalui Science Finder

menunjukkan bahwa senyawa ini belum pernah ditemukan sebelumnya.

Gambar 30. Struktur molekul senyawa A-1 (pruinosin A)

4.3. Senyawa A-2

Senyawa A-2 berbentuk amorf kehitaman dengan [a]p®®: +114° (MeOH, ¢ =

0.0010). Hasil pengukuran spektra UV, FTIR, HRESIMS, 'H NMR dan °C

NMR dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil analisis spektrometri senyawa A-2

Spektrometer Spektrum
UV {nm), metancl) 318.0
HRESI™ [M+H] (m/z) | 372,1797 {calcd. 372,1811) (Lampiran 5)
FTIR (cm™), KBr - 3207, 3014, 2938, 2361, 1595 (Lampiran 5)

'H 8y (ppm), CDCly

1,22 (3H, d); 2,27 {1H, dd); 2,44 (1H, m}; 2,65 (1H, m); 2,70 (1H, m); 2,77
{1H, f); 3,06 (1H, dd); 3,13 (2H, m); 3,18 (1H, m,); 3,64 (3H, s); 3,90 (3H,
8); 3,96 (1H, m); 6,77 (1H, s); 6,85 (1H, br s); 6,85 (1H, br s) (Lampiran 6)

*C & (ppm), CDCl,

19,6; 29,1; 36,1; 48,8; 56,1; 60,6; 61,6; 62,1, 62,7,111,1; 114,6, 119,2;
118,7; 125,0; 128,6; 129,7; 130,7; 140,6; 143,4; 147,6; 149,1 (Lampiran
6)

Spektrum 'H NMR senyawa A-2 (Lampiran 6) memperlihatkan pola

yang hampir sama dengan spektum ‘H NMR senyawa A-1 yang

memperlihatkan profil kerangka alkaloida aporfin dengan proton-proton
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aromatik: dua proton dengan sistem AB yang saling tumpang tindih pada

pergeseran kimia 6,85 ppm (2H, broad singlef) serta satu proton pada 6,77
ppm (1H, s). Dua sinyal pada pergeseran kimia 3,64 dan 3,90 ppm
menunjukkan adanya gugus metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-
proton metilen diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,44 (1H, m); 3,06 (1H,
dd, J=3,2; 13,4 Hz); 2,65 (1H, m); 2,70 (1H, m); 2,77 (1H, { 12,2); dan 3,13
ppm (2H, m) serta satu sinyal adanya proton metin pada 3,18 ppm (1H, m).
Kerangka aporfin juga diperlihatkan dalam spektrum *C NMR (Lampiran 6)
pada pergeseran kimia 29,1; 48,8; 36,1 ppm yang menunjukkan karbon-
karbon gugus metilena yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-
turut C-4, C-5, C-7, sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlihat pada
pergeseran kimia 111,1; 114,6; 119,2; 1198,7; 125,0; 129,7; 130,7;, 140,6;
143,4; 147,6; 149,1 ppm.

Hasil analisis dengan percobaan HMQC (Lampiran 7)
memperlihatkan bahwa satu proton aromatik (H-3) pada & 6,77 (s) terikat
pada posisi C-3 (114,6 ppm), satu proton (H-8) pada d 6,85 (s) dan satu
proton (H-9) pada & 6,85 (s) yang posisinya berturut-turut pada C-8 (119,2
ppm) dan C-9 (111,1 ppm). Pergeseran kimia dari proton H-8 -dengan H-9
muncul secara tumpang tindih, hal tersebut kerap terjadi jika pada posisi C-
11 terikat gugus hidroksi (Cordell, 1981). Spektrum HMBC (Lampiran 7)
memperlihatkan adanya korelasi antara proton pada & 6,77 (s) dengan C-1
(140,6 ppm), C-2 (147,6 ppm), C-3a (128,6 ppm), dan C4 (29,1 ppm), hal ini

mendukung kedudukan H-3 pada posisi C-3. Adanya korelasi antara proton
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H-8 dengan C-7 (36,1 ppm), C-7a (130,7 ppm), C-10 (149,1 ppm) dan

adanya korelasi antara H-9 dengan C-11 (1434 ppm), mendukung
kedudukan H-8 dan H-9 berturuf-turut pada C-8 dan C-9.

Analisis dengan percobaan HMBC juga menunjukkan bahwa gugus
metoksi aromatik OCH; (0x 3,64 dengan 8¢ 62,1) terikat pada C-1 (140,6
ppm) dan OCHj3 {8y 3,90 dengan O¢ 56,1) terikat pada C-10 (149,1 ppm). Hal
ini didukung dengan percobaan NOE-diff (Lampiran 8) yaitu bila sinyal
proton metoksi pada pergeseran kimia 3,90 ppm diiradiasi maka terjadi -
kenaikkan sinyal proton H-9 pada pergeseran kimia 6,85 ppm, sedangkan
bila proton H-3 pada pergeseran kimia 6,77 ppm diradiasi tidak
mempengaruhi sinyal proton metoksi manapun. Dua sinyal dalam spektrum
3C pada pergeseran kimia 147,6 dan 143,4 ppm menunjukkan adanya gugus
OH pada posisi C-2 dan C-11. Seperti halnya dengan senyawa A-1 maka
spektrum dari bagian ini juga mengarah kepada struktur lindcarpin (Gambar
26).

Dalam spektrum 'H NMR juga terlihat adanya sinyal-sinyal proton
alifatik lain yang penting dalam penentuan struktur senyawa A-2. Spektrum
ini memperlihatkan suatu sinyal proton dari gugus C-CHz pada pergeseran
kimia 1,22 ppm (d) yang terikat pada C-14 (19,6 ppm), satu proton metin
pada © 3,96 ppm (m) yang terikat pada C-13 (62,7 ppm) dan dua hidrogen
metilen alifatik pada 6 2,27 (1H, dd, J = 12,6; 2,0 Hz) dan 2,77 ppm (1H, §)
yang terikat pada C-12 (61,6 ppm). Dalam spektrum HMBC terlihat adanya

korelasi antara proton-proton gugus metil dengan karbon dan gugus metin
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pada & 62,7 (C-13) dan karbon metilen pada 61,6 (C-12), sementara itu

proton-proton metilen mempunyai korelasi dengan C-5 (48,8 ppm) dan C-6a
(60,7 ppm), keadaan ini menunjukkan bahwa gugus metilen terletak antara
nitrogen cincin B dari kerangka aporfin dan gugus metin. Sinyal dari karbon
C-13 dan C-12 ada pada medan rendah, hal ini menunjukkan bahwa karbon
ini terikat dengan atom yang elektronegatif (O atau N). Sinyal-sinyal dalam
spektrum '"H NMR dan **C NMR dapat dilihat pada Gambar 31 dan Gambar
32. Hasil analisis HMBC senyawa A-2 dapat dilihat pada Gambar 33.
Percobaan COSY (Lampiran 8) memberikan paséng spin-spin proton: C-CH3;

dengan H-13, hal ini mendukung bahwa gugus metil terikat pada C-13.
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Gambar 31. Spektrum 'H NMR senyawa A-2
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Gambar 32. Spektrum '*C NMR senyawa A-2

Hasil analisis spektrum massa HRESIMS menunjukkan bahwa berat
molekul senyawa ini adalah m/z 371, maka karbon metin C-13 terikat oleh
gugus OH. Dengan demikian rantai samping yang terikat pada nifrogen dari
cincin B adalah 2-hidroksipropil. Adanya gugus hidroksi tersebut didukung
oleh spektrum IR yang memperlihatkan adanya pita serapan pada bilangan
gelombang 3207 cm™ yang merupakan vibrasi uiur O-H. Hasil pengukuran
spektrofotometri UV-Vis menunjukkan bahwa senyawa ini adalah aromatik
dengan Amax 318 nm dan rotasi optik dari senyawa ini adalah +114°. Oleh
karena itu dapat disimpulkan bahwa senyawa A-2 merupakan senyawa
turunan lindcérpin: (+)—N-(2-hidroksipropil)-lindcarpip yang diberi nama
 pruinosin B, C2iHzs0sN. Data spekira H ,3C NMR serta HMBC dari senyawa

A-2 terangkum dalam Tabel 6.
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Gambar 33. Analisis HMBC senyawa A-2

Senyawa A-1 dan A2 memberikan strukitur molekul yang sama
walaupun kedua senyawa ini berbeda, sehingga diduga kedua senyawa
tersebut merupakan isomer yang disebabkan adanya pusat kiral pada C-13
yang memberikan konfigurasi (R) dan (S). Stereokimia dari senyawa A-1 dan
A-2 ditentukan dengan percobaan NOE-diff. Irradiasi pada proton H-13 dari
kedua senyawa tersebut memberikan kenaikan sinyal H-6a sebesar 1,9 %
pada senyawa A1 dan 4,3 % pada A-2. Keadaan ini menunjukkan bahwa C-
13 dalam senyawa A-2 mengalami suatu konfigurasi S karena H-13 berada
dalam ruang yang lebih dekat dengan H-6a. Konfigurasi senyawa A-1 dan A-

2 dapat diperkirakan seperti pada Gambar 34.

Gambar 34. Konfigurasi senyawa A-1 (R} dan senyawa A-2 (S)
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LSt
Table 6. Data spekira NMR ™C (100 MHz) and "H (400 MHz) senyawa A-1 dan A-2°
Senyawa A-1 Senyawa A-2
Posisi &6°C 8 'H (J dalam Hz) HMBC | 8™C [ & 'H (Jdalam Hz) HMBC
1 140,6 140,6
ia 125,0 1250
ib 131,3 130,7
2 147.6 147.,6
3 114,7 679s 12334 | 1146 | 6,77 s 1,2,3a,4
3a 1292 128,86
4 292 2687 m 291 |265m
4 27t m 1b 2,70m 1b
575 52,4 3,08 m 48,8 1313 m 6a,3a
Ga 61,9 3,30 dd (13,1; 3,2) 60,6 13,18 m 1b
7 36,7 290dd{13,1;3,2) | 6Ba 36,7 | 3,06dd(3,2;13,4} | 7a,11a,3a
7' 2,56 t{13,1) 7a 244 m 6a,7a
7a 129,9 129,7
8 118,5 6,85 d (8,0) 7.7a,10 119,2 | 6,85 brs 7.7a,10
9 114,3 6,86 d (8,0) 11 1111 (685 brs 7a,10,11
10 149,2 149,14
11 143,6 1434
11a 119,6 119,7
12 63,3 280 m 5 616 (277t 5,6a,13
12’ 238dd(13,7,90) | 513 227dd{12,6;2,0y| 5
13 66,1 3,89 m 627 139m
14 (Me) | 20,8 1,22 d (6,1) 12,13 186 | 1.22d(6,1) 12.13
1-OMe 62,4 366s 1 621 [364s 1
10-OMe | 56,4 3925 10 56,1 1380s 110
*dalam CDCl;
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4.4. Senyawa A-3

Senyawa A-3 berbentuk -amorf kehitaman dengan [a]p®>: + 65,6° (MeOH, ¢ =
0.0012). Hasil pengukuran spektra UV, LCMS, "H NMR dan *C NMR dapat
dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Hasil analisis spektrometn senyawa A-3

Spektrometer . Spektrurn
UV (nm), metanol 313,0
LCMS [M+H] (m/fz) 371,9107 (Lampiran 11} ,
H &y (ppm), CDCl, 1,07 (34, d); 2,29 (1H, m); 2,53 (2H, m); 2,68 (1H, m), 2,76 (2H,

d). 2,83 (m, 1H); 3,04 (1H, m); 3,30 (1H, m); 3.44 (3H, s);, 3,76
{3H, s); 3,79 (1H, m); 6,50 (1H, s); 6,66 (1H, s); 7,75 (1H, s)
(Lampiran 9)

C 8. (ppm), CBCl, 20,7; 28,4; 34,8, 52,5, 56,3; 60,4, 61,5; 62,8; 65,7; 110,4; 113,4;
114,4;123,5; 126,3; 126,4; 129,7; 129,8; 142,3; 1453; 145,9;
148,5 (Lampiran 9).

Seperti pada senyawa A-1 dan A-2, spektrum 'H NMR (Lampiran 9)
- senyawa A-3 juga memperiihatkan profil kerangka alkaloida aporfin. Adanya
tiga sinyal berbentuk singlet pada pergeseran kimia 6,50 (1H, s), 6,66 (1H, s)
dan 7,75 ppm (1H, s) menunjukkan ada tiga proton aromatik dan dua sinyal
pada pergeseran kimia 3,59 dan 3,89 ppm menunjukkan adanya gugus
metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-proton metilen diperiihatkan
“pada pergeseran kimia 2,53 (1H, m); 2,68 (1H, m); 2,76 (1H, m); 2,93 (1H,
m); dan 3,04 ppm (1H, m); serta satu sinyal proton metin pada 3,30 ppm (1H,
m). |

Kerangka aporfin juga diperihatkan dalam spekti'um BC NMR
(Lampiran 9) pada pergeseran kimia 284; 52.5; 34.8 ppm vyang

menunjukkan karbon-karbon gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada
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pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7, sedangkan adanya karbon-karbon

aromatik terihat pada 'pergeseran kimia 110.4; 1134; 114.4; 123.5;
126.3;126.4; 129,7; 129,8; 142,3; 145,3; 145,9; dan 148.5 ppm.

Hasil analisis dengan percobaan HMQC (Lampiran 10) dan HMBC
(Lampiran 10) memperlihatkan bahwa satu proton aromatik (H-3) pada &
6,50 (s) terikat pada posisi C-3 (113,4 ppm), hal ini terlihat adanya korelasi
jarak jauh antara & 6,50 (s) dengan C-1 {142,3 ppm), C-2 (148,5 ppm), C-3a
(129,7 ppmy), dan C4 (28,4 ppm), sedangkan satu proton (H-8) pada d 6,66
{(s) yang posisinya pada C-8 { 119,2 ppm) mempunyai korelasi jarak jauh
dengan C-7 (34,8 ppm), C-10 (145,8 ppm), C-11a (123,3 ppm) sedangkan H-
11 pada 7,75 ppm (s) berkorelasi jarak jauh dengan C-1 a (126,4 ppm), C-7a
(129,8 ppm), C-11a (123,3 ppm} dan C-9 (145,3 ppm). Analisis dengan
percobaan HMBC juga menunjukkan bahwa gugus metoksi aromatik OCHjs
(On 3,44 dengan 8¢ 60,4) terikat pada C-1 (142,3 ppm) dan OCHj3 (Gy 3,76
dengan &¢ 56,3) terikat pada C-10 (145,8 ppm). Dua sinyal dalam spektrum
¥C NMR pada pergeseran kimia 148,5 (C-2) dan 1453 ppm (C-9)
menunjukkan adanya gugus OH pada kedua posisi itu. Hasil analisis
spektrum NMR dan penelusuran pustaka memberikan petunjuk bahwa
kerangka ini adalah bagian dari alkaloid laurolitsin (norboldine)® seperti

struktur berikut ini.

99

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



HO
HiCO

HJCO

CH
Gambar 35. Strukiur Laurolitsin

Dalam spektrum 'H NMR juga terlihat adanya sinyal-sinyal proton
alifatik lain yang penting dalam penentuan struktur senyawa A-3. Spektrum
ini memperlihatkan satu sinyal proton dari gugus C-CHj pada pergeseran
kimia 1,07 ppm (d) yang terikat pada C-14 (20,7 ppm), satu proton metin
pada 8 3,79 (m) yang terikat pada C-13 (65,7 ppm) dan dua hidrogen metilen
alifatik pada & 2,29 (1H, m) dan 2,76 (1H, m) yang terikat pada C-12 (62,8
ppm). Dalam NMR dua dimenst terlihat adanya korelast antara proton-proton
gugus metil dengan karbon dari gugus metin pada 8 65,7 (C-13) dan 62,8
(C-12), sementara itu proton-proton metilen alifatik mempunyai korelasi
dengan C-5 (52,5 ppm) dan C-6a (61,4 ppm) keadaan ini menunjukkan
bahwa gugus metiien terletak antara nitrogen cincin B dari kerangka aporfin
dan gugus metin. Posisi proton dan karbon dalam spekta 'H dan *C NMR

dari senyawa ini dapat dilihat pada Gambar 36 dan 37.
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Gambar 37. Spektrum '3C NMR senyawa A-3
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Spektrum massa dari hasil analisis LCMS ESI (Lampiran 11)
menunjukkan bahwa berat molekul senyawa ini adalah m/z 371, maka ada
satu gugus OH yang terikat pada C-13. Hal ini juga terlihat adanya sinyal
karbon C-13 pada pergeseran kimia 65,7 ppm, dengan demikian rantai
samping yang terikat pada nitrogen dari cincin B adalah 2-hidroksipropil. Oleh
karena itu dapat disimpulkan bahwa senyawa A-3 merupakan senyawa
turunan laurolitsin (norboldin): N-(2-hidroksipropil)-laurolitsin. Analisis HMBC

senyawa A-3 dapat dilihat pada Gambar 38.

OH

N——CHy~—G~—CH,

Gambar 38. Analisis HMBC senyawa A-3
Hasil analisis data spektroskopi di atas menyimpulkan bahwa senyawa
A-3 adalah senyawa turunan dari laurolitsin yaitu (+)-N-(2-hidroksipropil)-
laurolitsin, C21H2505N, yang diberi nama pruinosin C dengan struktur seperti
pada Gambar 39. Hasil penelusuran pustaka melalui Science Finder
menunjukkan bahwa senyawa ini ‘belum pemah dipublikasi. Data spektra 'H,

3¢ NMR serta HMBC senyawa ini terangkum dalam Tabel 8.
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Gambar 39. Struktur molekul senyawa A-3 (pruinosin C)

4.5. Senyawa A4

Senyawa A-4 berbentuk amorf kehitaman dengan [alp®>: +71,21° (MeOH, ¢ =

0.0007). Hasil pengukuran spektra UV, FTIR, LCMS, 'H NMR dan "*C NMR

dapat dilihat pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil analisis spektrometri senyawa A-4

Spekitrometer Spekirum

UV (nin, metanol) 319,0

LCMS ESI” [M+H] {(m/z) | 371,9339 (Lampiran 14)

H &y (ppm) 1,25 (1H, d); 2,27 (1H, m); 2,46 (1H, dd); 2,52 (1H, d); 2,66 (1H,

CDCl, d); 2,79 (1H, §); 3,00 (1H, dd); 3,19 (2H, m); 3,26 (1H, d); 3,57
(3H, s); 3,91 (3H, s); 3,94 {1H, m); 6,65 (1H, s); 6,84 (1H, s); 7,87
(1H, s) (Lampiran 12 )

*C &, (ppm) 19,9; 29,2; 34,7; 49,6, 56,3; 60,4; 60,5; 61,7; 62,9; 110,3; 113,3;

CDCh 114,3; 123,7; 126,6; 126,7;, 129;9; 130,2; 142.3; 145,3; 145,8;

148,3 (Lampiran 12)

Spektrum 'H NMR

(Lampiran 12) senyawa A-4 memperlihatkan profil

kerangka alkaloida aporfin. Adanya figa sinyal berbentuk singlet pada

pergeseran kimia 6,65 (1H, s); 6,84 (1H, s) dan 7,87 ppm (1H, s) yang

menunjukkan ada tiga proton aromatik dan dua sinyal pada pergeseran kimia

3,91 ppm dan 3,57 ppm yang menunjukkan adanya gugus metoksi arbmatik.

disamping itu adanya proton-proton metilen diperlihatkan pada pergeseran
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kimia 2,46 (1H, dd); 2,52 (1H, d); 2,66 (1H, d); 3,00 (1H, dd); 3,19 (2H, m)

serta satu sinyal proton metin pada & 3,26 (1H, dd). Kerangka aporfin juga
diperlihatkan dalam spektrum °C NMR (Lampiran 12) pada pergeseran
kimia 29,2; 49,6; 34,4 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus metilen
yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7,
sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlihat pada pergeseran kimia
110,3; 113,3; 114,3; 123,7; 126,6; 126,7; 129,9; 130,2; 142,3; 145,3; 145,8;
148,3 ppm. Hasil analisis HMBC (LLampiran 13) memperlihatkan bahwa satu
proton aromatik (H-3) pada & 6,65 ppm (s) terikat pada posisi C-3 (113,3
ppm), hal ini dapat dilihat dari korelasi antara & 6,65 ppm (s) dengan C-1
(142,3), C-1b (126,6), C-2 (148,3) dan C-4 (29,2), sedangkan satu proton (H-
" 8) pada 0 6,84 (s) yang posisinya pada C-8 (114,4 ppm) berkorelasi dengan
C-7 (34,4 ppm), C-10 (145,8 ppm), C-11a (123,7 ppm) sedangkan H-11 pada
8 7,87 (s) berkorelasi dengan C-1a (126,7 ppm); C-7a (129,92 ppm); C-11a
(123,7 ppm) dan C-9 {145,3 ppm).

Analisis dengan percobaan HMBC juga menunjukkan bahwa gugus
metoksi aromatik OCH; (64 3,57 dengan &¢ 60,4) terikat pada C-1 (142,3
ppm) dan OCHj (8 3,91 dengan Oc 56,3) terikat pada C-10 (145,8 ppm).
Dua sinyal dalam spektrum *C pada pergeseran kimia 148,5 ppm (C-2) dan
145,3 ppm  (C-9) menunjukkan adanya gugus OH pada kedua posisi itu, hal
ini didukung dengan percobaan NOE-diff (Lampiran 14), bila sinyal proton
OCH;-10 pada pergeseran kimia 3,57 ppm diiradiasi maka terjadi kenaikkan

sinyal proton H-11 pada pergeseran kimia 7,87 ppm, sedangkan bila proton
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OCHj3-1 pada pergeseran kimia 3,91 ppm diiradiasi juga mempengaruhi

sinyal proton H-11, ini disebabkan posisinya saling berhadapan walaupun
bukan bertetangga. Seperti senyaﬁa A-3 maka spektrum dart bagian ini juga
mengarah kepada struktur alkaloid laurolitsin atau norboldin®. Data spektra
NMR dapat dilihat pada Tabel 9.

Dalam spektra 'H NMR dan ®C NMR (Gambar 40 dan 41) juga
terlihat adanya sinyal-sinyal proton alifatik [ain yang penting dalam penentuan
struktur senyawa A-4. Hasil pengukuran korelasi H-C melalui percobaan
HMQC diketahui bahwa proton dari gugus C-CHjz pada pergeseran kimia
1,25 ppm (d) terikat pada C-14 (19,9 ppm), satu proton metin pada & 3,95 (m)
terikat pada C-13 (62,9 ppm) dan dua proton metilen alifatik pada & 2,27 (1H,
dd, J=2,7; 12,7 Hz) dan 2,79 ppm (1H, dd, J = 10,7; 12,7 Hz) terikat pada C-
12 (61,7 ppm). Dalam percobaan HMBC teriihat adanya korelasi antara
proton-proton gugus metil dengan karbon dari gugus metin pada &¢ 62,9 (C-
13) dan karbon dari metilen pada 8¢ 61,7 (C-12), sementara itu proton-proton
metilen alifatik (H-12) mempunyai korelasi dengan C-5 (49,6 ppm) dan C-6a
(60,5 ppm) keadaan ini. menunjukkan bahwa gugus metilen terikat pada
nitrogen cincin B dari kerangka aporfin dan dengan karbon gugus metin (C-
13). Percobaan COSY (Lampiran 13} memberikan lima pasang spin-spin
proton: H-6a dengan H-7', C-CH; dengan H-13, H-12 dengan H-13, H4
dengan H-5 dan H-12 dan H-12'.
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Gambar 41. Spektrum *C NMR senyawa A4
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Spektrum massa dari hasil pengukuran dengan LCMS (Lampiran 14)

menunjukkan berat molekul senyawa A-4 371 yang sesuai dengan rumus
molekul C,1H2s0sN. Hal ini mengungkapkan bahwa pada C-13 terikat satu
gugus OH, dengan demikian rantai samping yang terikat pada nitrogen dari
cincin B adalah 2-hidroksipropil. Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa
senyawa A-4 merupakan senyawa turunan laurolitsin yaitu (+)-N-(2-
hidroksipropil)-laurolitsin, C2yH2505N, yang diberi nama pruinosin D. Data
spektra 'H, °C NMR serta HMBC dari senyawa A4 dipaparkan dalam Tabel

9. Analisis HMBC senyawa A-4 dapat dilihat pada Gambar 42.

Gambar 42. Analisis HMBC senyawa A4

Hasil -analisis spektra dari senyawa A-3 dan A4 memberikan dua
senyawa dengan struktur yang sama. Kemungkinan kedua senyawa tersebut
merupakan isomer yang disebabkan perbedaan stereokimia OH dan H pada
karbon C-13 yaitu bentuk (R) dan (S). Untuk menentukan konfigurasi tersebut

dapat dibandingkan d'engan senyawa A-1 dan A-2.
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Pada senyawa A-1 pergeseran kimia dari Céa, C-12 dan C-13 ada

pada medan yang lebih rendah daripada & C6a, C-12 dan C-13 senyawa A-2
(lihat Tabel 6). Hal tersebut memberikan konfigurasi R untuk senyawa A-1
dan S untuk senyawa A-2. Keadaan tersebut dialami juga oleh senyawa A-3
dan A-4 dimana pergeseran kimia C6a, C-12 dan C-13 dari senyawa A-3 ada
pada medan yang lebih rendah daripada 6 C6a, C-12 dan C-13 dar senyawa
A-4. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa senyawa A-3 mengalami
konfigurasi R dan senyawa A4 mengalami konfigurasi S. Konfigurasi

senyawa A-3 dan A4 dapat diperkirakan seperti pada Gambar 43.

(R) (S)

Gambar 43. Konfigurasi senyawa A-3 dan A-4
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Table 9. Data spektra NMR *C (100 MHz) and 'H (400 MHz) senyawa A-3 dan A-4°

Senyawa A-3 Senyawa A-4

Posisi & °C | & 'H ({J dalam Hz) | HMBC 5 °C 10 H(JdalamHz) [HMBC

1. _ 1423 1423

1a. ' 126.4 126,7

1b. 126,3 1266
2. 148.,5 1485

3. 113,4 8,505 1,1b,2.4, 113,3 6,65 s 1,1b,2,4,
3a. 129,7 : , 130,2

4 28,4 2,51d(13) 1b,3,3a,5 292 2,52d(13,9) 1b

4 293m 5 2,66 d (15,6) 16,3a,5
5 525 277d(3,4) 496 3,18 d (5.6) Ba

5 3,04 m 3ad 320d{4,4) 3a,4,6a
Ga. 614 330d(i1) 60,5 3,26 d(13,7)

7 34,8 2,54 d (13) Ba,7a 34,4 2,46 dd (11,9; 4,1) 1b,63,7a
7 268 m 62,9,11a,1b,7a 3,00 dd {13,9; 3,4) 1b.6a,7a
Ta. 129,8 -129,9 '

8. 114,4 6,66 s 7.41a,10 114,3 6,84 s 7.113,10
9. 145,3 1453

10. 145,8 145,8

11. 110,4 7.75 8 1a,7a,11a,9 110,3 7,87 5 1a,7a,11a,

9

11a. 123,3 123,7

12 62,8 2,29 m 6a,13,5,14 61,7 2,27 dd (2,7: 12,7) 6a,13,5,14
12 274 d(3) 6a 2,79dd{10,7;127) | 5

13 65,7 3,79 m 629 395m

CCHs 20,7 1,07 d (6} 12,13 19,9 1.25 d (6) 12,13
OMe-1 604 3,44 5 1 60,4 3.57s 1
OMe-10 56,3 3,76s 10 56,5 3915 10

4 datam CDCl;

4.6. Senyawa A-5

Senyawa A-5 berbentuk amorf berwama coklat keunguan dengan

[a]p®® + 145° (MeOH, ¢ = 0,0016) dan UV spectrum pada Ansx 306 nm.

Spektrum 'H NMR (Lampiran 15) senyawa A-5 memperlihatkan profil

kerangka alkaloida aporfin dengan adanya tiga sinyal berbentuk singlet pada

pergeseran kimia 6,75 (1H, s); 6,82 (1H, d, J = 8 Hz) dan 6,83 ppm (1H, d, J

= 8 Hz) yang menunjukkan ada tiga proton aromatik dan dua sinyal pada

pergeseran kimia 3,66 dan 3,91 ppm yang menunjukkan adanya gugus

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.
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metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-proton metilen diperilihatkan
pada pergeseran kimia 2,59 (1H, d); 2.65 (1H, d); 2,69 (1H, §); 2,83 (1H, d);
2,97 (1H, m); 3,35 (m, 1H) serta satu sinyal proton metin pada & 2,79 (1 H,
d). Dua sinyal dengan sistem AB pada spektrum ini menandakan adanya dua
proton dengan posisi orto (kopling konstan 8).

Kerangka apoffin juga diperihatkan dalam spektrum '™C MNR
(Lampiran 15) pada pergeseran kimia 28,6; 42,5, 37,8; ppm vyang
menunjukkan karbon-karbon gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada
pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7, sedangkan adanya karbon-karbon
aromatik terlihat pada pergeseran kimia 111,1; 1154; 119,2; 119,7;
124.6;129,3; 129,4; 130,8; 140,7; 143,6; 147.9; 149,1 ppm. Hasil analisis
data NMR tersebut dan studi pustaka, maka dapat disimpulkan bahwa
senyawa A-5 adalah Iindcarpinz. Lindcarpin, CigHi9O4N, adalah alkaloida
aporfin yang sebelumnya telah diisolasi dari Lindera pipencarpa Boerl, familia
Lauraceae dengan [a]®: + 166° (EtOH, ¢ = 1,35). Data °C NMR dan 'H

NMR senyawa A-5 dapat dilihat pada Tabel 10.

HO
‘ NH
H3CO
HO
H,CO l

Struktur senyawa A-5 (Lindcarpin)
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Tabel 10. Data spektra **C NMR and *H NMR senyawa A-5*

Posisi 5 “C 3'H

1. 1407

1a. 1246

1b. 1308
2. 147 9 :

3. 115.,4 675s

3a. 129,3
4 28,6 269
4 3,35m

5 425 - 2,59 d (13)
5 297 m

6a. 62,2 12,79 d (4,2)
7 37.8 2,65 d (10)
7 2,83 d (3,9)
7a. 1294

8. 119,2 6,82 d (8)
0. 111,14 6,83 d (8)
10. 1491

1. 143,86

11a. 1196

OMe-1 56,1 366 s
OMe-10 53,9 391 s

4dalam CDCl; - :

4.7. Senyawa A-6

Senyawa A-6 berupa kristal jarum halus berwama putih, dengan [a]p%>:
+ 181,2 (MeOH, ¢ = 0,0003) dan UV spectrum pada Ay 314 dan 314 nm.
Spektum 'H NMR (Lampiran 16) senyawa A-5 memperlihatkan profil
kerangka alkaloida aporfin dengan adanya satu sinyal berbentuk singlet pada
pergeseran kimia 6,70 ppm (1H, s) dan dua sinyal yang tumpang tindih
terihat pada pergeseran kimia 6,83 (1H, s) dan 6,85 (1H, s) yang
menunjukkan ada tiga proton aromatik, dua sinyal terlihat pada pergeseran

kimia 3,61 ppm (3H, s,) dan 3,91 ppm (s, 3H) menunjukkan adanya dua
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gugus metckst aromatik, disamping itu adanya proton-proton metilen

diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,57 (1H, t); 2.64 (1H,s); 2,66 (1H, m);
3,07 (1H,d, J = 3,2 H2); 3,12 (1H,d, J = 6,4 Hz); 3,18 (1H, d, J = 4,6 Hz) serta
satu sinyal proton metin pada 3,03 ppm (1H, d, J = 3,2). Kerangka aporfin
juga diperlihatkan dalam spektrum *C NMR (Lampiran 46) pada pergeseran
kimia 28,1; 52,6; 35,1 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus metilena
yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C4, C-5, C-7,
sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlihat pada pergeseran kimia
111,2; 114,9; 119,4; 119,7; 125,0;127,1; 129,2; 130,0; 141,0; 143,6; 148,3;
149,3 ppm. Adanya gugus metil yang terikat pada N dari cincin B terlihat
pada 8y 2,61 dan 8¢ 43,2. Percobaan HMQC dan HMBC (Lampiran 17)
memperlihatkan adanya koretasi antara proton N-CH3; dengan C-5 dan C-6a
hal ini membuktikan bahwa gugus metil terikat pada N dari cincin B.
Spektrum COSY (Lampiran 17) juga memperlihatkan ada dua pasang spin-
spin proton N-CH; dengan CH-5 dan N-CH; dengan CH-6a. Spekirum
HMBC memperiihatkan korelasi proton pada 8y 6,70 dengan C-1, C-3a, dan
C-2, yang membuktikan bahwa posisi proton tersebut adalah H-3. Demikian
pula posisi untuk proton H-8 dengan &y 6,83 terbukti dengan adanya korelasi
dengan C-8, C-11a, C-10 dan proton H-9 dengan &y 6,85 terbukti dengan
adanya korelasi dengan C-7a, C-8, C-11. Dengan membandingkan spektrum
senyawa A-6 dengan referensi maka dapat disimpulkan bahwa senyawa A-6
adalah N-metillindcarpin®®2. Data '*C NMR dan 'H NMR senyawa A-6 dapat

dilihat pada Tabel 11. N-metilindcarpin, C1gH21O4N, adalah alkaloid aporfin
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turunan dari lindcarpin yang pernah diisolasi dari tumbuhan familia

-Lauraceae: Beilschmiedia podagrica, Lindera pipericarpa Boetl, . Phoebe

clemensii Allen dan Magnoliaceae: Magnolia acuminata.

HO.
‘ NCH,4
HaCO'
) ‘
co

Hy

Struktur senyawa A-6 (N-metillindcarpin)

Tabe! 11. Data spektra * C NMR {100 MHz) dan ' H NMR (400 MHz) senyawa A-6°

Posisi 5 “°C 3 'H (J dalam Hz) HMBC cCOSsY
1. "141,0 )
1a. 125,0
1b. 130,0
2. 148,3 .
3. 1149 {6,705 C-1,C-33, C-2
3a. 127 1
4 28,1 3,18 d (4,6) C-1b
4 2,66 m C-1b
5 526 | 257t C-3a H-5'
g 3,12 d (6,4) C-3a, C-6a H-5, H-6a, N-CH;
6a. 62,7 |3,03d{3,2) H-5, N-CH; H-7
7 35,1 2,64s C-6a,C-11a,C-8 H-6a
7 3,07 d(3,2) C-6a,C-11a,C-8
Ta. 1292
8. 1194 |6,83s C-9, C-11a, C-10
9. 111,2 | 6,85s ' C-7a, C-8, C-11
10. 149,3 ’
11. 143.,6
11a. 119,7
OMe-1 62,3 (361s C-1
OMe-10 56,2 1391s C-10
NMe 432 |261s C-5,C-6a H-5', H-6a
2dalam CDCl;
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4.8. Senyawa A-7

Senyawa A-7 berupa serbuk amorf coklat keunguan dengan [alp®: +
103,8 (MeOH, ¢ = 0,0005). Spektrum 'H NMR (Lampiran 18) senyawa A-7
memperlihatkan adanya tiga sinyal berbentuk singlet pada pergeseran kimia
6,65 (1H, s); 6,80 (1H, s,) dan 7,91 ppm (1H,s) yang menunjukkan ada tiga
proton aromatik dan dua sinyal pada pergeseran kimia 3,55 ppm (s) dan 3,85
ppm (s) yang menunjukkan adanya gugus metoksi aromatik, disamping itu
adanya proton-proton metilena diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,65 (1H,
m); 2,69 (1H, m); 2,71 (1H, m); 2,95 (1H, m), 2,98 (1H, m); 3,34 (1H, m),
serta satu sinyal proton metin pada & 3.77 ppm (1H, dd). Kerangka aporfin
juga diperlihatkan dalam spektrum **C NMR (Lampiran 18) pada pergeseran
kimia 29,1; 43,2; 36,8 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus metilen
yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7,
sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlihat pada pergeseran kimia
110,3; 113,8; 114.2; 123,8; 125,6; 128,0;130,1; 130,3; 141,9; 145,1; 148.6;
dan 148,2 ppm. Hasil analisis dengan percobaan HMQC dan HMBC
(Lampiran 19) memperlihatkan bahwa satu proton aromatik (H-3) pada &
6,65 (s) terikat pada posisi C-3 (113,4 ppm), hal ini terlihat adanya korelasi
antara 8 6,65 (s) dengan C-1 (141,9 ppm), C-2 (148,6 ppm), C-3a (128,0
ppm), dan C-4 (29,1 ppm), sedangkan satu proton (H-8) pada & 6,80 (s) yang
posisinya pada C-8 (114,2 ppm) berkorelasi dengan C-7 (36,8 ppm), C-
10 (145,6 ppm), C-11a (123,8 ppm) sedangkan H-11 pada 7,91 ppm (s)

berkorelasi dengan C-7a (130,3 ppm); C-11a (123,8 ppm) dan C-10 (145,6
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ppm). Analisis dengan percobaan HMBC juga menunjukkan bahwa gugus

metoksi aromatik OCHz (84 3,55 dengan d¢ 60,4) terikat pada- C-1 (141,9)
dan OCHj; (04 3,85 ppm dengan 8¢ 56,2 ppm) terikat pada C-10 (145,6 ppm).
Dua sinyal dalam spektrum '*C pada pergeseran kimia 148,2 ppm (C-2) dan
145,1 ppm (C-9) menunjukkan adanya gugus OH pada kedua posisi itu.
Spektrum ini memberikan petunjuk bahwa senyawa A-7 adalah alkaloid
laurolitsin atau norboldin?, CyaHigO4N. Data spektra NMR dari senyawa A-7
dapat dilihat pada Tabel 12.

Laurolitsin disebut juga norboldin adalah alkaloid aporfin yang juga
telah diisolasi dari familia Annonaceae: Xylopia papuana, familia
Hernandiaceae: Hemandia sp, familla Lavraceae : Actinodaphne nitida; A.
acutivena, Litsea turiosa; L. japonica, L. glutenosa (var glabana); L. sebifera

L; L. grandis, L. gracilipea; Neolitsea pubescens;, N. sericea, FPhoebe

HO
‘ NH
H4CO .
H,CO l

OH

clemensii Allen?.

Struktur senyawa A-7 (laurolitsin)
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Tabel 12. Data spektra *C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400MHz) senyawa A-7°

Posisi 3 PC 5'H -HMBC

1. : 141,9

1a. 125,6

1b. 130,1

2. 148,2 _

3. 1138 6,65 s 433,21
3a. 128,0
4 29,1 2,69 m 3,5,
4 2,98 m 3,3a

5 43,2 295m 1b,4,6a
5 334 m 1b,4.6a,
6a. 53,9 3,77 dd 7.7a

7 36,8 2,65m 11a,6a
7 . 271m 6a,8,11a
7a. 130,3

8. 114,2 6,805 11a,10,7
9. 145,1

10. 145,68

11. 110,3 791s 11a,7a,10
11a. 123,8
OMe-1 60,4 35855 1
OMe-10 56,2 3,858 10

2dalam CDCla

4.9. Senyawa A-8

Senyawa A-8 berupa amorf berwama coklat dengan [a]®: + 92,3 (MeOH,
¢ = 0,0002) dan UV spectrum pada Anex 315 nm. Spektrum 'H NMR
(Lampiran 20) senyawa A-8 memperlihatkan adanya tiga sinyal berbentuk
singlet pada pergeseran kimia 6,62 (1H, s), 6,81 (1H, s,) dan 7,87 ppm (1H,
s) yang menunjukkan ada tiga proton aromatik dan dua sinyal pada
pergeseran kimia 3,57 (s) dan 3,89 ppm (s) yang menunjukkan adanya gugus
metoksi aromatik, di samping itu adanya proton-proton alifatik (metilen, metin)

diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,58- 3,83 ppm. Kerangka aporfin juga

116

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




diperiihatkan dalam spektrum *C NMR (Lampiran 20) pada pergeseran

kimia 29,8; 53,0; 33,1 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus metilen
yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut—furut C4, C-5, C-7, dan
60,6 ppm untuk karbon metin C-6a, sedangkan adanya karbon-karbon
aromatik teriihat pada pergeseran kimia 110,3; 113,5; 114.5; 123,4; 124,8;
126,2; 128,9; 130,0; 142,5; 145,5; dan 145,9; dan 148.8 ppm. Adanya gugus
metil yang terikat pada N dari cincin B terlihat pada pergeseran kimia oy 2,58
(3H, s) dan 8¢ 43,1. Spektrum 'H NMR dan *C NMR ini memberikan
petunjuk bahwa senyawa A-8 adalah alkaloid boldin®®. Data spekirum NMR
senyawa A-8 dapat dilihat pada Tabel 13. Boldin adalah alkaloida aporfin
. yang juga telah diisolasi dari familia Lauraceae : Actinodaphne nitida; Litsea
turiosa; L. glutenosa (var glabaria), L. grandis; L. gracilipea; Neolitsea
pubescens; N. sericea, Magnoliaceae: Liriodendron, Monimiaceae: Laurelia

novae-selandiae; Peumus boldus Molina?.

HO
N-CHj
HyCO
H;CO
QOH
Struktur senyawa A-8 (boldin)
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Tabel 13. Data spektra ™ C NMR (100 MHz) dan *H NMR (400 MHz) senyawa A-8

dan boldin®
Posisi Senyawa A-8 Boldin®
5 “C ppm 5 'H ppm 5 C ppm 5 'H ppm
1. 142 .5 142.0
1a. 126,2 126,8
1b. 124.8 125,9
2. 148.8 148.1
3. 113.5 6,62 s 113.3 6.68 s
3a. 128,9 129.9
14 29,8 28,9
5 53,0 53.1
6a. 60,6 62,6
7 331 34,2
7a. 130,0 130,2
8. 114,56 681s 114,2 681s
9. 145,5 145,1 :
10. 145,9 145.,6
1., 110,3 787 s 110,1 7.87 s
11a. 123,4 123,6
OMe-1 56 4 3,57 s 60,2 3.57s
OMe-10 53,5 3,89s 56,1 3.89s
N-Me 43,1 2,58s 44.0 2.58s
2dalam CDCl,

4.10. Senyawa A-9

Senyawa A-9 berupa cairan kental berwarna kuning dengan rotasi optik
[a)o® -17,8 (MeOH, ¢ = 0,0045) dan UV spectrum pada Aqna 300 nm.
 Spektrum massa (LCMS) dari senyawa A-3 memperfihatkan puncak m/z
596,8077 (M+1), yang sesuai dengan rumus molekul CagHsoN2Os. Berat
molekul yang finggi ini menunjukkan bahwa molekul senyawa A-9 ini adalah
suatu dimer. Salah satu alkaloida dimer adalah alkaloida kelempok

bisbensilisokuinolin (BBIK).
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Dalam spektrum 'H NMR (Lampiran 21) terlihat adanya satu sinyal

dari N-metil pada pergeseran kimia 2,50 ppm (3H, s), dua belas sinyal dari
proton-proton gugus metilen pada 6 2,54 (1H, s); 2,71 (1H, m); 2,72 (1H, m);
2,81(1H, my; 2,85 (1H, m); 2,89 (1H, m); 2,96 (1H, m,); 3,03 (1H, m); 3,04
~ (1H, m); 3_,95 (1H, m); 3,19 (1H, m); 3,28 (1H, m) dan tiga sinyal dari proton-
proto‘n'gi:gusl 'rr;etoksi pada 3,80; 3.,82; 3,85 ppm serta dua sinyal proton
metin pada pergeseran kimia 4,26 (1H, dd) dan 3,69 ppm (1H, .

Spektrum *C NMR (Lampiran 21), pefcobaan HMQC dan HMBC
(Lampiran 22), mengungkapkan bahwa proton-proton pada 54 2,96 dan 3,28
terikat pada karbon C-3’ (40,5 ppm), proton pada by 2,81 (2H) terikat pada C-
4’ (28,7 ppm), proton pada 0y 2,89 dan 3,04 terikat pada.C-a’ (41,3 ppm),
proton pada &4 2,71 dan 3,03 terikat pada C-3, proton pada Oy 2,54-dan 2,72
terikat pada C-4 (25,6 ppm), proton pada 6x 2,85 dan 3,19 ppm terikat pada
C-a , sedangkan proton-proton metin oy 4,25 dan 3,69 terikat pada C-1’ (56,0
ppm) dan C-1 (64,5 ppm), selanjutnya proton-proton tersebut disebut sebagai
H-3', H4', H-3, H4, H-&’, H-a, H-1' dan H-1. Disamping itu resonansi dari
proton-proton aromatik terlihat pada pergeseran kimia 6,31 (1H, s); 6,45 (1H,
s), 6,50 (1H, d, J = 1,8 Hz); 6,57 (1H, s); 6,77 (1H, 5); 6,82 (2H, d, J = 8,2
Hz); 6,87 (1H, d, J = 8,0 Hz); 6,90 (iH, d, J = 8,0 Hz); dan 7,13 ppm (2H, d, J
= 8,3 Hz).

Spektrum °C NMR dan percobaan NMR 2 dimensi, mengungkapkan
bahwa proton-proton tersebut berturut-turut, terikat pada karbon C-8 (114,2

ppm), C-5 (110,7 ppm), C-10 (121,7 ppm), C-5 (112,7 ppm), C-8 (112,3
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ppm), C-11>(118,1 ppm) dan C-13’ (118,1 ppm), C-13 (112,3 ppm), C-14

(125,7 ppm), C-10' (130,4 ppm) dan C-14’ (130,4 ppm), selanjutnya disebut
H-8, H-5, H-10, H-5', H-8', H-11’, H-13', H-14’, H-10' dan H-14’. Sinyal dari
proton N-metil memperlihatkan korelasi dengan karbon C-1 dah C-3, hal ini

menunjukkan N-metil terikat pada cincin A dari salah satu

bisbensilisokuinolin. Proton-proton gugus metoksi Wp&ﬁéggr@; kimi_!a
3,80; 3,82; dan 3,85 ppm berturut-turut terikat_pada—Karbon dengan
pergeseran kimia 56,1; 55,8; dan 56,2 ppm, dan spekitrum HMBC diketahui
bahwa proton-proton tersebut ada korelasi berturut-turut dengan karbon C-6
(145,6 ppm), C-12 (6¢c 1494 ppm) dan C-6’ (6¢ 145,7 ppm). Letak ketiga
gugus metoksi tersebut didukung dengan percobaan NOE-diff (Lampiran
23). Adanya dua pasang sinyal dengan kopling konstan yang sama pada
pergeseran Kimia ; 6,82 ppm (2H, d, J = 8,3 Hz) dan 7,13 ppm (2H, d, J= 8,3
Hz), maka ada kesimetrian pada cincin C dari salah satu unit
bisbensilisokuinolin. Dari analisis spektrum HMBC, kedua pasang proton
tersebut adalah H-10’ dengan H-14' dan H-11’ dengan H-13’, yang ada pada
cincin C’, sedangkan jembatan yang menghubungi kedua unit BBIK pada
cincin C' dan C ada pada posisi C-12’ dengan sinyal pada medan paling
rendah O¢ 156,4; sementara itu posisi jembatan pada cincin C terletak pada
posisi 11 dengan sinyal pada 6¢c 145,3. Posisi kedua karbon yang sangat
downfield itu memberikan petunjuk bahwa kedua unit dihubungkan dengan
satu oksigen membentuk ikatan diaril eter. Adanya dua proton aromatik yang

bersebelahan (orto) di posisi C-13 dan C-14 pada cincin C diperiihatkan
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dalam spektrum 'H NMR yang berupa dua sinyal doblet pada pergeseran

kimia 6,87 ppm (H-13', d, J = 8 Hz) dan 6,90 ppm (H-14', d, J = 8 Hz) dengan
sistem AB. Kedudukan tersebut didukung dengan spektrum HMBC yang
memperlihatkan adanya korelasi antara sinyal H-13 dengan karbon C-9
(132,0 ppm) dan C-11 {145,3 ppm) dan korelasi sinyal H-14 dengan karbon
C-10 (121,7 ppm), C-12 (149,4 ppm) dan C-a (39,9 ppm). Demikian pula
sinyal dari proton H-10 pada 6,50 ppm (s) memperlihatkan korelasi dengan
karbon C-a (39,9 ppm) dan C-14 (125,7 ppm). Satu sinyal proton metoksi
pada pergeseran kimia 3,82 ppm mempunyai korelasi dengan karbon C-12
(149,4 ppm), dengan demikian pada cincin C terdapat gugus metoksi yang
terikat.pada posisi 12.

Spektrum HMBC memperlihatkan resonansi satu sinyal proton
-aromatik pada by 6,57 (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-4' (28,7), C-
7' (144,1), C-8a’ (129.7), di samping itu satu proton lainnya pada &y 6,77 (s)
mempunyai korelasi dengan karbon C-1' (56,1), C-4a' (125,9) dan C-6&
(145,7). Satu dari tiga sinyal metoksi (86x 3,86) memperihatkan korelasi
dengan karbon C-6’ (145,7). Adanya korelasi ini membuktikan bahwa proton
dengan pergeseran kimia 6,57 dan 6,77 berturut-turut adalah H-5' yang
terikat pada C-5’ (111,2 ppm) dan H-8' yang terikat pada C-8 (112,9), dan
gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,86 ppm terikat posisi C-6’ dalam
cincin B’, karena sinyal karbon C-7’ terlihat pada medan rendah (144,1 ppm),

maka pada posisi ini yang terikat adalah gugus OH.
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Spektrum HMBC memperlihatkan resonansi satu sinyal proton
aromatik pada &y 6,45 (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-4 (25,6
ppm), C-7 (143,9 ppm), C-8a (128,7 ppm), disamping itu satu proton lainnya
pada 5y 6,31 ppm (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-1 (64,5 ppm), C-
4a (125,1 ppm) dan C-6 (145,6 ppm). Satu dari tiga sinyal metoksi (64 3,80
ppnt) memperlihatkan korelasi dengan karbon C-6 (1456 ppm). Adanya
korelasi ini membuktikan bahwa proton dengan pergeseran kimia 6,45 dan
6,31 adalah H-5" yang terikat pada C-5 (110,7 ppm) dan H-8 yang terikat
pada C-8 (114,2 ppm), dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,80:-ppm
terikat posisi C-6 dalam cincin B, karena sinyal karbon C-7 terlihat pada
daerah medan rendah (143,9 ppm), maka pada posisi ini yang terikat adalah

gugus OH. Analisis HMBC senyawa A-9 dapat dilihat pada Gambar 44.

6,52d(8,6)

Gambar 44. Analisis HMBC senyawa A-9
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Dari analisis spektra NMR dan spekitrum massa yang memperlihatkan
puncak m/z 596,8077 (M+1), dapat disimpulkan bahwa senyawa A-9 adalah
alkaloida bisbensilisokuinolin tipe ! yaitu tipe ekor ke ekor dengan jembatan
diaril efer dari C-11 ke C-12' (tipe 11-12"). Hasil analisis data -spektoskopi
senyawa A-9 dan membandingkannya dengan senyawa-senyawa BBIK dari
pustaka, - maka disimpulkan bahwa senyawa A-9 adalah (-)}-N'-desmetil-
grisabin®, CasH4oN20¢. Dengan adanya dua pusat kiral pada C-1 dan C-1,
diperluk;cln pengukuran menggunakan metode-metode tertentu seperti

- spektroskopi CD {Circular Dischroism) untuk mengetahui konfigurasi absolut
" senyawa ini. Hasil penelusuran pustaka melalui Seience Finder menunjukkan
bahwa senyawa dengan struktur ini belum pernah dilaporkan, maka diduga
senyawa ini adalah baru. Data spetrum NMR senyawa A-9 dapat dilihat pada

Tabel 14.
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B

Tabel 14. Data spektra *C NMR (100 MHz) dan 'H NMR (400 MHz) senyawa A-9°
Posisi 57°C 3 'H (J dalam Hz) . _HMBC
1 64.5 3691 8,4a,8a,9
3 47.5 271 m 4a
3,03 m 4a
4 256 254 m 3
272 m
43 1251
5 110,7 645 s 4,8a,7
6 145,6
7 143,9
8 114,2 631s 1,4a,6
8a 128,7
a 39,8 285m 1,8a,10,14
. 3.19m 1, 9,10,14
9 132,0
10 121,7 6,50 d (1,8) a,14
11 145,3
12 149.4
13 112.3 6,87 d (8,0} 9,11
14 1257 6,90 d (8,0) a,10,12
1 56,0 4,25 dd {3,6; 10,0) 43, 8", 9
iy 40,5 295 m
. 3.28m 143
4 28,7 281m 343
. 3,05m
43" 1259
5 111,2 6,57 s 4'8a'7
53 145,7
7 1441
a8 112,3 6,77s 1643
ga’ 129,7
a 41,3 2.89m 1.9
3.04m 1',10,14
o 132,0
10° 1304 7.13d (8,3) o, 12,14 ¢
11 118,1 6,82 d {8,6) 912,13
12’ - 156,4 ‘
13 118,1 6,82 d (8.6) a.11, 12
14 1304 7,13d (8.3) 10,12’
OMe-6' 56,2 $ 385s 6
OMe-6 56,1 380s 6
OMe-12 55,8 382s 12
N-Me 42,5 250s 1,3
®dalam CDCl,
124
Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




4.11. Senyawa A-10

Senyawa A-10 berupa zat padat seperti minyak berwama kuning kecoklatan
dengan rotasi optik [a]o®: - 34,4 (MeOH, ¢ = 0,0015) dan UV spectrum pada
Amax 299 nm. Spektrum massa (LCMS) memperlihatkan puncak m/z 639,0025
(M+1), yang sesuai dengan rumus molekul CzgHssN2Og. Berat molekul yang
tinggi ini menunjukkan bahwa molekul senyawa A-10 ini adalah dimer. Salah
satu dimer dari alkaloida adalah kelompok bisbensilisokuinolin (BBIK).

Dalam spektrum 'H NMR (Lampiran 24) terihat adanya dua sinyal
dari N- metil pada pergeseran kimia 2,47 (3H, s) dan 2,51 ppm (3H, s), dua
belas sinyal dari proton-proton gugus metilen pada oy 2,56 (2H, m); 2,59
(1H, m); 2,60 (1H, m); 2,70 (2H, m); 2,75 (2H, m); 2,84 (2H, m); 3,05-(1H, m);
3,15 pp.m (1H, m) dan lima sinyal dari proton-proton gugus metoksi pada 6
3,56; 3,59; 3,77, 3,80, 3,81 serta dua sinyal proton metin pada pergeseran
kimia 3,57 (1H, f) dan 3,61 ppm (1H, §).

Spektrum 3C NMR  (Lampiran 24), percobaan HMQC dan HMBC
(Lampiran 25), mengungkapkan bahwa proton-proton pada dy 2,70 (2H, m)
terikat pada karbon C-3 (5 46,8 ), 6n 2,56 (2H, m) terikat pada C4 (5c254 ),
Sn 2,75 (1H, m) dan 3,05 (1H, m) terikat pada C-a (5¢ 40.,2), 3« 2,71 dan
2,84 (2H, m) terikat pada C-3’ (6¢ 46,7 ), &u 2,60 (2H, m) terikat pada C-4’ (d¢
25,2), o 2,75 (1H, m) dan 3,15 terikat pada C-a' (8¢ 40,4), sedangkan
proton-proton metin &y 3,57 (1H, {) dan 3,61 (1H, {) terikat pada C-1 (8¢ 64,6)
dan C-1'(0¢ 64,8), selanjutnya proton-proton tersebut disebut sebagai H-3, H-

4, H-q, H-3', H4’, H-o', H-1 dan H-1". Pada N-metil, proton metil pada sinyal
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- On 2,47 (3 H, s) terikat pada karbon dengan pergeseran kimia 42,5 ppm dan

proton metil pada sinyal oy 2,51 (s, 3H) terikat pada karbon dengan
pergeseran kimia 42,5 ppm. Disamping itu resonansi dari proton-proton
‘aromatik terlihat pada pergeseran kimia 6,01 (1H, s); 6,06 (1H, s); 6,51 (1H,
s); 6,54 (1H, s); 6,72 (1H, d, J = 2 Hz); 6,82 (d1H, J=8,3 Hz); 6,86 (1H, d, J
=8,3 Hz); 6,77 (1H, d, J= 8,5 Hz); 6,77 (1H, d, J= 8,5 Hz); 6,99 (1H, d, J =
8,3 Hz); dan 6,99 ppm (1H, d, J = 8,3 Hz). Spektra *C NMR dan HMQC,
mengungkapkan bahwa proton-proton tersebut berturut-turut, terikat pada
karbon C-8' (6¢c 110,8 ppm), C-8 (8¢ 111,1), C-58' (B¢ 110,9), C-5 (¢ 111,1),
C-10 (0¢ 122,4), C-14 (8¢ 126,0), C-13 (8¢ 112,4) dan C-11' (5¢ 116,6), C-13’
(Oc 116,6), C-10' (8¢ 130,6) dan C-14’ (¢ 130,8), selanjutnya masing-masing
disebut H-8', H-8, H-5’, H-5, H-10, H-14, H-13, H-11’, H-13, H-10" dan H-14".
Sinyal dari proton N-metil (2,47 ppm) memperlinatkan korelasi dengan
karbon C-1 dan C-3, hal ini menunjukkan N-metil terikat pada cincin A, dari
salah satu unit bisbensilisokuinolin, demikian pula dengan sinyal N-metil
(2,51 ppm). Proton-proton gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,56; 3,59;
3,77, . 3,80; dan- 3,81 ppm berturut-turut terikat pada karbon dengan
pergeseran kimia §5,4; 55,5; 56,0; 55,6 dan 55,6 ppm, dar spektrum HMBC
diketahui bahwa proton-proton tersebut ada korelasi berturut-turut dengan
karbon C-7 (O¢ 146,2), C-7' (5¢ 146,3), C-12 (B¢ 149,6), C-6’ (B¢ 147,2) dan
C-6 (B¢ 147,2). Adanya dua pasang sinyal proton dengan pergeseran kimia
karbon yang sama: 6,77 ppm (1H, d, J= 8,5 Hz); 6,99 ppm (1H, d, J=8,3
Hz) dan 6,77 ppm (1H, d, J = 8,5 Hz); 6,99 ppm (1H, d, J = 8,3 Hz),
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memperlihatkan ada kesimefrian pada cincin C dari salah satu unit

bisbensilisokuinolin, dari analisis spektrum HMBC kedua pasang -proton
simetri tersebut adalah H-1 0o dengan H-13' dan H-11’ dengan H-14'. Dengan
demikian jembatan yang menghubungi kedua unit BBIK pada cincin C' ada
pada posisi C-12' dengan pada 6¢ 156,2 , sementara itu posisi jembatan
pada cincin C terletak pada posisi C-11 8¢ 144,4. Posisi kedua jembatan
yang sangat downfield itu memberikan petunjuk bahwa kedua unit
dihubungkan dengan satu oksigen, yang membentuk jembatan diaril eter.
Adanya dua proton aromatik yang bersebelahan di posisi C-13 dan C-14
pada cincin C diperlihatkan dalam spektrum 'H NMR yang berupa dua sinyal
doblet pada pergeseran kimia 6,86 ppm (d, J = 8,3 Hz) dan 6,82 ppm (d, J =
8,3 Hz) dengan sistem AB. Kedudukan tersebut didukung dengan spektrum
HMBC yang memperlihatkan adanya korelasi antara sinyal H-13 dengan
karbon C-9 (132,8 ppm) dan C-11 (144,4 ppm) dan korelasi sinyal H-14
dengan karbon C-10 (122,4 ppm), C-a (40,2 ppm). Demikian pula sinyal dari
proton H-10 (s) memperihatkan korelasi dengan karbon C-12 (149,6 ppm)
dan C-14 (126,0 ppm). Satu sinyal proton metoksi pada pergeseran kimia
- 3,77 ppm mempunyai korelasi dengan karbon C-12 (149,6 ppm), dengan
demikian pada cincin C terdapat gugus metoksi yang terikat pada posisi 12.
Spektrum HMBC memperlihatkan satu sinyal proton aromatik pada
6,51 ppm (s) mempunyai korelasi dengan karbon C+4’ (25,2 ppm), C-7’
(146,3 ppm), C-8a’ (128,9 ppm), disamping itu satu proton lainnya pada oy

6,01 (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-4a’ (125,7 ppm) dan C-6'
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{147,2 ppm). Dua dari lima sinyal metoksi (&n 3,59) dan (6u 3,80)

memperiihatkan korelasi dengan karbon C-7’ (6¢ 146,3) dan C-6' (8¢ 147,2).
Adanya korelasi ini membuktikan bahwa proton dengan pergeseran kimia
6,51; 6,01 ppm adalah H-5' yang terikat pada C-5' (6¢ 110,9) dan H-8" yang
terikat pada C-8' (8¢ 110,8), dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,59
ppm terikat posisi C-7' dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,80 ppm
terikat pada posisi C-6’ dari cincin B’.

Spektrum HMBC juga memperiihatkan satu sinyal proton aromatik
pada 8y 6,54 ppm (s) mempunyai korelasi dengan karbon C4 (¢ 25,4), C-7
(8¢ 146,2) dan C-8a (128,9), disamping itu satu proton lainnya pada &4 6,06
(s) mempunyai korelasi dengan karbon C-4a (6¢ 125,8) dan C-6 (6¢ 147,2).
Dua dari lima sinyal metoksi (34 3,56) dan (6y 3,81) memperlihatkan korelasi
dengan karbon C-7 (0c 146,2) dan C-6 (¢ 147,2). Adanya korelasi ini
membuktikan bahwa proton dengan pergeseran kimia 6,54 dan 6,06 ppm
adalah H-5 yang terikat pada C-5 (8¢ 111,1) dan H-8 yang terikat pada C-8
(6c 111,1), dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,56 dan 3,81 ppm
terikat pada posisi C-7 dan C-8 dalam cincin B.

Hasil analisis spektrum NMR dan spektrum massa, maka dapat
disimpulkan bahwa senyawa A-10 adalah alkaloida bisbensilisokuinolin tipe .
Dari penelusuran pustaka diketahui data spektra NMR senyawa ini mirip
dengan (-}-(1S,1 'R)-0,0’-dimetil-grisabinsa. namun karena konfigurasi dari

senyawa A-9 belum diketahui maka disimpulkan bahwa senyawa ini adalah
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(-)-0,0-dimetil-grisabin. Analisis HMBC senyawa A-10 dapat dilihat pada

Gambar 45. Data spektrum NMR senyawa ini dapat dilihat pada Tabel 15.

Gambar 45. Analisis HMBC senyawa A-10
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Tabel 15. Data spektra ™ C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400-MHz) senyawa A-10®

Posisi 3 °C & 'H (J dalam Hz) HMBC
1 64,6 3,57t 3,N-Me ,4a,8a,9
3 46,8 2,70m 1,4a
284 m
4 254 256 m 3
2,59 m
4a 125.,8
5 111.1 6,54s 4.7.8a
6 147,2
7 146,2
8 111,1 6,06 s 4a,6
8a 128,9
a 40,2 275 m 8a9
305m 1,10
9 132,8
10 122.4 6,72 d (2) 11,12,14
11 1444
12 149.6
13 112,4 6,86 d (8.3) 9,11
14 126,0 6,82 d (8,3) a,10,12
1 64,8 3,61¢ 3',N'Me, 42’ 8a',9
3 46,7 2,84 m 1’,4a
4 25,2 260m 3
4a’ 125,7
5 110,9 6.51s 47 8a'
&6 147,2
7 146,3
8’ 110,8 6,01s 43’6’
Ba’ 128,9
a’ 40,4 2,75m 9,10
3,16m 1',8a
g 133,7
100 130,6 6,99 d (8,3) a',12' 14
11’ 116,6 6,77 d (8,5) 9’12’13
12 156,2
13’ 116,6 6,77 d(8,5) 9,11, 12
14' 130,6 6,99 d (8,3) a',9,10',12',13’
OMe-6 55,6 381s 6
OMe-7 55,4 3,56s 7
OMe-6’ 55,6 380s 3
OMe-7' 55,5 3,09s 7
OMe-12 56,0 377 s 12
N-Me’ 42,5 2,47 s 13
N-Me 425 251s 1,3
®dalam CDCl;
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4.12, Senyawa A-11

Senyawa A-11 berupa zat padat seperti minyak berwarna kuning kecoklatan
dengan rotasi optik [alp®: -28,6 (MeOH, ¢ = 0,0006) dan UV spectrum pada
Amax 300 nm. Spektrum massa (LCMS) memperlihatkan puncak m/z 624,8645
(M+1), yang sesuai dengan rumus molekul C3sH4N2Og. Berat molekul yang
tinggi ini menunjukkan bahwa molekul senyawa A-11 ini adalah alkaloida
kelompok bisbensilisokuinolin (BBIK).

Dalam spektrum 'H NMR (Lampiran 26) terlihat adanya dua sinyal
dari proton N- metil pada pergeseran kimia 2,48 (3H, s) dan 2,51 (3H, s), dua
belas sinyal dari proton-proton gugus metilen pada 8 2,52 (1H, m); 2,52 (1H,
m); 2,59 (1H, m); 2,59 (H, m); 2,76 (1H, m); 2,79 (1H, m); 2,79 (iH, m); 2,80
(1H, m); 2,82 (1H, m); 3,13 (1H, m); 3,19 (1H, m); dan 3,22 ppm (1H, m),
empat sinyal dari proton-proton gugus metoksi pada & 3,58; 3,78; 3,81; dan
3,83 serta dua sinyal proton metin pada pergeseran kimia 3,67 (1H, m) dan
3,70 ppm {1H, m). Spektrum *C NMR (Lampiran 26) dan percobaan HMQC
dan HMBC (Lampiran 27), mengungkapkan bahwa proton-proton pada
pergeseran kimia 2,79 (1H, m) dan 3,22 ppm (1H, m) terikat pada karbon C-3
(46,4 ppm}), 2,52 ppm (1H, m) dan 2,59 ppm (1H, m) terikat pada C-4 (25,3
ppm), 2,80 ppm (1H, m) dan 2,82 ppm (1H, m) terikat pada C-a (40,6 pp;n),
2,76 ppm (1H, m) dan 2,79 ppm (1H, m) terikat pada C-3' (46,7 ppm), 2,52
ppm (1H, m) dan 2,59 ppm (1H, m) terikat pada C4' (25,2 ppm); 3,13 ppm
(1H m) dan 3,19 ppm (1H, m) terikat pada C-a' (40,4 ppm) sedangkan proton-
proton metin pada 3,67 (1H, m) dan 3,70 ppm (1H, m) terikat pada C-1 (64,8
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ppm) dan C-1' (64,9 ppm), selanjutnya proton-proton tersebut disebut
sebagai H-3, H4, H-q, H-3’, H4', H-a’, H-1 dan H-1". Untuk N-metil, proton
metil pada sinyal &y 2,48 ppm (3 H, s) terikat pada karbon dengan
pergeseran kimia 6 42,5 ppm dan proton metil pada sinyal o4 2,51 (1H, s)
terikat pada karbon dengan pergeseran kimia 0 42,5 ppm.

Disamping itu resonansi dari proton-proton aromatik terlihat pada
pergeseran kimia 6,00 (1H, d, J = 3,7 Hz); 6,11 (1H, s); 6,52 (1H, s); 6,54
(1H, s); 6,74 (1H, s); 6,81 (1H, s); 6,82 (1H, s); 6,84 (1H, d, J = 7,8 Hz); 6,84
{1H, d, J = 7,8 Hz); 7,00 (1H, d, J = 8,7 Hz); dan 7,00 ppm (1H, d, J=8,7
Hz). Spektrum *C NMR dan percobaan NMR 2 dimensi, mengungkapkan
bahwa proton-proton tersebut berturut-turut, terikat pada karbon C-8 (111,3
ppm), C-8’ (114,4 ppm), C-5 (110,7 ppm), C-5 (8¢ 110,1 ppm), C-14 (1211
ppm), C-10 (118,60 ppm) dan C-13 (117.9 ppm), C-11 (112,3 ppm), C-13
(112,3 ppm), C-10’ (130,9 ppm) C-14' (8¢ 130,9 ppm), selanjutnya disebut H-
8, H-8', H-5, H-5', H-14, H-10, H-13, H-11’, H-13’, H-10’ dan H-14".

Sinyal dari proton N-metil (3,67 ppm) memperlihatkan korelasi dengan
karbon C-1 dan C-3, hal ini menunjukkan N-metil terikat pada cincin A, dari
salah satu unit bisbensilisokuinolin, demikian pufa dengan sinyal N'-metil
(3,70 ppm) yang juga ada korelasi dengan C-1' dan C-3'. Proton-proton
gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,58; 3,78; 3,81.dan 3,83 ppm
berturut-turut terikat pada karbon dengan pergeseran kimia 55,6; 55,9; 55,9;
dan 56,2 ppm dari spektrum HMBC diketahui bahwa proton-proton tersebut

ada korelasi berturut-turut dengan karbon C-8’ {145,9 ppm), C-6 (146,6 ppm),
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C-7" (147,6 ppm), C-7 (143,6 ppm). Adanya dua pasang sinyal proton

dengan pergeseran kimia karbon yang sama: 6,84 (2H, d, J = 7,8 Hz) dan
7,00 ppm (2H, d, J = 8,7 Hz) memperlihatkan ada kesimetrian dari salah satu
unit bisbensilisokuinolin, analisis HMBC -menunjukkan pasangan proton
tersebut adalah H-10' dengan H-14’ dan H-11’ dengan H-13' dalam cincin C'.
Jembatan yang menghubungi kedua unit BBIK pada cincin C' -ada pada
posisi C-12' dengan sinyal downfield pada ¢ 155,7, sementara itu posisi
jembatan pada cincin C terletak pada posisi 11 dengan pada 8¢ 146,5. Posisi
kedua jembatan yang sangat downfield itu memberikan petunjuk bahwa
kedua unit dihubungkan dengan satu oksigen, membentuk diaril eter.

Spektrum HMBC memperlihatkan adanya korelasi antara sinyal H-13
dengan karbon C-9 (133,5 ppm) dan C-11 (146,5 ppm) dan korelasi sinyal H-
14 dengan karbon C-10 (118,0 ppm), C-a (40,6 ppm). Demikian pula sinyal
dari proton H-10 (s) memperlihatkan korelasi dengan karbon C-12 (148,0
ppm) dan C-14 (121,1 ppm). Satu sinyal karbon (C-12) dengan pergeseran
kimia pada 148,0 ppm, menunjukkan adanya ikatan antara karbon dengan
atom yang bersifat elektronegatif. Pada senyawa A-10 posisi ini ditempati
oleh gugus metoksi, namun pada senyawa A-11, karbon C-12 terikat gugus
OH.

Spektrum HMBC memperiihatkan resonansi dua dari lima sinyal
metoksi (3,81 ppm) dan (3,58 ppm) dengan karbon C-7' (147,6 ppm) dan C-6'
(145,9 ppm). Adanya korelasi ini membuktikan bahwa gugus metoksi pada

- pergeseran kimia & 3,81 ppm terikat posisi C-7' dan gugus metoksi pada
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pergeseran kimia 3,58 ppm terikat pada posisi C-6° dalam cincin B' dan dua

sinyal metoksi lainnya (3,83 ppm) dan (3,78 ppm) memperlihatkan korelasi
dengan karbon C-7 (146,2 ppm) dan C-6 (143,6 ppm), maka gugus metoksi
pada pergeseran kimia 3,83 dan 3,78 ppm terikat pada posisi C-7 dan C-6
dalam cincin B

Hasil analisis spektrum NMR dan spektrum massa, maka dapat
disimpulkan bahwa senyawa A-11 adalah alkaloida bisbensilisokuinolin tipe i
dan dengan membandingkan data spektrum NMR senyawa A-11 dengan
data dari pustaka, maka disimpulkan bahwa senyawa ini adalah (-)-dauricin’.
Adanya dua Strukiur senyawa A-11 dapat dilihat pada Gambar 46. Data

spetrum NMR senyawa ini dapat dilihat pada Tabel 16.

OCH; 4 o
HyC-N N-CH,
OCH, H,CO
H CH; Hj "
AN OH

Gambar 46. Struktur senyawa A11
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Tabel 16. Data spektra '>C NMR (100 MHz) dan 'H NMR (400 MHz) senyawa A-11°

Posisi 5 °C 5 H (J dalam Hz) HMBC
1 64,8 367Tm a 3
3 46,4 279m 1.4a,8a
322m
4 25,3 252m
2,59 m
4a 125,3
5 110,7 6,52 s 4,7,8a
6 148,6
7 143,6 :
8 111,3 6,00 d (3,7) 1,4a,6
8a 128,5
a 404 280m 10
2,82 m 14
9 133,5
10 118,0 6,81 d(2,7) 12,14
11 146.5
12 148,0 .
13 M7.9 6,82s 9,11,12
14 121,1 6,74 s 9,10,12
1 64.9 3,70 m 3a
3 46,6 2,76 m 1'4a’,8a’
279 m
4 25,2 252m 1
2,59m 1
4a' 125,3
5 110,1 6,54 s 4 7. 8a
e 145,9
7 1476
g' 1144 6,11s 1' 48’6
8a’ 128,6
o 40.4 3,13 m 10
3,19 m 14'
12 131,5
10’ 130,9 7.00d(8,7) 12,0
11 112,3 6,84 d(7,8) 9
12' 155,7
13 112,3 6,84 d (7,8) 9
14 130,9 7,00 d (8,7) 12'.a
OMe-6 55,9 3,78 s 6
OMe-6' 55,6 358s g'
OMe-7 56,2 3,83s 7
OMe-7' 55,9 3,81s 7
N-Me 41,1 248 s 1.3
N-Me' 42.5 2,51 s 1,3
8dalam CDCl
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4.13. Senyawa A-12

Senyawa A-12 berbentuk amorf kuning kecoklatan dengan rotasi optik [a]p>*:
+ 65 (MeOH, ¢ = 0,002) dan UV spectrum pada Apmax 296 dan 278 nm.
Spektrum massa (LCMS) memperlihatkan puncak m/z 610,8836 (M+1), yang
sesuai dengan rumus molekul Ci7H42N;Os. Berat molekul yang tinggi ini
menunjukkan bahwa molekul senyawa A-12 ini adalah dimer. Fragmentasi
dari 305,9366 menunjukkan kehilangan ‘satu monomer dari molekul, Salah
satu dimer dari atkaloida adalah kelompok bisbensilisokuinolin (BBIK).

Dalam spektrum 'H NMR (Lampiran 28) terlihat adanya dua sinyal
dari  N- metil pada pergeseran kimia 2,43 ppm (3 H s) dan 2,49 ppm (3 H,
s), dua belas sinyal dari proton-proton gugus metilen pada & 2,49 (1H, m);
2,58 (1H, m); 2,67 (1H, m); 2,69 (1H, m); 2,78 (1H, m); 2,80 (1H, m); 2,81
(1H, d, J=6,0 Hz); 2,84 (1H, m); 2,99 (1H, d, J=5,0 Hz); 3,10 (1H, d, /= 5,0
Hz); 3,08 (1H, m); 3,10 (1H, m); 3,22 (1H, m) dan tiga sinyal dari proton-
proton gugus metoksi pada 6 3,81; 3,81; 3,82 serta dua sinyal proton metin
pada pergeseran kimia 3,73 (1H, f) dan 3,63 ppm (1H, ). Spektrum *C NMR
(Lampiran 28) dan percobaan HMQC (Lampiran 29), mengungkapkan
bahwa proton-proton pada pergeseran kimia 2,78 dan 3,22 ppm terikat pada
karbon C-3 (46,6 ppm), 2,58 dan 2,80 ppm terikat pada karbon C4 (24,9
ppm), 2,81 dan 2,99 ppm terikat pada karbon C-a (40,5 ppm), 2,67 dan 3,08
ppm terikat pada karbon C-3' (47,3 ppm), 2,49 dan 2,69 ppm terikat pada
karbon C4’ (25,3 ppmy), 2,84 dan 3,10 ppm terikat pada karbon C-a’ (40,5

ppm), selanjutnya proton-proton tersebut disebut sebagai H-3, H-4, H-a, H-4’,
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H-3, dan H-a’, sedangkan proton-proton metin dengan pergeseran kimia 3,74

dan 3,63 ppm berturut-turut terikat pada C-1 (64,4 ppm) dan C-1' (64,6 ppm).
Disamping itu resonansi dari proton-proton aromatik terlihat pada 6 6,52 (1H,
s); 6,21 (1H,s); 6,59 (1H, d, J= 1,7 Hz); 6,83 (1H, d, J = 8,7 Hz); 6,81 (1H, d,
J = 8,7 Hz); 6,45 (1H, s); 6,31 (1H, s); 7,01 (1H, d, J=8,7 Hz); 6,80 (1H, d, J
= 8,7 Hz); 6,80 (1H, d, J = 8,7 Hz) dan 7,01 (1H, d, J = 8,7 Hz). Spektrum °C
NMR dan percobaan HMQC, menunjukkan bahwa proton-proton tersebut
berturut-turut, terikat pada karbon C-5 { 110,7 ppm), C-8 (114,0 ppm), C-10
(121,0 ppm), C-13 (112,3 ppm), C-14 (125,0 ppm), C-5’ (110,6 ppm) dan C-8'
(114,3 ppm), C-10’ (130,6 ppm), C-11' (118,1 ppm}, C-13’ (118,1ppm) dan C-
14’ (130,6 ppmy), selanjutnya disebut sebagai H-5, H-8, H-10, H-13, H-14, H-
5, H-8, H-10', H-11", H-13’, dan H-14".

Sinyal dari proton N-metil memperlihatkan korelasi dengan karbon C-1
dan C-3, hat ini menunjukkan N-metil terikat pada cincin A dari salah satu unit
bisbensilisokuinolin, sementara itu korelasi juga diperiihat sinyal proton N'-
metil dengan karbon C-1' dan C-3' yang menunjukkan terikat pada cincin A’
dari unit BBIK yang lainnya. Proton-proton gugus metoksi pada pergeseran
kimia 3,81; 3,81; dan 3,85 ppm yang beriurut-turut terikat pada karbon
dengan pergeseran Kimia 55,8; 5§6,1; dan 55,8 ppm diketahui mempunyai
korelasi berturut-turut dengan karbon C-6 (145,4 ppmj), C-6' (145,6 ppm) dan
C-12 (149,0 ppm). Adanya dua pasang sinyal dengan pergeseran Kimia yang
sama: H-107 H-14’ dan H-11'/H-13’, maka ada kesimetrian pada cincin C'

dari salah satu unit BBIK, sementara itu jembatan yang menghubungi kedua

137

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



unit BBIK pada cincin C’ ada pada posisi C-12' dengan sinyal downfield pada

Oc 155,6, sementara itu posisi jembatan pada cincin C terletak pada posisi 11
dengan sinyal pada medan rendah &¢ 145,6. Posisi kedua karbon yang
sangat downfield itu memberikan petunjuk bahwa kedua unit dihubungkan
dengan satu oksigen, membentuk diaril eter.

.Adanya dua proton aromatik yang bersebelahan (orto) H-13'dan H-14'
pada cincin C’ diperlihatkan dalam spektrum 'H NMR yang berupa dua.sinyal
doblet pada pergeseran kimia 6,80 (1H, d, J = 8,7 Hz) dan 7,01 ppm ( 1H, g,
J = 8,7 Hz) demikian pula dengan H-10' dan H-11' pada pergeseran kimia
7,01 ppm (1H, d, J = 8,7 Hz) dan 6,80 ppm (1H, d, J = 8,7 Hz). Kedudukan
tersebut didukung dengan spektrum HMBC (Lampiran 29) yang
memperlihatkan adanya korelasi antara sinyal H-13' dengan karbon C-9
(133,9 ppm), C-11"(118,1 ppm), C-12’ (1565,6 ppm) dan korelasi sinyal H-14’
dengan karbon C-a’'(40,5 ppm), C-10' dan C-12' (155,86 ppm), demikian. pula
sinyat dari proton H-10" memperlihatkan korelasi dengan karbon C-a' (40,5
ppm), C-12' (155,6 ppm) dan C-14’ (130,6 ppm), sementara proton H-11’ ada
korelasi dengan C-9' (133,9 ppm), C-12' (155,6 ppm) dan C-13' (118,1 ppm).

Pada cincin C juga terdapat dua proton yang bersebelahan yaitu H-13
dan H-14, posisi ini didukung den adanya spektrum doblet dari proton H-13
pada pergeseran kimia 6,83 (1H, d, J = 8,7: Hz) dan H-14 pada pergeseran
kimia 6,81 ppm (iH, d, J = 8,7 Hz). Dalam spektrum HMBC juga
memperlihatkan adanya korelasi dari sinyal proton H-13 dengan karbon C-9

(132,1 ppm), C-11 (1456 ppm) dan adanya korelasi sinyal proton H-14
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dengan karbon C-12 (149,0 ppm). Satu sinyal proton metoksi pada

pergeseran kimia 3,82 ppm mempunyai korelast dengan karbon C-12 (149,0
ppm), dengan demikian pada cincin C terdapat gugus metoksi yang terikat
pada posisi C-12.

Spektrum HMBC memperiihatkan resonansi safu sinyal proton
aromatik pada d 6,52 (s) yang mempunyai korelasi dengan karbon C-4 (24,9
ppm), C-7 (143,6 ppm), C-8a (129,6 ppm), disamping itu satu proton lainnya
pada & 6,21 (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-1 (64,4 ppm), C-4a
(125,0 ppm) dan C-6 (145,4 ppm). Satu dan tiga sinyal metoksi (3,81 ppm)
memperlihatkan korelasi dengan karbon C-6 (145,7 ppm). Adanya korelasi ini
membuktikan bahwa proton dengan pergeseran kimia 6,52 dan 6,21 ppm
adalah H-5 dan H-8 yang terikat pada C-5 (110,7 ppm) dan C-8 (114,0 ppm),
dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,86 ppm terikat posisi C-6 dalam
cincin B, karena sinyal karbon C-7 terlihat pada 143,6 ppm, maka pada posisi
ini yang terikat adalah gugus OH.

Spektrum HMBC memperiihatkan resonansi satu sinyal proton
aromatik pada 0 6,45 (s) yang mempunyai korelasi dengan karbon C-4' (25,3
ppm), C-7' (143,6 ppm), dan C-8a’ (129,3 ppm), disamping itu satu proton
lainnya pada & 6,31 ppm (s) mempunyai korelasi dengan karbon C-1' (64,6
ppm), C4a’ (125,0 ppm) dan C-6’ (145,6 ppm). Satu dari tiga sinyal metoksi
(3,81 ppm) memperlihatkan korelasi dengan karbon C-6’ (145,6 ppm).
Adanya korelasi ini membuktikan bahwa proton dengan pergeseran kimia

6,45 dan 6,31 ppm adalah H-5' dan H-8' yang terikat pada C-5' (110,6 ppm)
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dan C-8' (114,3 ppm), dan gugus metoksi pada pergeseran kimia 3,81 ppm

terikat posisi C-6’ dalam cincin B’, karena sinyal karbon C-7’ terlihat pada
143,6 ppm, maka pada posisi ini yang terikat adalah gugus OH.

Hasil analisis spektrum NMR dan spektrum massa, maka dapat
disimpulkan bahwa senyawa A-12 adalah alkaloida bisbensilisokuinolin tipe |
dan dengan membandingkan data spektra NMR senyawa A-12 dengan data
spekira dari literatur, maka disimpulkan bahwa kemungkinan senyawa A-12
adalah (+)-thaligrisin®'. Struktur senyawa A-12 dapat dilihat pada Gambar 47.

Data spektra NMR senyawa ini dapat dilihat pada Tabel 17.

OCHs 4 co
HsC-N N-CHs
OH HO
H H
AN OCH,4

Gambar 47. Struktur senyawa A-12

140

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.



Tabel 17. Data spekira **C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400 MHz) senyawa A-12°

Posisi 5 °C 5 'H (J dalam Hz) HMBC
1 64,4 3741 3.4a,8a,a
3 46,6 278 m

3.2m
4 24,9 258 m 3

280m
4a 125,0
5 110,7 6,52s 4,7.8a,
6 145 .4
7 143,6
8 114,0 6,21s 1,4a,6
8a 129,6
a 405 2,81 d(6,0) 10

2.99 d (5,0) 1
9 1321
10 121,0 6.59 d (1.7) 11,12,14
11 145,6
12 149.0
13 112,3 6.83 d (8,7) 9,11
14 125,0 6,81 d(8,7) 12
1 64,6 363f 3 .4a'.8a',a'\9’
3 47,3 267 m

3.08m
4 25,3 249m 3

269m
4z’ 125,0
5 110,6 645 s 4 7.,8a
g' 145,6
7 143,6
8 114,3 631s 1.6'.4a
8a’ 129,3
a' 40,5 284 m 10°

310m 14’
9 133,9
10 130,6 7.01d(87) 12,14, o
11’ 118,1 6,80 d (8,7) g 12", 13’
12 165,86
13’ 118,1 6,80 d (8,7) 9'11',13'
14" 130,6 7.01d(8,7) 10,12",a
OMe-8 55,8 381s 6
OMe-6' 56,1 381s &'
OMe-12 55,8 382s 12
N-Me 42,2 249 s 1,3
N-Me' 425 243 s 1.3

8datam CDCls
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4.14. Senyawa B-1

Senyawa B-1 berupa zat padat amorf berwama kehitaman dengan [a]p®*:
+129,2° (MeOH, c = 0,0016) dan serapan UV pada Apax 303 nm (MeOH).
Spektrum 'H NMR senyawa B-1 (Lampiran 30) memperlihatkan adanya tiga
sinyal berbentuk singlet pada pergeseran kimia 6,57 ppm (1H, s), 6,78 ppm
(1H, s) dan 7,98 ppm (1H, s) yang menunjukkan ada tiga proton aromatik dan
tiga sinyal pada pergeseran kimia 3,59 (s), 3,81 (s) dan 3,85 ppm (s) yang
- menunjukkan adanya gugus metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-
proton metilena diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,71 (1H, d, J = 13,9
Hz); 2,88 (1H, m); 3,03 (1H, m); 3,17 (1H, m); 3,49 (1H, m); dan 3,51 ppm
(1H, m), serta satu sinyal proton metin pada & 3.63 (1H, m). Kerangka apoifin
juga diperfihatkan dalam spektrum.**C MNR (Lampiran 30) pada pergeseran
kimia 28,5; 42,7; dan 35,9 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus
metilena yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C-4, C-5,
C-7, dan 6 60,1 ppm untuk karbon metin C-6a, sedangkan adanya--karbon-
karbon aromatik terlihat pada pergeseran kimia 110,5; 113,3; 114,3; 123,5;
126,7; 126,9; 128,5; 129,2; 144,1; 145,2; 145,6; dan 152,2 ppm. Percobaan
dengan NOE-diff (Lampiran 31) memperlihatkan bahwa iradiasi sinyal proton
pada pergeseran kimia 7,98 ppm' (H-11) menyebabkan perubahan sinyal
proton metoksi & 3,81 ppm, ini membuktikan kedudukan gugus metoksi
dengan pergeseran kimia 3,81 ppm terletak pada posisi C-10 dan iradiasi
sinyal proton pada pergeseran kimia 6,57 ppm (H-3) menyebabkan

perubahan sinyal proton gugus metoksi dengan pergeseran kimia 3,85 ppm,
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ini membuktikan gugus metoksi dengan sinyal pada pergeseran kimia 3,85

ppm terikat pada posisi C-2. Adanya satu sinyal karbon dengan pergeresan
kimia pada 145,6 ppm maka ada satu karbon lagi yang mengikat suatu gugus
yang bersifat elektronegatif selain gugus metoksi,  dengan demikian gugus
yang terikat pada posisi C-9 adalah gugus OH. Hasil analisis spektrum H
NMR, *C NMR, HMQC (Lampiran 31) dan dengan membandingkan struktur
molekul dari literatur maka dapat disimpulkan bahwa senyawa B-1 adalah
alkaloida laurotetanin®, CigH»>1O4N. Data spektrum 'H dan *C NMR dari
senyawa B-1 dapat dilihat pada Tabel 18.

Laurotetanin disebuf juga litsoein adalah alkaloida aporfin yang juga
telah diisolasi dari familia Lauraceae: Actinodaphne obovata, Litsea citrata; L.
glutenosa var glabaria; L. cubeba; L sebifera; L. wightiana; Nedlitsea sericea;
N.acuminatissima, Cassyta racemosa; Cryplocarya odorata; Lindera
pipericarpa; L. benzoin L (Blume), Monimiaceae: Dryadodaphne guinoensis;
Nermnuaron visielifardii; Palmeria fengeniana; Peumus boldus, Hernandiaceae:

Hernandia jamaicensis; lligera spp.

Struktur senyawa B-1(laurotetanin)
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Tabel 18. Data spektra **C NMR (100 Hz) dan ' H NMR (400 Hz) senyawa B-1°
-Posisi - 8.°C 3 'H (J dalam Hz)
'EN 1441
1a 126,9
1b (1285
2 | 152,2 _
3 110,5 6,57 s
3a 126,7
4 28,5 2,71 d (13,9)
317 m
5 427 : 349 m
3,51 m
ba 60,0 3,63 m
7 35,9 2,88m
13,03m
7a 129,2
114,3 6,78 s
9 1456
10 145,2
11 111,3 7,98 s
11a 123,5
OMe-1 55,8 359s
OMe-2 534 3,85s
OMe-10 55,7 381s
“datam CDCl,

4.15. Senyawa B-2
Senyawa B-2 berupa zat padat amorf kehitaman. Spektrum 'H NMR
senyawa B-2 (Lampiran 32) memperihatkan adanya tiga sinyal berbentuk

singlet pada pergeseran kimia 6,58 (1H, s), 6,81 (1H, s) dan 8,04 ppm (1H, s)
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yang menunjukkan ada tiga proton aromatik dan tiga sinyal pada pergeseran

kimia 3,65 (3H, s), 3,85 (3H, s), dan 3,89 ppm (3H, s) yang menunjukkan
adanya gugus metoksi aromatik, disamping itu adanya proton-proton metilen
diperiihatkan pada pergeseran kimia 2,76 (2H, m); 2,99 (1H, d, J = 4,1 Hz);
3,25 (1H, m); 3,31 {(1H, d, J = 4,1 Hz); dan 3,36 ppm (1H, m), serta satu
sinyal proton metin pada & 3.63 (1H, {). Kerangka aporfin juga diperlihatkan
dalam spektrum '*C MNR (Lampiran 32) pada pergeseran kimia 28,7; 53,1;
dan 33,9 ppm yang menunjukkan karbon-karbon gugus metilen yang pada
kerangka aporfin ada pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7, dan 62,4 ppm
untuk karbon metin C-6a, sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlihat
pada pergeseran kimia 110,2; 111,2; 113,9; 123,7; 126 ,4; 127,1 128,6; 129,7;
144.3; 144,9; 145,6; dan 152,1 ppm.

Adanya gugus N-metilt yang terikat pada cincin B terlihat pada
pergeseran kimia 2,57 ppm (s, 3H). Selain ’C NMR, spektrum HMQC
{(Lampiran 33) juga mengungkapkan bahwa proton-proton aromatik dengan
pergeseran kimia 6,58 (H-3), 6,81 (H-8) dan 8,04 ppm (H-11) berturut-turut
terikat pada C-3 (110,19 ppm), C-8 (114,0 ppm) dan C-11 (111,2 ppm).
Pergeseran kimia karbon lainnya menduduki posisi C-1 (144,3 ppm), C-2
(152,1 ppm), C-1a (128,6 ppm), C-1b (126,4 ppm), C-4a (127,1 ppm), C-7a
(129,7 ppm), C-9 (144,9 ppm), C-10 (145,4 ppm) dan C-11a (123,7 ppm).

Spektrum HMBC (Lampiran 33) memperlihatkan korelasi sinyal
resonansi proton H-3 dengan C-1, C-1b, C-2, dan C-4. Hal tersebut

mendukung bahwa proton dengan sinyal pada pergeseran kimia 6,58 ppm
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terikat pada posisi C-3, dan pada karbon C-1 dan C-2 terikat pada unsur
elektronegatif seperti oksigen, dalam hal ini gugus metoksi yang sinyal
resonansi proton-protonnya (54 3,65 dan 3,85) juga memperlihatkan korelasi
dengan C-1 dan C-2. Spektrum HMBC juga memperlihatkan korelasi sinyal
resonansi proton H-8 dengan C-10 dan C-1ta yang mendukung proton
dengan sinyal pada pergeseran kimia 6,81 ppm terikat pada C-8. Demikian
pula halnya dengan sinyal proton pada pergeseran 8,04 ppm memperlihatkan
korelasi dengan C-9 (144,9 ppm), C-7a (129,7 ppm) dan C-1a (128,6 ppm)
yang mendukdng posisi H-11. Analisis HMBC juga menunjukkan bahwa pada
karbon C-10 terikat gugus metoksi (84 3,89), dengan demikian pada C-9
terikat gugus hidroksi. Data spektra 'H NMR ,’C NMR (Tabe! 19) dan NMR
2 D ini memberikan petunjuk bahwa senyawa B-2 adalah alkaloida N-
metillaurotetanin?, CaoH2304N.

N-metillaurotetanin disebut juga lauroscholtzin, rogersin adalah
alkaloida aporfin yang juga telah diisolasi dari familia Lauraceae:
Actinodaphne obovata; Litsea citrata; L. glutenosa var glabaria; L. cubeba; L
sebifera; L. wightiana; Neolitsea sericea, N.pubescens, Cassyla racemosa;
Cryptocarya odorata; Monimiaceae: Nemuaron visielilardii, Palmeria
fengenriana; Peumus boldus Molina, Hernandiaceae: Hernandia spp,
Magnoliaceae: Liriodendron, Papaveraceae: Eschscholizia califomnica,

Rhamnaceae: Colubrina faralaorta faralaorta, Phylica rogersii Pillans
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Tabel 9. Data spektra "> C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400 MHz) senyawa B-2

HyCO.

™

Heo””

oo™

Struktur senyawa B-2 (N-metillaurotetanin)

Posisi aC 5 'H (J dalam Hz)
1 1443
ia 128,6
1b 126.4
2 1521
3 110,2 6585
3a 1271
4i4' 28,7 2,76 m; 2,76 m
515 53,1 3.25m;336m
Ga 62,4 362m
7 339 2,99d(4.1); 3,31 d(4,1)
7a 129,7
8 113,9 681s
9 1449
10 1454
11 111,8 804s
11a 1237
OMe-1 60,1 365s
OMe-2 55,8 385s
OMe-10 56,0 3,895
NMe 43.5 257s
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4.16. Senyawa B-3 b

Senyawa B-3 berupa zat padat amorf berwama keunguan dengan
rotasi optik fa)p?: + 25° (MeOH, ¢ = 0,0005). Spektrum 'H NMR senyawa B-3
{(Lampiran 34) memperlihatkan adanya tiga sinyal berbentuk singlet pada
pergeseran kimia 6,50 (1H, s), 6,79 (1H, s) dan 8,01 ppm (1H, s) yang
menunjukkan ada tiga proton aromatik dan dua sinyal pada pergeseran kimia
3,89 ppm (3H, s), dan 3,91 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya gugus
metoksi aromatik, di samping itu adanya proton-proton alifatik (gugus metilen,
metin) diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,57, dan 3,05 ppm. Kerangka
aporfin juga diperihatkan dalam spektrum *C NMR (Lampiran 34) pada
pergeseran kimia 28,9; §3,4; dan 34,1 ppm yang menunjukkan karbon-
karbon gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-
turut C-4, C-5, C-7, dan & 62,6 ppm untuk karbon metin C-6a, sedangkan
adanya karbon-karbon aromatik terlthat pada pergeseran kimia 108,7 111,6;
113,9; 119,6; 123,8;I 124,2; 127,0; 129,7; 140,4; 144,6; 145,0; dan 1457
ppm.

Adanya gugus metil yang terikat pada N dari cincin B terlihat pada
pergeseran kimia 2,55 ppm (s, 3H). Percobaan NOE-diff (Lampiran 35)
menunjukkan bahwa gugus metoksi dengan resonansi proton pada
pergeseran kimia 3,91 ppm terikat pada karbon C-2, sementara gugus
metoksi lainnya dengan pergeseran kimia 3,89 ppm terikat pada C-10. Data
spektra 'H NMR dan *C NMR ini memberikan petunjuk bahwa senyawa B-3

adalah alkaloida isoboldin, C4gH2104N, dugaan ini didukung pula dengan
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membandingkan spektrum isoboldin dari pustaka® (Tabel 20). Isoboldin

disebut juga N-metillaurelliptin adalah alkaloida aporfin yang juga telah
diisolasi dari familia Lauraceae: Beilschmiedia elliptica; B. podagrica; B. tawa;
Litsea xylanica; Cassyta racemosa; C. Pubescens; Nectandra saligna; N.
pichurim; Phoebe porfiria; Monimiaceae: Laurelia norae-selandica; Peumus
boldus, Papaveraceae: Corydalis stewartii; C. Pallida var tenuis; Glaucium.
elegana; G. f{funbrlligerumcava, Annonaceae: Monodora angolensis;
Schefferomitra  subsequalis, Berberidaceae: WNandina  domestica,
Leguminosae: Erythrina lysistemon; E. abyssinica; E. poepigiana; E. fuaca; E.
lithisperma, Symplocaceae: Symplocos celastiinea, Menispermaceae:

Cocculus trifobus.

HiCO

oR

Struktur senyawa B-3 (Isoboldin)
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Tabel 20. Data spektra 'H NMR dan *C NMR Senyawa B-3 dan Isoboldin®

Posisi Senyawa B-3 Isoboldin .
3"C(ppm) | & 'H (ppm) 3 ¥°C (ppm) 5 H (ppm)
1 140,4 140,6
1a 119,6 119,7
1b 123,8 123,5
2 1457 146,5
3 108,7 653 s 109,2 8,50 s
3a 127.0 126,7
4 28,9 28,4
5 53,4 52,9
6a 62,6 62,4
7 34,1 33,7
7a 129,7 129,1
8 113,9 6,79 s 1149 6,72 s
9 145,0 145,4
10 144,6 145,3
11 111,6 8,01 s 113,6 795 s
11a 124,2 123,0
OMe-2 56,1 391s 55,8 394 s
OMe-10 56,2 389s 55,8 3.86s
NMe 439 253s 43,6 252s

4.17. Senyawa B-4

Senyawa B4 berupa kristal jarum halus putih keunguan dengan rotasi
optik [0]o®: + 30° (MeOH, ¢ = 0,0001). Spektrum 'H NMR senyawa B4
(Lampiran 36) memperlihatkan adanya tiga sinyal berbentuk singlet pada
pergeseran kimia 6,52 (1H, s), 6,79 (1H, s) dan 7,64 ppm (1H, s) yang
menunjukkan ada_tiga proton aromatik dan satu sinyal pada pergeseran kimia
3;,93 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya gugus metoksi aromatik, serta
dua sinyal resonansi proton-proton metilen dioksi pada pergeseran kimia 5,92

ppm (1H, s) dan 6,07 ppm (1H, s). Adanya proton-proton metilen

diperlihatkan pada pergeseran kimia 2,69 (2H, m,); 2,79 (m, 1H); 3,00 (m,
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2H); 3,36 (m, 1H), serta satu sinyal proton metin pada & 3,93 (m, 1H).

Kerangka aporfin juga diperlihatkan dalam spektrum *C MNR (Lampiran 36)
pada pergeseran kimia 29,4, 43,3; 36,4 ppm yang menunjukkan karbon-
karbon gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada pada posisi berturut-
turut C4, C-5, C-7, dan 62,6 ppm untuk karbon metin C-6a, sedangkan
adanya karbon-karbon aromatik terlihat pada pergeseran kimia 107,1; 110,1;
114,6;123,1; 126,7; 127,6; 127,9; 128,9; 141,5; 145,4 (2x); 146,0 ppm.
Adanya proton-proton dari gugus metilen dioksi yang terikat pada C-1
dan C-2 di cincin A terlihat pada pergeseran kimia 5,92 (1H, d, J = 1,4 Hz)
dan 6,07 ppm (1H, d, J = 1,4 Hz) demikian pula pada spektrum *C NMR
terihat sinyal yang khas untuk karbon dari metilen dioksi yaitu pada & 100,5
ppm. Pada percobaan COSY (LLampiran 36) terihat adanya kopling spin-spin
proton H-6 dengan H-7 dan H-5 dengan H-4. Spektra 'H NMR, '*C NMR,
COSY, dan dengan membandingkan spektrum actinodaphnin dari pustaka,
maka dapat disimpulkan bahwa senyawa B-4 adalah alkaloida actinodaphnin,
C1sH1704N. Actinadaphnin adalah alkaloida aporfin yang juga peméh diisolasi
dari familia Hernandiaceae: llligera luzonensis, lLauraceae: 'Actinadabhne
obovata, Cassyta americana;, C. melantha; Litsea glutenosa; L. sebifera;
Neolitsea sericea. Rotasi optik actinodaphnin menurut pustaka adalah [a]p?° :

+39° (CHCls, ¢ = 1)2
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Senyawa B-4 (actinodaphnin)

Tabel 21. Data spektra ° C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400 MHz) senyawa B-4

Posisi 3 °C 5 'H (J dalam Hz)

1 _ 1454

1a 123,1

1b 1279

2 145.4

3 107,1 6,52

3a 126,7

4 294 269m
3,00m

5 43,3 3.00m
3,36 m

6a : 64,7 3,93m

7 36,4 269 m
2,79m

7a 128,9

8 114,5 6,79s

9 146,6

10 1451

11 110,1 76453

11a 127,6

OMe-10 56,1 393s

OCH,0O - 100,5 592d(14)
6,07 d (1,4)

4.18. Senyawa B-5

Spektrum 'H NMR senyawa B-5 (Lampiran 37) memperiihatkan adanya tiga

sinyal berbentuk singlet pada pergeseran kimia 6,51 (1H, s), 6,81 (1H, s,) dan

7,61 ppm (1H, s) yang menunjukkan ada tiga proton aromatik, dan satu sinyal
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pada pergeseran kimia 3,91 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya gugus
metoksi aromatik. Adanya proton-proton metilen diperlihatkan pada
pergeseran kimia 2,76 (2H, m); 3,06 (1H, d, /=46 Hz); 3,09 2H, d, J=4,4
Hz); 3,25 (1H, m); dan 3,36 ppm (1H, m), serta satu sinyal proton metin
pada & 3,62 (1H, m). Kerangka aporfin juga diperlihatkan dalam spektrum C
NMR (Lampiran 37) pada pergeseran kimia 28,8; 53,4; dan 33,5 ppm yang
menunjukkan karbon-karbon gugus metilen yang pada kerangka aporfin ada
pada posisi berturut-turut C-4, C-5, C-7, dan 62,2 ppm untuk karbon heﬁn C-
6a, sedangkan adanya karbon-karbon aromatik terlhat pada pergeseran
kimia 106,6; 109,9; 114,0; 123,8; 126,3; 127,5; 128,3; 129,5; 144,2; 145,0;
dan 145,2 (2x) ppm. Adanya proton-proton dan gugus metilen dioksi yang
terikat pada C-1 dan C-2 di cincin B terlihat pada pergeseran kimia 5,94 (1H,
s) dan 6,09 ppm (1H, s) demikian pula pada spektrum C NMR terihat sinyal
yang khas untuk karbon yang terikat dengan oksigen dari metilen diocksi yaitu
pada O¢ 100,6. Dengan membandingkan spektrum N-metilactinodaphnin dari
literatur, maka diduga senyawa B-5 adalah alkaloida N-metilactinodaphnin
CigH1504N. N-metilactinodaphnin dengan nama lain cassythicin adalah
alkaloida aporfin -yang pernah diisolasi da{i familia Lauraceae: Cassyta

americana, C. melantha; Litsea glutenosa; Neolitsea sericea.?
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Struktur senyawa B-5 (N-metilactinodaphnin)

Tabel 22, Data spektra > C NMR (100 MHz) dan ' H NMR (400 MHz) senyawa B-5

Posisi 8 °C 5 'H (J dalam Hz)

1 145,2

1a 128,3

1b 126,3

2 145,2

3 106,6 6,518

3a 127.5 '

4 28,8 2,76m
2,76 m

5 53,4 3,25 m
3,26 m

6a 62,2 3,62m

7 335 3,06 d (4,6)
3,09 d (4.6)

7a 129,5 .

8 114,0 6,81s

9 145,0

10 1441

11 109,9 7.61s

11a 123,8

OMe-10 56,1 3,91s

OCH,O 100.6 594d(1,2)
6,09 d (1.2)

NMe 434 249 s
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4.19. Senyawa B-6 dan senyawa B-7

Senyawa B-6 merupakan zat padat amorf kehitaman dan senyawa B-7
berbentuk zat padat amorf kehitaman dengan [alo®: + 150° (MeOH, ¢ =
0,0004).

Spektrum 'H NMR senyawa B-6 (Lampiran 37) memperihatkan

adanya tiga sinyal pada pergeseran kimia 6,67 ppm (1H, s), 6,88 ppm (1H, d,

J = 8,3 Hz) dan 7,06 ppm (1H, d, J = 7,3 Hz) yang menunjukkan ada tiga

broton aromatik dan t_iga sinyal pada pergeseran kimia 3,72 (3H, s), 3,89 (3H,
s), dan 3,90 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya tiga gugus metoksi
aromatik, disamping itu adanya proton-proton alifatik diperlihatkan pada
pergeseran kimia antara 2,64 sampai dengan 3,66 ppm. Adanya gugus metil
yang terikat pada N dari cincin B terlihat pada pergeseran kimia 2,53 ppm
(3H, s).

Hasil pengukuran 'H NMR senyawa B-7 (Lampiran 37)
memperlihatkan adanya tiga sinyal resonansi proton-proton aromatik pada
pergeseran kimia 6,69 ppm (1H, s), 6,86 (1H, d, J = 8,1 Hz) dan 7,05 ppm
(1H, d, J = 8,3 Hz), dan tiga sinyal pada pergeseran Kimia 3,86 (3H, s), 3,87
(3H, s), dan 3,89 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya tiga gugus inetoksi
aromatik, di samping itu adanya proton-proton alifatik diperiihatkan pada
pergeseran kimia antara 2,14 sampai dengan 3,50 ppm Spektrum 3C NMR
(Lampiran 38) dari senyawa ini memperlihatkan pola kerangka aporfin,
adanya sinyal pada pergeseran kimia 29,7; 41,1, 34,5; dan 62,2 ppm,

menunjukkan karbon-karbon C4, C-5, C-7, C-6a yang mengikat proton-
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proton metilen dan metin, adanya pergeseran kimia pada 53,1; 56,0; dan

56,1 ppm menunjukkan karbon yang mengikat gugus-gugus metoksi pada
cincin aromatik. Sinyal dari karbon-karbon aromatik terlihat pada pergeseran
kirﬁia 111,5; 111,3; 118,9; 121,4;122,1; 125,2; 125,8; 127,2; 143,5; 1440,
150,6; dan 152,4 ppm yang kedudukkannya bertut-turut ada pada posisi C-3,
C-9, C-8, C-1a, C-11a, C4a, C-1b, C-7a, C-11, C-1, C-2, dan C-10.

Sama seperti senyawa B-6, pada senyawa B-7 juga terdapat sinyal
resonansi doblet dari proton-proton aromatik dengan sistem AB dengan
kopling konstan sekitar 8 Hz, maka pada kedua senyawa ini mempunyai dua
proton aromatik yang letaknya bersebelahan (orto). Percobaan NOE—diff
(Lampiran 38) iradiasi proton aromatik pada pergeseran kimia 6,69 ppm
memberikan perubahan pada sinyal proton metoksi pada pergeseran kimia
3,89 ppm. Perbedaan senyawa B-7 dengan senyawa B-6, adalah tidak
adanya sinyal proton N-metil pada senyawa B-7. Hasil perbandingan dengan
struktur senyawa corydin dan norcorydin dar literatur, maka diduga senyawa
B-6 adalah corydin?, CaoH2204N sedangkan senyawa B-7 adalah norcorydin?,
C1sH2104N. '

Norcorydin adalah alkaloida aporfin yang juga pemah diisolasi dari
tanaman _ familia Annonaceae: Annona aguamosa;, FPopowia species,
Menispermaceae: Sfephania dinklagei, Papaveraceae: Papaver bractetum.
Sedangkan corydin disebut juga glaucentrin, permah diisolasi dari tanaman
familia Annonaceae: Annona sp, Lauraceae: Cinnamomum sp, Liliaceae:

Baeaometra sp, Menispermaceae: Slephania dinklagei; S. venosa,
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Papaveraceae: Corydalis tuber, Dicentra aximia; D. formosa; D. oregana,
Glaucium oxolobum;, G. -fibrilligenum; G. comiculatun, G. elegans,

Ranunculaceae: Thalictrum dioicum.

Struktur senyawa B-6 (Corydin) Struktur senyawa B-7(Norcorydin)

Tabel 23. Data spektrum 'H NMR Senyawa B-6

Posisi 3 'H (J dalam Hz)

3 6,67 s

8 7,06 d (7,3)
9 6,87 d (8,3)

11a
OMe-2 380s
OMe-10 388s
OMe-11 372s
NMe 253s
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Tabel 24. Data spektrum 'H NMR dan **C NMR Senyawa B-7

Posisi 3 °C 5 'H (J dalam Hz)

1 144,2

1a 121,4

1ib 125,8

2 150,6

3 111,5 6,69s

3a 125,2

4 29,7

5 41,1

6a 34,5

7 34,5

7a 127,2

8 118,9 7.05 d (8,1)
9 111,4 6,86 d(8,1)
10 152,4

11 143,5

11a 122,1

OMe-2 53,1 389s
OMe-10 56,0 387s
OMe-11 56,1 362s

4.20. Senyawa C-1 dan senyawa C-2

Spektrum 'H NMR senyawa C-1 (Lampiran 39) memperlihatkan adanya tiga
sinyal proton aromatik pada pergeseran kimia 6,59 (IH, s), 6,71 (1H, s) dan
7,94 ppm (1H, s) dan dua sinyal- pada pergeseran kimia 3,65 (1H, s) dan 3,86
ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya dua gugus metoksi aromatik, di
sampi‘ng itu adanya proton-proton alifatik diperlihatkan pada pergeseran
kimia antara 2,62 sampai dengan 3,38 ppm. Adanya resonansi dua proton
dari metilen dioksi yang terikat pada C-1 dan C-2 terlihat pada pergeseran
kimia 5,94 (1H, d, J = 1,2 Hz) dan 5,95 ppm (1H, d, J = 1,5 Hz). Hasil analisis

dan perbandingan antara spektrum 1H NMR senyawa C-1 dengan {-)-
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nordicentrin dari literatur dapat dilihat pada Tabel 26, dari hasil perbandingan

ini maka diduga senyawa C-1 adalah nordicentrin C4gH1gO4N.

Hasil pengukuran 'H NMR senyawa C-2 (Lampiran 39)
memperlihatkan adanya lima sinyal resonansi proton-proton aromatik pada
pergeseran kimia 7,13 (1H, s), 7,72 (1H, d, J = 5,4 Hz), 7,93 (1H, s), 8,62
(1H, s}, dan 8,83 ppm (1H, d, J = 5,1 Hz), dan dua sinyal pada pergeseran
kimia 3,94 (3H, s) dan 4,03 ppm (3H, s) yang menunjukkan adanya dua
gugus metoksi aromatik. Spektrum ini tidak memperlihatkan sinyal dar
proton-proton alifatik yang biaéanya terlihat - pada spektrum aporfin.
Pergeseran kimia dari resonansi proton-proton aromatik yang muncul ada
pada daerah downfield yaitu sekitar 7 ppm menunjukkan ciri dari senyawa
oksoaporfin.

Proton-proton senyawa C-2 muncul pada daerah lebih downfield dari
pada proton aromatik alkaloida aporfin lain dan proton pada posisi C-11
.adalah yang paling downfield. Adanya dua puncak doblet pada daerah 7,72
dan 8,83 ppm dengan kopling konstan sekitar 5,4 Hz juga merupakan ciri
khas dari alkaloida oksoaporfin. Nilai kopling konstan yang kecil ini
disebabkan adanya atom nitrogen tetangga. Adanya singlet pada pergeseran
kimia 6,08 ppm dari dua proton metilen dioksi, juga r;lempakan ciri metilen
dioksi pada oksoaporfin, ini disebabkan adanya karbonil tetangga pada C-7
yang menyebabkan efek induksi. Biasanya untuk oksoaporfin, metilen dioksi

ini terikat pada C-1, C-2 atau C-9, C-10.
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Senyawa C-2 mempunyai tiga proton singlet, dua proton doblet, satu

metilen dioksi dan dua gugus metoksi, maka dapat diduga senyawa ini
adalah dicentrinon , CioH130sN. Perbandingan antara spektrum H NMR
senyawa C-2 dengan dicentrinon dari literatur dapat dilihat pada Tabel 25.
Alkaloida nordicentrin sebelumnya telah diisolasi ada dalam bentuk (+)
nordicentrin dari tanaman genus Lindera familia Lauraceae dan (-)
nordicentrin dari Stephania pierrei Diels familia Menispermaceae. Dicentrinon
sebelumnya telah diisolasi dari tanaman familia Hernandiaceae: Hemandia
jamaicensijs, Lauraceae: Lindera oldhamii, Ocofea macropoda, dan

O.leucoxylon.

o /o)
LS SO e

° ‘ A \° l q
H,CO H,CO

OCH, OGH3

Senyawa C-1(Nordicentrin) Senyawa C-2 (Dicentrinon)
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Tabel 25. Data Spektrum 'H NMR Senyawa C-2 dan Dicentrinon

Posisi Senyawa C-2 Dicentrinon™
3 'H 2 (J dalam Hz) 5 *H ° (J dalam Hz)
3 —
1a
1b
2
3 7.13s 6,85s -
3a
4 7.72d (5,4) 7,54 d{5,2)
5 8,83 d(5,1) 8,48 d(5,2)
6a
7
Ta
8 784 s 7,58 s
9
10
11 862s 7,59s
11a ‘
OMe 3945 374s
OMe 4,03 s 381s
QCH,O 6,08 s 6,14 s

adatam CDCl; , ° dalam CDCl, - CD;0D

Tabel 26. Data Spektrum 'H NMR Senyawa C-1 dan Nordicentrin

Posisi Senyawa C-1 {-) Nordicentrin®’ " (+) Nordicentrin®

8 'H(J dalam Hz) | 8 'TH3Jdalam Hz) | & 'H°(J/dalam Hz)

1

1a

1b

2 _

3 6,58s 6,47 s 658s

3a

4

5

6a

7

7a

8 6,71s 6,69 s 6,96 s

9

10

1" 7938 7625 7,83s

11a

OMe 3,68s 3,86s 4,04 s

OMe 386s 3,87s 402s

OCH,0O 5,94d{1,2) 5,87 d (1,3) 6,07d (1,3)
5,95 d (1,5) 6,02 d (1,3) 6,20 d (1,3)

2 dalam CDCl; dan ° dalam (CF3COOH)
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4.21. Uji Bioaktivitas

Pengujian bioaktivitas meliputi uji anti malaria terhadap Plasmodium
falciparum, uji toksisitas dengan metode BSLT dan uji sitotoksisitas terhadap
sel murine leukemia P-388.

4.21.1. Uji Antimalaria Ekstrak Alkaloida Terhadap P. falciparum

Ekstrak alkaloida total dari kulit batang A. pruinosa dan A. sphaerocarpa diuji
untuk mengetahui aktivitas hambatannya terhadap pertumbuhan parasit
malaria P. falciparum FCR3 (for chiloroquine resistence), sertifikat dari
plasmodium 3D7 (chlorogquine sensitive) dapat dilihat pada Lampiran 40.
Pembanding yang digunakan adalah artemisinin dan chioroquine. Hasil
pengujian tersaji dalam Tabel 27. .

Tabel 27. Hasil pengujian penghambatan ekstrak A. sphaerocarpa dan A. pruinosa
terhadap pertumbuhan P. falciparum FCR3. ‘
Dosis (mg/mL) Laju pertumbuhan {%) 1Csp

Ekstrak A. sphaerocarpa 107" 100
10° 89,189
10° 37,838
10 37,838 2,5 x 107 pg/mL
10° 18,919
10™ 24,324
10 4 545
Ekstrak A.puinosa 107 100
107 91,892
10° 89,189
10” 89,189 Tidak dapat
107 81,081 dihitung
10~ 72,972
10 54,054
Chloroquine (P. falciparum 3D7) 3x10°M
Artemisinin (P. falciparum FCR3) R 1x10° M

Data pengaruh konsentrasi pada laju pertumbuhan (growth rale) parasit pada

Tabel 27 dianalisis dengan program komputer Sigma-plot 2000. Hasil analisis

162

Kandungan alkaloida..., Tiah Rachmatiah, FMIPA Ul, 2008.




W

data diperoleh 1Csp untuk ekstrak A. spherocarpa adalah 2,5 x 10 -mg/mL
yang setara dengan 2,5 x 10° pg/mL, sedangkan untuk A. pruinosa tidak
dapat dihitung-karena tidak terlihat ada pengaruhnya terhadap pertumbuhan
parasit. ICsp adalah nilai yang dinyatakan untuk senyawa yang menghasiikan
50% penghambatan pertumbuhan- relatif terhadap kontrol. Grafik hubungan
antara konsentrasi-ekstrak A. sphaerocarpa dan A. pruinosa dengan laju
pertumbuhan plasmodium dapat dilihat pada Lampiran 42.

-4.21.2 Uji Toksisitas Ekstrak Alkaloida Terhadap Larva Udang Arfemia

salina Leach {BSLT)

Ekstrak alkaloida total dan kulit batang A. pruinosa dan A. sphaerocarpa diuji
untuk mengetahui toksisitasnya terhadap larva udang Artemia salina Leach.
Toksisitas ditentukan dengan melihat nilai LCsp yang dihitung berdasarkan
analisis probit. Hasil pengujian toksisitas disajikan pada Tabel 28.

Tabel 28. Hasil uji toksisitas ekstrak A. pruinosa dan A. sphaerocarpa terhadap larva
Arternia salina.

Bahan uji Konsentrasi (ppm) Mortalitas (%) LCso
Ekstrak A.pruinosa 50 0,00
: 100 60,61 106,46
200 84,00
400 100,00
Ekstrak A.sphaerocarpa 50 0,00
. 100 32,35 126,65
200 90,24
400 100,00

Hasil pengujian memperlihatkan bahwa kedua ekstrak memiliki toksisitas

yang akfif , karena ekstrak dikatakan aktif jika nilai LCsy < 1000 ppm.
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~ 4.21.3. Uji Sitoksisitas Ekstrak Alkaloida Terhadap Sel Murine Leukemia

P-388
Pengujian sitotoksisitas terhadap sel murine lekemia P-388 dilakukan pada
ekstrak alkaloida total A. pruinosa dan A. sphaerocarpa. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa alkaloida total A. pruinosa memberikan nilai dengan ICs
5,1 pg/mL dan 34,2 pg/mL untuk ekstrak A. sphaerocarpa. Hasil pengujian
dapat dilihat pada Tabel 29.
4.21.4. Uji Sitoksisitas Senyawa A-1, A-3, A4, Lindcarpin dan A-10
Terhadap Sel Murine Leukemia P-388
Selanjutnya percobaan dilanjutkan pada senyawa baru pruinosin A, B, C, D,
dan lindcarpin, serta satu senyawa BBIK (A-10) yang diisolasi- dari kulit
batang A. pruinosa. Hasil pengujian dapat dilihat pada. Tabel 29.

Tabel 29, Hasil uji sitotoksisitas ekstrak A. pruinosa, A. sphaerocarpa dan senyawa
A-1, A-2, A-3, A4, lindacarpin, serta A-10 terhadap se!l murine P-388

Konsentrasi Optical Density
(ug/mL) A B Cc D E F . G H
100 0,002 | 0,046 | 0,005 | 0,019 {0,0450| 0,032 | ,038 0,001
30 -0,002 | 0,067 | 0,020 | 0,044 | 0,055 | 0,095 |-0,068| 0,037
10 0,008 | 0,083 ( 0,022 | 0,097 | 0,079 | 0,125 | 0,883 | 0,047
3 0,149 | 0,110-| 0,031 | 0,105 { 0,107 | 0,157 | 1,027 { 0,073
1 0,177 | 0147 | 0,105 | 0,100 | 0,096 | 0,166 | 1,030 | 0,151
0,3 0,162 | 0,463 | 0,073 | 0,102 | 0,098 | 0,247 | 1,102 | 0,147
0 0,183 | 0,148 { 0,076 | 0,217 | 0,203 | 0,156 | 1,126 | 0,140
1Cso (ug/mL) | 5,1 342 | 39 24,0 38,0 52,0 16,0 10,0

Keterangan: A = ekstrak A. pruinosa, B = ekstrak A. sphaerocampa, C = senyawa
A-1 (pruinosin A), D = senyawa A-2 (pruinosin B), E = senyawa A-3
{pruinosin C) F = senyawa A4 (pruinosin D), G = lindcarpin H =
senyawa A-10. : ‘ : T

Derajat sitotoksisitas suatu zat uji terhadap sel murine leukemia P-388 adalah

sangat sitotoksik jika ICso < 2 pg/mb, aktif jika nilai ICsp 2-4 pg/ml. untuk
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senyawa mumi, dan ICsp < 20 pg/mL untuk ekstrak. Kontrol positif digunakan

Artonin E dengan ICsq 0,4 pg/mil.
Hasil uji bioaktivitas memperiihatkan bahwa ekstrak alkaloida-total A.

sphaerocarpa aktif terhadap parasit malaria P. falciparum dengan |Cso
2,5 x 10® ppm. Hal ini disecbabkan ekstrak ini mengandung norcorydin yang
diketahui aktif terhadap P. falciparum’™. Sementara itu ekstrak A. pruinosa
tidak memperiihatkan pengaruhnya terhadap pertumbuhan P. falciparum,
padahal dari ekstrak ini berhasil diisolasi empat senyawa bisbenzilisokuinolin
(BBIK). Hasil penelusuran pustaka dehatrin® (BBIK yang mengandung dua
jembatan diaril eter) dan (+)-costaricin’® (BBIK yang mengandung satu
jembatan diarl efer) mempunyai aktivitas antiplasmodium. Tidak aktifnya
ekstrak A. pruinosa kemungkinan disebabkan senyawa yang terkandung di
dalamnya tidak aktif secara in vitro, sehingga periu dilakukan uji secara in
vivo menggunakan hewan tikus yang diinfeksi dengan P. berghei. Dengan
cara ini dapat diketahui apakah senyawa dapat diubah oleh enzim-enzim
pencemaan menjadi metabolit yang akiif.

Ekstrak alkaloida A. pruinosa akiif terhadap sel murine P-388 (ICs =
5,1 pg/mL) selanjutnya empat senyawa baru dan salah satu senyawa
bisbenzilisokuinolin hasil isolasi dari ekstrak ini diuji akfivitasnya.

Menurut ketentuan dari Alley (1988), senyawa baru turunan lindcarpin
vaitu pruinosin A, (+)-(R)-N-(2-hidroksipropil)-lindcarpin, aktif dengan ICs; =
3.9 ua/mL, sedangkan isomemya pruinosin B vyaitu (#)-{S)-N-(2-

hidroksipropil)-lindcarpin tidak akiif dengan iCsp 24,0 ug/mL demikian pula
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dengan lindcarpin tidak aktif dengan 1Csy 16,0 pg/ml. Hal tersebut

menunjukkan bahwa dengan penambahan gugus 2-hidroksipropil pada
lindcarpin (pruinosin A) meningkatkan aktifitasnya terhadap sel murine P-388,
tetapi sebaliknya perbedaan konfigurasi dari 2-hidroksipropil (pada pruinosin
B) akan menurunkan aktifitas. Struktur pruinosin A memiliki bagian lindcarpin
(aporfin) yang bersifar agak planar®’ dan 2-hidroksipropil yang bersifat kiral.
Bagian lindcarpin mungkin dapat menyisip (interkalasi) ke dalam DNA sel
murine sehingga dapat menghambat pertumbuhan sel®®, hambatan tersebut
ditingkatkan dengan adanya interaksi antara 2-hidroksipropil dengan suatu
enzim tertentu dari sel dengan konfigurasi yang cocok., Untuk mengetahui
kerja dari senyawa ini perlu dilakukan pengujian lebih lanjut dengan melihat
.daya hambatnya pada enzim-enzim tertentu seperti DNA topoisomerase.
.A_d_anya perbedaan struktur menyebabkan senyawa A-3 dan A4 (R dan.S-N-
2-_hidrokéipropil-laurolitsin) serta A-10 yaitu (-)-O, O-dimetil-grisabin tidak aktif
dengan nilai ICsp berturut-turut 38,0, 52,0, dan 10 pg/mL..

Hasil pengujian toksisitas dengan metode BSLT dari ekstrak kulit
batang A. sphaerocarpa dan A. pruinosa menunjukkan kedua ekstrak
tersebut bersifat toksik dengan nilai LCsy berturutturut 126,7 dan 106,5
pg/mL. Umumnya hasil BSLT menunjukkan adanya korelasi dengan
bioaktivitas lain seperti antikanker atau antimikroba. Dengan demikian kedua
ekstrak tersebut diharapkan mempunyai aktivitas sebagai antikanker ataupun

bioaktivitas lainnya, hal ini telah dibuktikan bahwa ekstrak A. sphaerocampa
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aktif terhadap P. falciparum sedangkan ekstrak A. pruinosa aktif terhadap sel

leukemia murine P-388.

Ekstrak dari daun C. ferrea tidak diuji bioaktivitasnya, walaupun begitu
kedua alkaloida yang terkandung di dalamnya yaitu dicentrinon sudah
diketahui mempunyai aktivitas apoptosis sel kanker nasofaring dan bersifat
menghambat DNA Topoisomerase I, dan nordicentrin dilaporkan

mempunyai EDs 0,6 pg/mL pada sel murine P-388%".
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BABV

KESIMPULAN DAN SARAN -

5.1. Kesimpulan

Alkaloida yang berhasil diisolasi dari kulit batang A. pruinosa Nees
adalah dua senyawa baru turunan lindcarpin yaitu: pruinosin A, (+)-(R)-N-(2-
hidroksipropil)-lindcarpin, dan pruinosin B, (+)-(S)-N-(2-hidroksipropil)-
lindcarpin, dua senyawa baru turunan laurolitsin yaitu pruinosin C, (+)-(R)-N-
(2-hidroksipropil)-laurolitsin, dan pruinosin D, (+)-(S)-N-(2-hidroksopropil)-
laurolitsin, serta satu bisbenzilisokuinolin (-)-N'-desmetil-grisabin, bersama
dengan tujuh alkaloida yang sudah dikenal yaitu lindcarpin, N-metillindcarpin,
laurolitsin, boldin, (-)}-O, O-dimetil-grisabin, (-)-dauricin, dan (+)-thaligrisin.

Alkaloida yang berhasit diisolasi dari kulit batang A. sphaerocarpa (Bl)
Nees adalah [aurotetanin, N-metfillaurotetanin, isoboldin, actinodaphnin, N-
metilactinodaphnin, corydin, dan norcorydin. Alkaloida yang berhasil diisolasi
dari daun C. ferrea Bl adalah nordicentrin dan dicentrinon.

Aktivitas terhadap parasit malaria P. falciparum dijumpai pada ekstrak
alkaloida kulit batang A.shaerocarpa dengan nilai ICse 2,5 x 10° pg/ mL,
sedangkan ekstrak alkaloida A. pruinosa tidak mempengaruhi pertumbuhan
P. falciparum.

Ekstrak alkaloida dari kulit batang A. pruinosa dan A. sphaerocarpa
aktif terhadap larva udang Arfemnia salina dengan nilai LCss berturut-turut

106,5 dan 126,7 yg/ mL.
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Ekstrak alkaloida kulit batang A. pruinosa aktif terhadap se! murine

leukemia P-388 dengan iCsp 5,1 pg/ mL, sedangkan ekstrak alkaloida total
kulit batang A. sphaerocarpa tidak aktif dengan ICso 34,0 ug/ mL. Senyawa
hasil isolasi dari A. pruinosa yaitu pruinosin A aktif terhadap sel murine
leukemia P-388 dengan 1Cs; 3,9 pg/ mbL., sedangkan pruinosin B, C, D,
lindcarpin dan (-)-O,0-dimetil-grisabin tidak aktif dengan 1Csy berturut-turut

24,0, 38,0, 52,0, 16,0, dan 10,0 pg/ mL.

5.2. Saran

- Periu dilakukan uji bioaktivitas lainnya pada senyawa-senyawa hasil isolasi.

- Perlu dilakukan isolasi senyawa lainnya dari fraksi nonpolar dan fraksi
metanol dari ketiga simplisia dalam penelitian ini.

- Perlu dilakukan isolasi alkaloida dan senyawa lain dari tumbuhan familia
Lauraceae yang ada di indonesia.

- Perlu dilakukan usaha pengkoleksian (herbarium) tumbuhan-tumbuhan

yang mengandung alkaloida yang ada di seluruh Indonesia.
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