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Isolasi Komponen Utama Fraksi Aktif
“Brine Shrimp Test"dari Daun Anthocepialus Cadamba Miq.
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Ahstract

In contivuation of our work on the chemisiry of biologically active constituents of Sumatran planis it was
found that 1he bazic ethyl acetate fraction of the methinolic extract of the leaves of Anshocepialuy
cadlamba Min. showed significant activity with LCsp 273,50 pug/ml when tested by “Brine Shrimp Lethality
Assay™. This active fraction was then column chromatographed with step gradient polarity elution by using
an incregsing amount of cthyl acctale in bexpoe, Fraclions aving the sanie By values were combined,
evaporiled and tested for its activity. The active frection was then rechromatographed, retested, purilied
and dentified. From the nctive [rclion was isolited one pentacyelic triterpenoid compound and an somer
of indole alkaloid compound, The teiterpenoid campound was isolated as smeedles with o meling poiot of
268-264%°C and based on ils speclroscopic dula it was identified as ursolic acid and showed LCy, 26,74
pe'ml, toward “Brine Shomp Test”. The tsomer of indole alkaloid compound was identificd s
valesipchobinune and isovilestechotaming witlh LT = 1000 pefmil,

Feywords | Brine shrimp el leaves ol Ardliocephalis codombea Mig., LCe.

Pendahulunn

Pepvakit kanker merupakon salah satu ancaman
utama terhadap.  keschatan  masysmakat  dan
penvebab kematian kedun getelal penvakit jantung.
Masvarakat Indonesin wlah mengenal bermacam
ramuan vane secara tradisional dipusakan sebagai
obat  kanker, sepertt doun dewa  (Qvanna
prociwbensy untuk  penvakit  kanker kzndungan,
kanker pavudara dan kanker daral (Meiyanta dan
Sugivanto, 1997,

Obat-obat — antikasker  erat kasannya  dengan
sunmyawa vang bersifar sitotoksik. Salal st metoda
yang dipunakan untuk penpujion awal terhadap
senyawn atayw bohan yang bersifat stoteksik i
adalah uji toksisicas terhadap larva udang Arcemia
seling Leach (“Brine Shrimp Lethality Bioassay™,
dimana uji ini dapat digunakan wntuk skrning awal
senyawn yang diduga berkhasiat antibanker, karena
mempunyal  korelasi  positt denpan  potensinya
sehapm antikanker (Mever of ol | 1982).
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Dari hastl survey fitokimia & Hutan  Lubuk
Minturun Kotamadya Padang  Sumatera Barat,
didapatkan tumbuhan dengan toksisitas vane kuat
terhadap anak wdang yaitu Amikocephalus codanha
tig. dari famili Rubiaceae. Tuombuhan i berupa
pohon dengan tingei belasan meter, hidup fersehar
dh daratan Asia Tenpgara sampai ke Asia Harat
([ndia), di Indonesia dari Sumatera sampai ke Irian
Iaya. Di India digunakan sebagai chat demam dan
tonik {Buikill, 1966). Masyarakal disekitar Cagar
Alam  Cyclops, [sian Jays mengggunakan untuk
menpehati penyakit kuning {Agusta, [997).

Melihat aktifitas ekstrak tumbuhan ini terhadap ug
toksisitas terhadap larva  wdang (Brine Shrimp
Test"), diperkirakon tumbuhan  in menganduonge
senyawa yang bersifal sitotoksik, Untuk ite dicoba
mengigalast komponen utama fraksi aldif dari daun
dAnthocephaluy cadomba Mig. serta kemungkinan
pengembangan dalam bidang pesgobatan kanker.
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Mletode Penelitian

Heatian dar il

Bahan-bahan vang digunakan dalam penelitian ind
adalah metanol, etanel, heksan, ctil asetat, butanaol,
kloroform, air suling, amonia, fsam asctat glasal,
anhidrida asetat, osam sulfat, asam klorida, natrivm
subkarbonat, natrium sulfat, besi{Ilklonda, logam
mapnesium,  iodum,  percaksi  Mayer, perenks
Lichermann-Burchard, silika gel (230400 mesh),
seplindex  LH-20, plat KLT silika gel 60 GFz
iMerck), don dimetil suifoksida dengan kualitas
pro-analisis scria air Jaut dan kista Artemia saling
Leach.

Peralatan vang digunakan dalam  penelitian ini
adalah bejana maserasi, penangas abr “rice cooker,
perangkat destilast biasa dan vakum, perangkat rotary
evaparator, kelom kromatograf, bejana kromategrali,
alat-alat pelas, fampu vlcaviolet dengan A 254 nm
(Camag), spektrefotometer infromerah {BIORADY
DIGILAB FT5-45), spekuofotometer  ultraviolet
{Secoman 20000, spektromeler resonansi magnit mil
{Braker WP 3007 untuk 'H, "C RML, alat pengukur
titik lelch (Fisher Johns Meling Point Apparates),
polarimeter {Perkin Elmer 141, wadah pembeakan
larva udang laut Artemia saiina Leach,

Pengambilon dan ideatifikon sampel

Sampel vang dignmakan  adalah daun tumbuihan
Anthacephalus cadamba Mig, yang diambil di
Hutan Lubnk Minturun Kotamadya Padang pada
bulan Juli 1998, ldentifikasi tumbuhan dilakukan di
Herbarium  Universitas  Andalas  (ANDA)  dan
spesimen herbarium im disimpan  ditempat tersehut
denpgan nomor koleksi DA-RT 7842

Ekniraksi dan froksinos

Daun segar Anthocephalus cadamba Mg, sebanyak
ke dirajang halus, dimaserasi dengan metanol. Ekstrak
metanc] divapkan secara i vacwe sampa diperoleh
ekstrak kental + 1,5 1. Ekstrak kental metanol i diujs
aktivitas sitotoksiknya dengat metods * Bring Shnmyp
Test” (Meyer ef of,, 1982), Ekstrak kental metanol ni
difraksinasi berturut-tunt dengan heksan, heksan | ol
asclal | etil asstat basa  dan butanol. Fraks yang
didapat i divapkan dan diperoleh frakst heksan
{2720 g}, enl asetat (53,42 g), el asetat basa (33,15
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) dan butanel (247,21 g). Masing-masing Trakst diuji
toksisitasnya  terhadap Jarve  udang denpan metoda
“Brnne Shamp Test™

Pegisahan kompanen whoma fracsl akiif” " Brive
Sheimp Test”

Froksi el aserar basa (30 ) vang pahng Lngm
whsisitasiya denpan LCw 273,90 pgfml,
dikromatoprafi kolom dengan fasa diam silika gel 60
230-300 mesh) {150 g}, dipercleh 7 aks yailu frakst
A, B, C, D, E, Fdan fraksi G. Masing-masing fraksi nd
diuji toksisitasnya dengan metods “Brine Shrimp Tesr™.

Pada fraksi A terhentuk  endapan, didekantasi
fendapan A). Endapan A dimumikan dengan cara
rekristalisast  demgan  metancl  hingpa  diperolsh
senyawa murni Ay schanyak 44 me berupa krstal
jarutn halus herwarna putih, yang dengan pereaks
Lickermann-Burchard  membenkan  warna  ungu,
Terhadap senyawa A, ini, dilakukan uji toksizitasnya
dengan meteda “Bring Shrimp Test™

Fraksi terlarut A yang paling tinggi toksisitasnyd
dengan LCw22030 pafml, seghanyak 3,30 g
dikromatografi kolom dengan fasa dom silika gl
At {230-400 mesh) { 60 g}, dipereleh 3 fraks yaitu
fraksi A, Ay e Ac Fraksi Ay, membestuk endapan,
didekantast, kemudian  dimumikan  dengan  cara
rekristalisasi  dengan metanol  dan el asctat,
diperoleh  senyawa  A;  berbentuk kristal - plat
herwarna kumng muda sebanvak 58 mg yang positif
dengan pereaksi DragendorfT dan Mayer, Techadap
senyawa  A; ini, dilakukan wji toksisitasnva dengan
metoda "Brine Shrimp Test™,

Liji toksisiay ferhadap lorva wdang dengan metods
“Hrime Sheimp Tent” terhodap ekstrak metanal,
hasil fraksinasi dan senyawa hast! fsolasi

Telur Artemia saling Leach dimasukkan ke dalam
wadah berisi air laot, dalam 24 jam akan menetas
membentuk larva, dan bare digunakan sctelzh 48
jam. Bahan uji vang dipenakan schanyak 20 mg
dikuat larutan uji dengan konsentrasi 1000, 100 dan
10 ppiml Jumlah larva udang yang digunakan
untuk setiap pengamatan 10 ekor. Kematian Jarva
udang dipmati setelah 24 jam. Dari data yang
dihasilkan dapat dihitung nilai LCy nva dengan
anahsis probic
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Karakterizasd servawe favil ivalasi

Karakterisasi  senvawa  hasil  isolasi - meliput
pemeriksaan fitik leleh, pemeriksaan spektrom 1TV,
pemeniksaan  spektrum [R | pemeriksaan spektnim
Rezonansi Magnetik Inti (RMI) meliputi spektrum
'H RMI dan "C RMI, spektrum dua dimensinya
{HMQC dan HMBC) serta pemeriksaon  rotost
aptik.

Hasil dan Pembalasan

Dengan  toksisitas LCsq 281,30 po'ml ekstrak
metanol tumbuhan Anthocephalny cadamba Mig.
terhadap  lara  wdang  laut  Aremia soling
menunjukkan  tumbuban st mengandung senvawa
aktif yang dapat diisolasi don diteliti lebil lanjut
karena secars umem  ckstrak  wmbohan vang
mempunyai LCsy < 1000 pe/ml ermasuk akuf
binlogiz (Mever er af, 1982).

Dari  penperjaan  traksinasi vang  dimontor
bigaktifitasnya dengan wji toksisilas terhadap lama
ndang  Artesia saling, lernyata Fraksi ceil ascta
basa vang paling aktf dengan nilai LCs 273,90
poml. Fraks i dikromatografl kelom dan ditkut
dengan pemumian secara  reknistalisast, berhasil
diigolasi senyawa Ay berbentuk keistal jarum halus
berwama putih, denpan jarak leleh 268-269° C yang
memberikan  wama  ungu  techadap pereaksi
Licbermann - Burchard, dengan nilai LCyy > 26,24
pedml dan senyawa As berbentuk knistal A’ﬂm kuning

muda  dengan jarak  leleh 245247 " C yang
memberikan reakst  positil  terhadap  pereaksi

Oragendortf dan Maver dengan nilai LCy = 1000
up/ml,

Dari pemenksaan spektrum wleraviclst senvawa A,
didapat  serapan  maksimum  pada panjang
gelombang 206 4nm sedangkan  spoktrum
nframerah dari senyawa ini menunjukkan adanya
scropan  pada  bilanpan pelombang 3433, 2928,
1691, 1439, 1387 dan 991 cm™

Spcktrm "H-RMI senvawa Ay memperlthatkan
beberapa kelompok proton pada perpeseran kimia
(ppm tertentu. Pada perseseran kimia 544 ppm (|
H. t Do 3,3, Doop 3,5 Hz, H-12), 3,45 ppm (1H,
i, Juage 16,1 Hz | JE.Eﬂ. 4, Jiae G4 Hz, H-3), 2,63
ppm {1 H, d, Foe 11,2 Hz, H-18), 2,32 ppm (1 H,

L. Babrs Tebe Far, 7010, 20602

dedd, Juspse 48 Hz Jyspage 14,0 He dan Ty 03,0
Hlz, H-15), 2,11 ppm (1 H, ddd, Jigeis 13,1 dan
Tisaasp 13,4 Hz, H-18) dan 1,62 ppm (1 H, dd, Ju1,
T,ﬂ dan j-':"llﬂ Ei'ﬂ HI__ H'g:]

Spektrum 'H RMI senyawa Ay juea
memperlibatkan adanya sinyal-sinval proton-proton
ving diperkirakan  berasal dari beberapa gugus
metil, hal i didukung oleh data "C RMI, HMOC
serta HMBC dari senyawa A, Sinyal-sinval ini
tuncul pada pergesecan kimia (ppm) 1,24 (H-23);
1,01 (H-24Y; 0,87 (H-25); 1,04 (H-26); 1,22 (H-27)-
0,99 (H-29) das 0,04 (H-30).

Spektrum  YC RMI dari senyawa A,
memperlibatkan adanya 30 atom karbon,  Dengan
adanva spektrom DEPT 135 dan DEPT 90 dapat
diketahui senyawa hasil isolasi memiliki 7 karbon
primer, 9 karbon sckunder, 7 karbon tersice dan 7
karbon kuarerner,  Satn dari kasbon kuartemer
tergebul berasal dan gugus karboksil yang muencul
pada pergeseran kina 1799 ppm (C-28)

Substitusi yang terikat pada atom karbon tesier 78,1
ppon {C-3), diperkirakan adalah pupss hidroksil.
Hal ine diperkuat oleh adanya serapan pada angka
celembang 3433 em™ padn spektrum nframerah
dan atein karben yang muncul pada 78,1 ppm (C-3)
biasanyva  diberikan  olel  atom  karbon  vang
tersubstitusi oleh gugus hidroks:

Dengan membandingkan data-data diatas
dengan  spektrum-spekirum  senyawa triterpenoid
vang telal dilaporkan dalam literature  tencama
spektrum "CORMI {Tabel 13, servawa A, ini
disimputhan sebagai asam wrsalat (Kriwacki, [989),

Ui toksisitas terhadap larve wdang  dengan metoda
“Brine Sheimp Test™ terhadap senvawa mumi A
diperoleh nilai ECx = 26,24 po/ml,  ini berardi
senyewi Ay mempunyai aktivitas  toksisitas yang
simgal kuat yang diperkirakan jupa aksn memiliki
aklifitay sitotolsit vang kuat disamping juga akan
aktf secarn farmakolopis.

Spektrum "C RMI senyawa A, memperlihatkan
adanya 41 sinval karbon yang  muncul  pada
pergeseran kimia berbeda Spekirum DEPT °C
BMI {DEPT 135 dan 90, menunjukkan adanya 6
karbow sckounder, 15 karbon fergier dan 16 karbon
Luartener sera 4 karbon primer,

ram
s
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Dota  spektrum

BCRMI

dari  scoyawa A
dibandingkan dengan  alkaloid vang scbelumnya
telah ditsolasi dari Ophiorehiza sp (Arbain, et al.,
L%0R)}, seperti tercantum pada (Tabel 2}, dapat

disimpulkan senyawa A: merupakan  campuran
isovalesiakotamin

valesigkatamin

perbadingan lebih kurang 11510,

dzin

Tabel 1. Perbandingan data spektrum "H dan "C BRMI seovawa A, dan asam ursalat

1. Badns Tek Far, 1) 2002

Senyawa Asam Asam Senvawa | Asam | Asam

'H {A) ursolat urzolat b o (A} urzolat ursclat

{Kriwacki | (Xiang) {(Eriwacki | (Xiang)

, 1089} . 1OESY

& {ppm} | & (ppm) | & (ppm) Bippm) | &(ppm) | & {ppm}
box .93 | a9l ia] 30.1
10 1,52 2 28, | 28,1 28,1
ot 152 3 731 TE,1 75,1
Ih |52 ] 385 395 39,4
3 345 3.4h 3,46 3 555 558 550
5 0,48 6 18,8 18,8 K
G 1,56 7 33,6 33,6 374
[ 1,33 & 40,0 40,0 399
" Ta 1,35 9 48,1 48,1 38,0
B 1,35 10 37,3 373 37,3
& l.62 1,62 I 236 23.6 236
11 1,04 EE (23,7 25,7 123,68
I 1,54 13 (393 (303 [34%.2
12 348 350 5,49 14 425 42,5 425
15a 1,20 15 78,7 78,7 28,7
1303 2,32 233 16 2.4 4.9 24.9
T 211 S22 17 48,1 48,1 48,0
160 1,97 18 33,6 L KN 33,5
I8 7,63 2 62 2,64 E 393 305 39,5
19 1,45 0 19,4 39,4 39,5
2 0,93 Zl 31 311 31,1
2o 1,40 77 37,5 375 33,6
21 1,40 23 25 8 28,3 25 %
22c 1,95 24 16,6 16,5 16,6
13p 1.05 25 15,7 15.7 15.7
13 I.24 1,23 1.25 76 17.4 17,5 174
24 k0] 1,01 L.02 27 239 230 23,98
25 047 087 0,50 28 1794 | 749,58 1798
24 1,04 1,04 1,03 24 17.5 17,3 17.5
27 1,22 1,21 1,24 3 21,4 71,4 21,4

20 0,00 0,98 1,00
a0 0,94 0,93 0,96

I
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. . _ _ |
Tahel 2, Perbandingan data spektrum "C RMI senvawa Az dengan valesiskotamin dan isovalesiakotamin

{Arbain, [998).

L Fabres Tek Far, 703, 2002

M Bdihes Semyawa A, Valesiakatamin Enialeeaatanm
8 {ppm} & (ppm] & {ppm)
z 132,46 132,44
132,14 132,06
: 49,30 4520
47,68 47 60
3 3106 51,06
—— ) 30433 50,86
4 21,01 22,02
71,97 21,93
7 108,24 108 39
108,36 108,57
& 126,72 126,75
126,67 12671
. | 14,04 1811
] iT..g"F ] IH.\IE‘E
10 119,54 109,73
119 0 119,78
1l 121,97 122 06
121,97 12206
12 111,06 111,01
111,06 110,97
13 136,28 136,25
155,28 136,25
14 34,03 33,08
15 2834 14,37
30,42 30,480
14 43 5% 9411
20 053, | 1)
17 17 4R 147 47
147.07 T4a. 80
14 15,03 15,04
13,05 13,04
19 152,497 15201
4741 147.73
20 146,37 146,35
143,12 143,09
21 193, %4 195 52
190,73 100,63
22 1aé,37 lok 3y
168,17 168,17
| OCEL 0,70 LIRS
I ! 501,66 50,72
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Kesuupulan

Telah dapat diidentilikasi komponen utama fraksi
aktif etil asctat basa dan doun Arthocephalus
cogleniber Mg, | schapat berikut:

1. Scinyowa  murni Ay schapal  asam prsalat
{tnterpennid  pentasikhk), vang menunukian
aktwvitas  sitotoksik dengan nilai LCw 2624
pefml,  dengan strukier kimia sepertt dibasvah
i

2.0 Bemvawa  Ag vang  mengrkan  campuran
SEIVAWIL alkaloid valesiakotumin ~ dan
ispvalesiakotmin dengan LGy = 1000 peinl
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