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Abstract

A steroid compound, (-sitosterol, had been isolated from the methanol extract of marine sponge, Pseudoceratina purpurea Carter. The structure of the isolated compound was determined based on spectroscopic data, including NMR spectra.
Keywords: Pseudoceratina purpurea Carter, steroid, (-sitosterol

Pendahuluan
Organisme laut memiliki berbagai jenis spesies yang diperkirakan mencapai 3-5 juta spesies, sehingga merupakan suatu sumber daya alam yang sangat besar di dunia. Sejak zaman dahulu organisme laut telah dimanfaatkan manusia sebagai bahan makanan dan sumber protein seperti ikan dan agar-agar, bahkan ada yang digunakan sebagai zat warna seperti “purpur” yang dihasilkan dari sejenis keong laut dari famili Murex (De Vries, 1995). Pada kurun waktu terakhir, usaha pemanfaatan organisme laut sebagai sumber senyawa obat mulai berkembang seiring dengan penemuan senyawa-senyawa bioaktif dari laut. Usaha pencarian obat baru tersebut ditujukan untuk mengatasi penyakit-penyakit yang hingga kini belum ditemukan obatnya, seperti penyakit kanker dan AIDS. Kegiatan ini dilakukan oleh berbagai institusi dan industri obat terkemuka di dunia. Salah satunya adalah NCI (National Cancer Institute) yang setiap tahunnya giat meneliti bioaktivitas senyawa kimia dari beribu-ribu jenis organisme laut terutama invertebrata dari seluruh dunia. Melalui skrining terhadap aktivitas sitotoksisitas diharapkan bisa ditemukan senyawa-senyawa  baru sebagai antitumor dan antivirus (Suffnes, 1989).

Saat ini tercatat lebih dari 13.500 senyawa kimia yang berhasil diisolasi dan diidentifikasi dari organisme laut (Marinlit,2001 ). Sekitar 300 paten dari senyawa-senyawa kimia di atas yang memiliki bioaktivitas menarik telah diusulkan dari tahun 1969-1999. Satu senyawa yang berhasil lolos melewati pengujian klinis tahap III adalah si pembunuh rasa nyeri, (-conotoxin MV II A (SNX-III) yang diisolasi dari moluska Conus majus yang berasal dari laut indo-pasifik (Olivera, 2000). Senyawa ini dalam waktu dekat akan dilepas ke pasar obat di Amerika dengan nama dagang Zinconotid(.

Spon laut merupakan salah satu organisme laut dengan kandungan kimia dan bioaktivitas yang menarik. Hewan ini merupakan hewan multiseluler yang paling sederhana. Hingga kini 500 jenis spon telah dikenal yang muncul dengan keanekaragaman warna , bentuk dan ukuran yang terutama banyak terdapat di laut. Spon muncul di bumi lebih dari 500 juta tahun lalu yang tersebar pada ruang lingkup laut yang berbeda-beda dan terdapat di seluruh samudera yang beriklim tropis hingga ke Antartika serta pada kedalaman yang dangkal hingga beribu-ribu meter di bawah laut. Sebagian besar jenis spon seperti yang dilaporkan oleh Briggs terdapat di daerah tropis  seperti Malaysia, Indonesia, Pilipina, dan Papua New Guinea  dan di daerah subtropis (Carte, 1996).Salah satu contoh senyawa bioaktif yang menarik dari spon laut adalah senyawa ara-U dan ara-T yang berasal dari spon laut Cryptotethia crypta. Kedua senyawa ini berperan penting sebagai struktur model (lead structure) dalam proses sintesis  ara-A dan ara-C. Ara-A secara klinis berguna untuk menangani penyakit leukemia dan limpoma non hodgkin sedangkan ara-C berkhasiat sebagai antiviral dengan nama dagang Acyclovir( (Balzarini,2001, Hermans, 1987).

Berdasarkan hasil survey skrining kandungan kimia terhadap beberapa spon laut yang dikoleksi dari perairan Painan, ditemukan  satu spon laut yang mengandung steroid. Dari hasil identifikasi taksonomis, spon tersebut adalah Pseudoceratina purpurea Carter. Sampai saat ini kandungan sterol dalam spon laut ini belum pernah dilaporkan. Dalam laporan ini akan diuraikan isolasi dan struktur elusidasi dari satu steroid, yaitu (-sitosterol (1), dari ekstrak metanol P.  Purpurea. Struktur molekul senyawa tersebut telah ditentukan berdasarkan hasil analisis spektrum NMR.
Alat dan Bahan

Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ( seperangkat alat destilasi, seperangkat  alat rotary evaporator, gelas ukur, plat tetes, corong, erlenmeyer, corong pisah, kertas saring, vial, aluminium voil, pipet, tabung reaksi, plat kromatografi lapis tipis (KLT( GF254, bejana KLT (chamber), kolom kromatografi berbagai ukuran,  lampu UV254, Melting Point Fisher-John Apparatus, spektroskopi UV 1601 (Shimadzu), IR Perkin Elmer 735 B, MS, 13C-RMI  diukur dengan Bruker pada frekuensi 125 MHz dan 1H-RMI diukur dengan Bruker pada frekuensi 500 MHz.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ; sampel spon laut basah Pseudoceratina purpurea Carter, metanol, air suling, n-heksan, etil asetat, kloroform, butanol, silika gel 60 (230-400 mesh), pereaksi Mayer, Dragendorff, larutan amonia, asam sulfat 2 N, asam sulfat pekat, anhidrida asetat, besi (III) klorida, logam Mg, asam klorida pekat dan Iodium.

Prosedur Penelitian

Pengambilan sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini diambil di perairan pulau Babi, Painan, kab. Pesisir Selatan  pada kedalaman 3-5 meter.

Identikasi sampel                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

Identifikasi sampel dilakukan di ZMA Amsterdam Belanda  oleh  Dr. R.W.M. van Soest dengan nomor koleksi  ZMA POR 17281 dan nomor koleksi DH 79.

Uji Pendahuluan Kandungan Kimia 

Pemeriksaan terhadap kandungan metabolit sekunder dilakukan dengan metode Simes yang dimodifikasi (Simes, 1959) yaitu: Ekstrak kental metanol yang berasal dari ± 5 g sampel basah ditambahkan air suling dan CHCl3 sama banyak masing–masing 5-10 ml lalu dikocok kuat dan dibiarkan sampai terbentuk dua lapisan dan kemudian dipisahkan. Lapisan air digunakan untuk uji senyawa flavonoid, fenolik,  dan saponin.  

Uji fenolik dengan menambahkan besi (III) klorida, positif senyawa fenolik dengan terbentuknya warna biru.

Uji saponin dengan mengocok lapisan air dalam tabung reaksi bila terbentuk busa yang tahan selama lebih kurang 15 menit berarti positif untuk uji saponin.

Lapisan CHCl3 digunakan untuk uji senyawa triterpenoid dan steroid.Untuk uji triterpenoid dan steroid fraksi CHCl3 dibiarkan mengering pada plat tetes, setelah kering ditambahkan asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat dimana terbentuk warna merah positif untuk triterpenoid dan warna biru dan hijau positif untuk steroid.

Untuk pemeriksaan alkaloid terhadap ekstrak kental metanol dilakukan dengan cara; ekstrak kental metanol ± 300 mg ditambahkan 5 ml air suling, kemudian ditambahkan 10 ml CHCl3- amoniak 0,05 N, dikocok perlahan, dibiarkan terjadi pemisahan . Lapisan CHCl3 diambil, kemudian ditambahkan 0,5 ml H2SO4 2 N, dikocok perlahan, dibiarkan terjadi pemisahan. Lapisan asamnya dipipet, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi lain, ditambah satu tetes pereaksi Mayer atau Dragendorff, positif adanya alkaloid bila terbentuk endapan putih dengan pereaksi Mayer atau warna jingga dengan pereaksi Dragendorff.
Ekstraksi dan Isolasi. 
Spon laut basah Pseudoceratina purpurea Carter (1 kg) dimaserasi dengan methanol. Setelah pemekatan pada tekanan rendah rendah diperoleh ekstrak methanol sebanyak 145 g. Ekstrak methanol tersebut kemudian difraksinasi, diawali dengan pelarut n-heksana , sehingga diperoleh fraksi n-heksana dan fraksi air. Fraksinasi berikutnya dengan pelarut etil asetat  dan butanol. Dari hasil fraksinasi diperoleh fraksi n-heksana sebanyak 6,3 g, fraksi etil asetat sebanyak 11,2 g dan fraksi butanol sebanyak 4,8 g.

Hasil monitor dengan plat KLT terhadap fraksi etil asetat menunjukan pola penyebaran senyawa-senyawa yang baik dengan menggunakan fase gerak CHCl3 : MeOH ( 9:1) dan penampak noda lampu menggunakan pereaksi LB. Fraksi etil asetat selanjutnya dipisahkan menggunakan kromatografi kolom dengan fase diam silika gel 60 (230-400 mesh) sebanyak 200g. Fraksi etil asetat dimasukan sebanyak 11,2g. Pengelusi yang digunakan adalah  CHCl3 : MeOH (9;1, 8;2, 7;3, 6;4, 1;1) dan terakhir dengan metanol 100 %. Hasil kromatografi menghasilkan fraksi A-N. Fraksi B  dimurnikan lebih lanjut dengan cara rekristalisasi sehingga menghasilkan senyawa 1 (19 mg). 

(-sitosterol (1), diperoleh berupa kristal jarum putih, Rf = 0,6 (CHCl3 : MeOH 9:1), jarak leleh 129-131 0 C, IR (KBr) ( maks cm-1: 3250, 2950, 1460, 1380; EIMS m/z (% intensitas relatif): 414 (M+) lihat pada tabel 2; 1H NMR (CDCl3) ( ppm: lihat pada tabel 3; 13C NMR (CDCl3) ( ppm: lihat pada tabel 4.
Hasil dan Pembahasan
Dari hasil uji pendahuluan kandungan kimia terhadap spon laut Pseudoceratina purpurea Carter menunjukan adanya kandungan senyawa steroid, fenolik dan alkaloid ( tabel 1).

Karakterisasi senyawa 1 meliputi penentuan jarak leleh menggunakan alat Fisher-Johns Melting Point Apparatus, diketahui bahwa senyawa ini memiliki jarak leleh 129-1310C. Nilai ini menunjukan bahwa senyawa 1 relatif murni karena jarak lelehnya yang sempit. Dari pemeriksaan sifat kimia, senyawa 1 memberikan reaksi positif berwarna hijau dengan pereaksi Liebermann-Buchard yang menunjukan bahwa senyawa 1 termasuk golongan steroid.
 
Dari data spektrum IR memperlihatkan senyawa 1 mempunyai regangan pada bilangan gelombang 3250 cm-1 yang menunjukan adanya gugus hidroksi (-OH). Pada bilangan gelombang 2950 cm-1 menunjukan adanya gugus metilen.
Karekterisasi senyawa steroid 1 dengan spektrum massa memperlihatkan ion molekul pada m/z 414. Spektrum massa ini memperlihatkan adanya fragmen molekul pada M+-85 karena hilangnya C6H13, fragmen molekul M+-111 karena hilangnya C6H8O, fragmen molekul M+-141 menunjukan hilangnya C10H21.

Pemeriksaan spektrum 1H-RMI senyawa 1 menunjukan sinyal doublet- doublet pada pergeseran 5,3 ppm memberikan informasi adanya proton pada C ikatan rangkap yang terdapat pada inti steroid. Sinyal multiplet pada pergeseran sekitar 3,5 ppm menunjukan adanya proton yang terikat pada C yang memiliki gugus hidroksi (-OH). Sinyal pada pergeseran 0,6-2,3 ppm menunjukan adanya proton pada C alifatis dari suatu golongan sterol.

Pemeriksaan spektrum 13C-RMI, senyawa 1 mengandung 29 atom C, tapi hanya 24 sinyal yang muncul. Ini disebabkan oleh adanya beberapa atom C yang dempet sehingga memunculkan satu sinyal tunggal saja. Spesifikasi lebih lanjut dengan sistim DEPT  menunjukan bahwa dari 29 atom C tersebut terdiri dari 6 atom C primer (-CH3) yang terdapat pada pergeseran 11,84; 19,3; 18,68; 16,92; 12,23 ppm. Sinyal pada pergeseran 19,3 ppm merupakan sinyal dari 2 atom C yang muncul dalam satu sinyal, hal ini disebabkan kedua atom C tersebut berada pada kondisi yang sama. Sebelas atom C sekunder (-CH2-) masing-masing pada pergeseran yaitu 37,4; 31,6; 42,26; 21,0; 31,9; 39,75; 24,3 ;28,2; 33,85; 28,9 ppm. Pada pergeseran 24,3 ppm juga terdapat satu sinyal yang merupakan sinyal dari 2 atom C yang berada pada kondisi yang sama.  Selanjutnya juga teramati 9 sinyal atom C tersier (-CH-) masing-masing pada pergeseran 71,78; 121,71; 31,9; 50,10; 56,73; 56,08; 35,8; 50,51 ppm, 26,15 ppm. Sinyal di daerah downfield  pada pergeseran 71,78 ppm diperkirakan bahwa atom C tersebut berikatan  dengan atom yang elektronegatif (-OH).  Sisanya sebanyak 3 buah atom C kuaterner yang terdapat pada pergeseran 140,73; 36,4 dan 42,26 ppm. Berdasarkan data spektrum IR, (13C-1H) RMI dan MS serta setelah dibandingkan dengan  data literatur (Cruz, 1990) , diduga senyawa 1 yang memiliki rumus molekul C29H50O merupakan (-sitosterol.

Tabel 1. Hasil Uji Pendahuluan Kandungan Kimia Spon Laut Pseudoceratina purpurea Carter.

	No.
	Kandungan Kimia
	Pereaksi
	Hasil

	   1
	Alkaloid
	Mayer
	+

	   2
	Flavonoid
	HCl /Mg
	_

	   3 
	Terpenoid
	Asetat anhidrat/H2SO4
	_

	   4
	Steroid
	Asetat anhidrat/H2SO4
	+

	   5
	Senyawa Fenolik
	FeCl3
	+

	    6
	Saponin
	Air /Busa
	       _


Keterangan ;

+    =   Bereaksi,
(    =   Tidak bereaksi

Tabel 2. Data molekul ion [M]+ senyawa 1
	Fragmen
	M/z (%)

	[M]+
[M-C6H13]+
[M-C6H8O]+

[M-C10H21]+
	414

329 (8)

303 (12)

273 (10,5)


Tabel 3. Hasil pemeriksaan spektrum 1H-RMI senyawa 1
	No.
	( (ppm)
	Integritas proton
	Ket.

	1.

2.
	5,3

3,5
	1

1
	CH ; s

CH ; m


Ket. 
s  = singlet

m = multiplet
Tabel 4. Perbandingan data spektrum 13C-RMI (-sitosterol pembanding dengan senyawa 1
	No.
	( (ppm)

	
	Senyawa 1
dalam CDCl3
	(-sitosterol (Cruz, 1990)

dalam CDCl3

	1
	37,4
	37,3

	2
	31,6
	31,8

	3
	71,78
	71,9

	4
	42,26
	42,4

	5
	140,73
	140,9

	6
	121,71
	121,8

	7
	31,9
	32,0

	8
	31,9
	32,0

	9
	50,10
	50,3

	10
	36,4
	36,6

	11
	21,0
	21,1

	12
	39,75
	39,9

	13
	42,6
	42,4

	14
	56,73
	56,8

	15
	24,3
	24,3

	16
	28,2
	28,2

	17
	56,08
	56,2

	18
	11,84
	11,9

	19
	19,3
	19,4

	20
	35,8
	36,2

	21
	18,68
	19,1

	22
	33,85
	34,0

	23
	28,9
	29,3

	24
	50,51
	50,3

	25
	26,15
	26,2

	26
	16,92
	18,8

	27
	19,3
	19,8

	28
	24,3
	23,1

	29
	12,3
	11,9


Kesimpulan 
Dari 11,231 g fraksi etil asetat spon laut Pseudoceratina purpurea Carter diperoleh senyawa murni berbentuk kristal jarum putih sebanyak 19 mg dengan jarak leleh 129-1310C. Berdasarkan data spekroskopi UV, IR, MS, (1H dan 13C) RMI, HMBC, diduga senyawa tersebut  adalah (-sitosterol dengan  struktur sebagai berikut:
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