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ISOLATION ANTIMALARIA COMPOUND FROM ENDOPHYTIC

FUNGI OF BROTOWALI (TINOSPORA CRISPA L)

By:
LENI LEGASARI

08061003037

ABSTRACT

The endophytic microorganism is a form of bacteria or a fungi
microorganism that form colonies interiororgans of plants, but does not harm the
host plant. The secondary metabolites compound heve been isolated from
endophytic fungi (Penicillium citrinum) living in symbiotic dill for malaria that is
brotowali ( Tinospora crispa L ). Isolation begin with cultivation of Penicillium
citrinum fungi in 2 liter of PDB's media ( Potato Dextrose Broth ) for four weeks.
Media is extracted into the solvent n-heksan and ethyl acetate following by
evaporation. Ethyl acetate extracts were separated by chromatography techniques
in order to get pure compound in the form of yellow crystal with melting point
197-198 °C. Phytochemical tests showed that the isolated compound is the
alkaloid. The UV spectrum of the isolated compound showed maximum
absorption at Anaks (log €) : 315nm (4,38), 253nm (4,79), dan 213 nm (5,33). The
'H-NMR spectrum showed that seven proton signal which is three signals for
methyl proton at 8y 1,33; 1,21 and 2,01 ppm, two signals for methine sp3 proton at
8 2,97 and 4,77 ppm, one signal for methine sp? proton at Jdy 8,23 ppm, and one
proton signal is very low field which at & 15,10 ppm. The *C-NMR spectrum
showed that the result of isolation compound has 13 carbon atoms. The
identification signals of carbon and proton further defined based on 2D NMR
spectra. Base on of all the spectroscopy correlation data UV, 'H-NMR, "“C-
NMR, HMQC, HMBC, and COSY showed that result of isolation compound 1is
alkaloid tetrahydroisoquinolin's type, that is acid-7-hydroksi-3,4,5-trimethyl-6-on-
2,3,4,6-tetrahydroisokuinolin-8-oat with molecule formula C, 3H1504N (Mr= 249).
The result of isolation compound showed that activity as anti malarial to
Plasmodium falciparum 3D7, and assigns value ICsq 0,025 pug/L or 0,10 uM.
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ISOLASI SENYAWA ANTIMALARIA DARI JAMUR ENDOFITIK

TUMBUHAN BROTOWALI (TINOSPORA CRISPA L)

Oleh:
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08061003037

ABSTRAK

Mikroba endofitik merupakan suatu mikroorganisme berupa bakteri atau
jamur yang membentuk koloni dalam jaringan tanaman, tetapi tidak
membahayakan tanaman inangnya. Telah diisolasi senyawa metabolit sekunder
dari jamur endofitik (Penicillium citrinum) yang hidup bersimbiosis dalam
tumbuhan obat untuk penyakit malaria yaitu brotowali (Tinospora crispa L).
Isolasi diawali dengan kultivasi jamur Penicillium citrinum dalam 2 liter media
PDB (Potato Dextrose Broth) selama empat minggu. Media diekstrak ke dalam
pelarut n-heksan dan etil asetat dan dilanjutkan dengan evaporasi. Ekstrak etil
asetat dipisahkan dengan teknik-teknik kromatografi sehingga didapatkan
senyawa murni berupa kristal kuning dengan titik leleh 197-198 °C. Uji fitokimia
menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi merupakan senyawa alkaloid.
Spektrum UV dari senyawa hasil isolasi menunjukkan serapan maksimum pada
Amaks (og €) : 315nm (4,38), 253nm (4,79), dan 213 nm (5,33). Spektrum 'H-
NMR menunjukkan adanya tujuh sinyal proton yaitu tiga sinyal untuk proton
metil yaitu pada Jy 1,33; 1,21 dan 2,01 ppm, dua sinyal untuk proton metin sp3
yaitu pada &y 2,97 dan 4,77 ppm, satu sinyal untuk proton metin sp> yaitu pada
6y 8,23 ppm, dan satu sinyal proton pada medan sangat rendah yaitu pada &y
15,10 ppm. Spektrum “C-NMR menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi ini
memiliki 13 buah atom karbon. Identifikasi sinyal-sinyal karbon dan proton lebih
lanjut ditetapkan berdasarkan spektrum NMR 2D. Berdasarkan semua data
spektroskopi UV, 'H-NMR, "“C-NMR, HMQC, HMBC, dan COSY maka
senyawa murni hasil isolasi adalah golongan alkaloid tipe tetrahidroisoquinolin
yaitu asam-7-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-on-2,3,4,6-tetrahidroisokuinolin-8-oat
dengan rumus molekul C;3H;sOsN (BM= 249). Senyawa hasil isolasi
menunjukkan aktivitas antimalaria melalui uji terhadap Plasmodium falciparum
3D7, dengan nilai ICso 0,025 pg/L atau 0,10 uM.

vii



DAFTAR ISI
Halaman

HALAMAN JUDUL......cconsesmmossessscsesnssnssssossssssessnsssssoasausasessesasansassassocsess i
LEMBAR PENGESAHAN......ccoeccciiuiirrmmssecensnisnsnsnssnsscsssssansnsasssssseses ii
LEMBAR PERSEMBAHAN .....cccoiimmimmrenieesinmnnssscessssssnnsnsnscenees iil
KATA PENGANTAR........oooeeievncsieninesssnsssssssssssssnsassnssessssessnsassnsansasnses iv
ABSTRACT coeeeeeeeeeeeeeseeseesessesteeeassssessasssasse st ss e st s s sas s e s s st sn s n s s sanees vi
ABSTRAK ..ot eeeseeseessssssssesesssesassassassasssessssassanaasaassesansossssssanes vii
DAFTAR IS ...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeveeseseestseecesesssesnesssssesseessssssssassnsssssstsessssssaes viii
DAFTAR TABEL ...oeeeeeveeeteieeeeseesceeeeessnesessassessteeasssasasssssssasssesnces X
DAFTAR GAMBAR .....ooviereciereeteececsteseessesssasssessessssssnsssansasssasssasnneas xi
DAFTAR LAMPIRAN ......cooeeeeeeecececirinsessiessensessaassesssssassssssssasasssasses Xiv
BAB I PENDAHULUAN ......occceiiiirteenistininteesnessessestesstsssssasssnsessasanans 1
1.1. Latar BelaKang.........cccceveeierimnremienieneesceiesceessnssnnessse e 1

1.2. Rumusan Masalaly. ..o asmamssnissminmmnsimsssmsyavssimmidesssin 3

1.3. Tujuan Penelifian w osssmsmmsmmsmnsmessboivssmsoiiismstasiss e 3

T4 ManTont Penelitian. .o mmmsssnsmeisntsatme sy 3

BAB I TINTATIAN PLIBTAICK. ..o snssmomsssassssssmmsass s s s 4
2.1. Taksonomi Tumbuhan Brotowali (7inospora crispa L)........... 4

2.2. Manfaat Brotowali .........ccocceeeveeineinneenieieceenneccneseeeeenee 5

2.3. Kandungan Kimia Brotowali ........c.ccceeeiereniinicnnniccncciecnnneen. 5

2.4, Mikioba BHAOHHK s st 8

2.9 ANUHHIAINE wassmmmssiarnsis R 11
DBl PO GO <o S e RIS 11

st RESISTENSI PIGSTHOAIIN . cniconccinmsississsssamsmms iy 12

2, K OTORTIM s enmmssncmmmassoss ssomsms masssksmssmstass et e 13

2.6. Senyawa ALKAloid ........c.ocuieieiieiicicceieeeeeeee e 14
2.6.1. Pengelompokkan Alkaloid...........ccceceeveereeeueereeenrenenene. 14

2.6.2. Alkaloid Tetrahidroisoquinolin ...........cccceveeveeeueevennnnen.. L

2.6.3. Biosintesis Alkaloid Tetrahidroisoquinolin.................... 19

2.6.4. Karakterisasi Senyawa Alkaloid Tetrahidroisoquinolin. 21

2.6.5. Senyawa Alkaloid sebagai Antimt{’id.le.tﬂaapu ST

NIV?_"RSSTAS SRIWtJAYA

e.0vEme: 101731

T Negy

AL 30 AUG 2010 !

viil




2.7. Spektrum NMR 2D ...ooorieciiinnininnisnssescnsssssnsnsnsnsssscacesececs 27

BAB III METODOLOGI PENELITIAN.....oooriieeiiiinininsiiseeeeesnnnnne 29
3.1. Waktu dan Tempat Penelitian .........cceeeeeeeniiininimnenninceccnisssncen 29
3.2. Alat dan Bahan .........ceeeeeeeerceenininneeensnssnessceecenessnsensesssnesees 29
32,10 AlQbeeeeeeeieciciereereeneseeseetseereraneaa e s et nns 29
3.2.2. BANAN ...cueeceeieieeceeeieeceeiceineeree st "~ 29
3.3. Prosedur Kerja......ccccoevuenuinrenenienieesensiencnccnnsnnienessssnsssnesnence 30
3.3.1. Seleksi Jamur EndofitiK ......ccccovueienmmeeiieniiieeccnnennnee. 30
3.3.2. Kultivasi Jamur EndofitiK.......ccceceeremriennennniiniincennns 31
3.3.3. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Jamur
Endofitik Terseleksi (Hundley, 2005) .......cccceveuveeunnnee. 31
3.3.4. Elusidasi Struktur Molekul ........c.cccoeeirnmmmnnuninnonnennnnn. 32
3.3.5. Uji Aktivitas Antimalaria..........ccccevverueerneesreernenneceennnnnne 32
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN ......ccovvmiinnrnneneereenneenneennens 36
4.1. Seleksi Isolat Jamur yang Menghasilkan Metabolit
Sekunder Potensial.........ccocceeeviierieeenceennneinnneeniieeeneeeecnecesnnnees 36
4.2. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Mikroba Endofitik
TETSEIEKSI cxssmismsmmmmmmnmmmremmosnsnumsss s sesssms s sy s o 39
4.3. Identifikasi Senyawa Hasil IS0lasi .......cccccceeeeereerreeneecnecnenenns 40
4.3.1. Identifikasi dengan Spektrum UV ..........cccoocvvvreeueeenennee. 40
4.3.2. Identifikasi dengan Spektrum "H NMR........oooveouen........ 41
4.3.3. Identifikasi dengan Spektrum >C-NMR ........o.ovoovron.. 43
4.3.4. Identifikasi dengan Spektrum NMR 2D .........cc.o.u.......... 44
4.4. Kajian Biogenesis Senyawa Hasil Isolasi .........cccoevereemennnn....... 52
4.5. Uji Aktivitas Antimalaria Senyawa Hasil Isolasi...................... 54
BAB V KESIMPULAN DAN SARAN........cooeteeeteeeeeeerereeeeeeeeeeeeeeeeos 57
5.1, KeSIMPUIAN ......cociiurrereteneeececeee e e 57
T SO ccusssonssssssinonssassensanssenessesssyss sessss e Ees HESEFHE RS ROAR S S S e 57
DAFTAR. PUSTAKA i comsemmsmmmssisimsassereesesssayspmmsssssassssssnsmmss 58
LAMPIRAN ..ottt eeeeee s e s s s s 62

ix



L

Tabel 4.1.

Tabel 4.2.

Tabel 4.3.

DAFTAR TABEL
Halaman
Data korelasi NMR 1D dan 2D senyawa BB4 dan senyawa
pembanding alkaloid tetrahidroisoquinolin (SP¥) ................. 45

Persen pertumbuhan parasit dan persen penghambatan

senyawa hasil isolasi terhadap Plasmodium falciparum 3D7. 55

Nilai ICsy dari senyawa hasil isolasi terhadap penghambatan

pertumbuhan Plasmodium falciparum....................coceueuenne... 56




Gambar 2.1.

Gambar 2.2.

Gambar 2.3.

Gambar 2.4.

Gambar 2.5.

Gambar 2.6.

Gambar 2.7.

Gambar 2.8.

Gambar 3.1.

Gambar 4.1.

Gambar 4.2.
Gambar 4.3.

Gambar 4.4.

Gambar 4.5.

Gambar 4.6.

DAFTAR GAMBAR

Siklisasi Bischler-Napieralski dari tetrahidroisoquinolin
Siklisasi Pictet-Spengler dari tetrahidroisoquinolin.........
Siklisasi menggunakan pendekatan Pomeranz-Fritsch....

Biogenesis alkaloid tetrahidroisoquinolin........ccccccuce.e.

Reaksi biosintesis hubungan biogenetik alkaloid
turunan 1-benzilisokuinolin.........ccceeveeevueeerineeninneccnnnens
Spektrum uv dari beberapa alkaloid
tetrahidroisoquINOlin., .uw crsmmasmmamrmssemevssossssasserssass

Spektrum H-NMR dari alkaloid tetrahidroisoquinolin
SEAErhana ........cceeveeeveeererereeeerceeceeeseeesneeecseeesnesesanneennas
Spektrum C-NMR dari alkaloid

(=16 (539 4 1 o - U

tetrahidroisoquinolin

Skema pemisahan dan pemurnian senyawa murni dari
jamur endofitik tumbuhan brotowali ..........ccceeveerennnee..
Foto kultivasi jamur endofitik dari tanaman brotowali ...
Foto ekstrak etil asetat jamur dari tanaman brotowali.....
Pola noda senyawa metabolit sekunder pada plat KLT
yang dihasilkan oleh jamur endofitik dari tanaman
brotowali dengan penampak noda lampu UV 254 nm ....
Pola noda senyawa metabolit sekunder pada plat KLT
yang dihasilkan oleh jamur endofitik dari tanaman
brotowali dengan penampak noda serium sulfat (C) dan
H2S04 20% (D)

Spektrum UV senyawa BB4 dalam MeOH (A) dan
MeOH + NaOH (B)

................................................................

.........................................................

Spektrum 'H-NMR yang menunjukkan sinyal proton
untuk tiga gugus metil (CDCl3,500 MHz)Spektrum H-
NMR senyawa BB, (CDCl3,500 MHz)

...........................

xi

Halaman

17

18

19

20

21

23

24

24

35

37
37

38

39

41



L

Gambar 4.7.

Gambar 4.8.

Gambar 4.9.

Gambar 4.10.

Gambar 4.11.

Gambar 4.12.

Gambar 4.13.

Gambar 4.14.

Gambar 4.15.

Gambear 4.16.

Spektrum 'H-NMR yang menunjukkan sinyal proton
untuk dua gugus metin (CDCl3,500 MHZ) .....ccvvureennnn.
Spektrum 'H-NMR yang menunjukkan sinyal proton
metin vinilik dan proton asam (CDCl3,500 MHz)...........
Spektrum '>C-NMR senyawa hasil isolasi (CDCl3,125

Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi menunjukkan
korelasi proton metil pada &y 1,33 (3H; d; 6,7); 1,21
(3H; d; 6,8) dan proton metin pada 3y 2,97 ppm ( 'H-
500 MHz; >C-125 MHz, CDCl3)...ceeemememnemcaneenerennns
Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi menunjukkan
korelasi proton metil pada &y 1,33 (3H; d; 6,7); 1,21
(H; d; 6,8) dan 2,01 ppm ( 'H-500 MHz; "C-125
MEZ, CTIICL3) covrenravonsorsorsorsnsanssssssnssis bissinmssssssssessssesssnss
Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi menunjukkan
korelasi proton metin pada dy 2,97 dan 4,77 ppm ( 'H-
500 MHz; *C-125 MHz, CDCL3)....covvueemereeerereereennn.
Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi menunjukkan
korelasi proton metin pada dy 2,97 dan 4,77 ppm ( 'H-
500 MHz; *C-125 MHz, CDCl,)
Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi menunjukkan

korelasi proton metin sp” pada &y 8,23 ( 'H-500 MHz;
13C.125 MHz, CDCl;)

Spektrum  HMBC senyawa hasil isolasi yang

....................................................

menunjukkan korelasi proton hidroksil asam pada &y
15,10 ppm ( 'H-500 MHz; '*C-125 MHz, CDCl).........
Spektrum COSY senyawa hasil isolasi yang
menunjukkan korelasi proton metin pada 8y 2,97 (H-4)
dengan proton metil pada Jy 1,21 (4-CH3) dan proton
metin pada Jy 4,77 ppm dengan proton metil pada Jy
1,33 (3-CHs) (*H-500 MHz; CDCls)

xii

42

43

44

46

46

47

48

49

49



Gambar 4.17.

Gambar 4.18.

Gambar 4.19.

Gambar 4.20.

Gambar 4.21.

Korelasi HMBC senyawa hasil isolasi yaitu asam-7-
hidroksi-3,4,5-trimetil-6-on-2,3,4,6-
tetrahidroisokuinolin-8-0at ..........cccceccevvueenrnecrnsneininnennnnes
Korelasi COSY senyawa hasil isolasi yaitu asam-7-
hidroksi-3,4,5-trimetil-6-on-2,3,4,6-
tetrahidroisokuinolin-8-o0at...........cccccevueerenvercuecrinennnnae
Struktur senyawa hasil isolasi yaitu asam-7-hidroksi-
3,4,5-trimetil-6-on-2,3,4,6-tetrahidroisokuinolin-8-oat...
Usulan jalur biogenesis pembentukkan senyawa asam-
7-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-on-2,3,4,6-
tetrahidroisokuinolin-8-oat (5) dan senyawa berberin
(10) dari asam amino tiroSinN.........ccceeeveeeeeeveerveeveeseerueenne.
Kurva persen hambatan rata-rata terhadap parasit P.

Jalcifarum pada berbagai konsentrasi..............cc.cu.........

xiii

51

51

52



Lampiran 1
Lampiran 2
Lampiran 3
Lampiran 4
Lampiran 5
Lampiran 6

Lampiran 7

Lampiran 8

DAFTAR LAMPIRAN

Bagan kerja Lengkap ......cc.coeveeeereerentenenennineececencenes
Gambar tumbuhan Brotowali (Tinospora crispa L)........
Gambar kultivasi jamur endofitik dari tanaman
2301 (015,122 TN
Skema pemisahan dan pemurnian senyawa murni hasil
ISOUASI «.c.omoc s sunssssnssurasioonssniissi 3ha s s SERRRIESRRRRINES SRR RES
Gambar kromatogram dan kristal senyawa hasil
kromatografi ekstrak etil yang belum murni (a) dan
senyawa murni (b) menggunakan UV 254 nm................
Spektrum H-NMR senyawa BB4 (CDCl3,500 MHzZ) ......
Spektrum HMQC senyawa hasil isolasi (CDCls, 500

Xiv

63

64

65
66



ki

BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tumbuhan merupakan sumber senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan
dalam bidang pengobatan. Saat ini, banyak obat-obatan yang beredar diantaranya
berasal dari bahan aktif yang diisolasi dan dikembangkan dari tumbuhan.
Masalah yang terjadi dari penggunaan tumbuhan sebagai bahan aktif obat ini
adalah bagaimana menjaga tingkat produksi obat herbal tersebut dengan bahan
baku yang terbatas. Dikhawatirkan sumberdaya hayati ini akan musnah
disebabkan karena adanya kendala dalam budidayanya (Radji, 2005). Ekplorasi
senyawa bioaktif dari tumbuh-tumbuhan umumnya memberikan rendemen yang
rendah sehingga menjadi kendala dalam pengembangan senyawa-senyawa
tersebut dalam bidang medis, pertanian, dan industri.

Selama ini beberapa upaya untuk memperbanyak senyawa aktif tersebut
diantaranya adalah dengan kultur jaringan, mencari enzim dalam tumbuhan
tersebut yang berperan dalam pembentukan senyawa aktif, transplantasi gen ke
dalam sel bakteri, dan sintesis laboratorium. Namun, eksplorasi senyawa dengan
cara-cara tersebut memiliki peluang keberhasilan yang relatif kecil dan tingkat
kesulitan yang tinggi dalam pengerjaannya serta biaya yang mahal (Radji, 2005).

Selain itu, ada cara lain untuk mendapatkan senyawa bioaktif yaitu dengan
memanfaatkan mikroba endofitik yang terdapat spesifik pada setiap tumbuhan.
Mikroba ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan dengan tumbuhan

inangnya dan dapat bersama-sama menghasilkan metabolit sekunder tertentu yang



juga dihasilkan oleh tanaman inangnya (Hung and Annapurna, 2004 dan Hundley,
2005). Dengan mengisolasi mikroba endofitik dari tumbuhan inangnya, maka
mikroba ini dapat dikultivasi dalam waktu yang singkat sehingga menghasilkan
metabolit sekunder dalam jumlah yang sesuai dengan kebutuhan. Cara ini perlu
dikembangkan karena memiliki keunggulan dari segi waktu dan biaya.

Mikroba endofitik adalah organisme hidup yang berukuran mikroskopis yang
hidup dalam jaringan tanaman (xylem dan phloem), daun, akar, buah, dan batang.
Mikroba ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan. Dalam hal ini mikroba
endofitik mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan memproteksi
tanaman melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang patogen. Selain itu
tanaman mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan selama
hidupnya (Hung and Annapurna, 2004 dan Thomas, 2004).

Tumbuhan brotowali telah lama digunakan untuk pengobatan secara
tradisional diantaranya sebagai obat antimalaria. Di berbagai belahan dunia
brotowali banyak digunakan sebagai obat antimalaria seperti di India, Philipina,
dan Thailand. Di berbagai daerah di Indonesia seperti di Sumatra, Jawa, dan
Wilayah timur Indonesia brotowali juga digunakan untuk pengobatan malaria
(Heyne, 1987; Martin, 1995; Maurya et al., 1997). Kandungan alkaloid berberin
pada brotowali memiliki aktivitas yang tinggi dalam menghambat pertumbuhan
parasit P. falciparum penyebab penyakit malaria (Partomuan, 1995). Tumbuhan
yang memiliki sejarah etnobotani dan etnofarmakologi sebagai antimalaria seperti
brotowali merupakan salah satu tumbuhan yang menjanjikan untuk ditemukannya

senyawa metabolit sekunder antimalaria dari mikroba endofitiknya.



1.2. Rumusan Masalah

Eksplorasi senyawa bioaktif dari tumbuh-tumbuhan umumnya memberikan
rendemen yang rendah sehingga menjadi kendala untuk dikembangkan ke
penelitian lebih lanjut. Salah satu cara untuk mendapatkan senyawa yang
memiliki bioaktivitas tertentu seperti antimalaria adalah dengan mengisolasi
senyawa tersebut dari mikroba endofitik yang hidup dalam jaringan tumbuhan
obat malaria seperti brotowali. Senyawa ini dapat diperbanyak tanpa harus

mengekstrak dari tumbuhan inangnya.

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :
1. Mengisolasi senyawa metabolit sekunder dari jamur endofitik tumbuhan
brotowali.
2. Menentukan struktur molekul senyawa hasil isolasi.

3. Menentukan aktivitas antimalaria senyawa hasil isolasi tersebut.

1.4. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini memberikan informasi mengenai kandungan metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh jamur endofitik tumbuhan brotowali yang memiliki
aktivitas antimalaria sehingga dapat dikembangkan oleh bidang ilmu terkait

(farmasi dan kedokteran) menjadi kandidat obat antimalaria.
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