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STUDIES ESTERIFICATION REACTION OF URSOLIC [OLEANOLIC] 
ACID AND IN-VITRO ANTI CANCER TEST AGAINST LEUKEMIA P388

CELL LINE

By :
W.R. ARNOLDI BEI 

08101003012

ABSTRACT

The reaction study to obtain methyl ursolate [oleanolate] from ursolic acid 
[oleanolic acid] by using esterification in base condition (KOH/ CH30H, THF) 
was done. According to NMR spectroscopy descriptioo, reaction product showed 
parent compound framework, ursolic acid [oleanolic] acid, which is still 
maintained by the existence of proton and carbon of C-3 resonance, vinylic C-12 
and C-13 resonance, but resonance signal of carboxylic proton is not observed at 
8h 12. The expected esterification product was not yielded due to no observed 
resonance signal for proton and carbon of ester group, those are methoxy carbon 
at 8c 50-52 and proton 8H 3.5-3.7 (3H, s). Failure in generating methyl ursolic 
[oleanolic] was probably due to two main factors, steric factor (spatial hindered) 
and reagent. The activity value of anti cancer leukemia P-388 in-vitro of the 
reaction product, with IC50 value 18.742 pg/mL, was increased by 2.8 times 
compared to the parent compound, ursolic acid [oleanolic acid] with IC50 value of 
53.4 pg/mL.

Key words : Ursolicfoleanolic] acid; Metil ursolic [oleanolic]; base esterification; 
leukemia P388 Cell line. Tembesu.
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STUDI REAKSI ESTERIFIKASI DARI ASAM URSOLAT [OLEANOLAT] 
SERTA UJI ANTI KANKER SECARA IN-VITRO TERHADAP CELL LINE

LEUKIMIA P388

Oleh:

W.R ARNOLDI BEI 

08101003012

ABSTRAK

Studi reaksi pembuatan metil ursolat [oleanolat] dari asam ursolat [oleanolat] 
dengan menggunakan reaksi esterifikasi dalam suasana basa (KOH/CH3OH, THF 
9 jam T 90°C) telah dilakukan. Berdasarkan uraian spektroskopi NMR, hasil 
reaksi memperlihatkan kerangka senyawa induk asam ursolat [oleanolat] masih 
teijaga yaitu munculnya proton dan karbon alkohol C-3, gugus vinil C-12 dan C- 
13 namun resonansi sinyal proton gugus asam karboksilat tidak terlihat pada 
daerah bn 12. Hasil reaksi esterifikasi yang diharapkan kemungkinan belum 
terbentuk hal ini dikarenakan tidak adanya sinyal proton maupun karbon untuk 
gugus ester yaitu karbon metoksi pada 8c 50-52 dan sinyal proton pada 8h 3,5-3,7 
(3H, s). Tidak terbentuknya metil ursolat [olenoiat] ini kemungkinan disebabkan 
oleh 2 faktor utama yaitu faktor sterik (halangan ruang) dan faktor pereaksi. Nilai 
aktivitas anti kanker leukemia P388 secara In-vitro dari senyawa hasil reaksi 
meningkat 2,8 kali lipat dibandingkan dengan senyawa induk asam 
ursolat[oleanolat] dengan nilai IC50 dari metil ursolat [oleanolat] sebesar 18,742 
pg/mL sedangkan nilai IC50 asam ursolat[oleanolat] sebesar 53,4 pg/mL.

Kata kunci: Asam ursolat[oleanolat]; Metil ursolat [oleanolat]; esterifikasi basa;

Sel leukemia P388; Tembesu

x



UNivlRPsirIs!^WUAYA

142439NO. DAFTAR:. r *

TANGGAL : 2 1 JUL m
DAFTAR ISI

Halaman
iHALAMAN JUDUL.............................................................................

HALAMAN PERSETUJUAN...............................................................
HALAMAN PENGESAHAN................................................................
HALAMAN PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH..............
HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH............

HALAMAN PERSEMBAHAN.............................................................
KATA PENGANTAR...........................................................................
ABSTRACT.........................................................................................
ABSTRAK...........................................................................................
DAFTAR ISI........................................................................................
DAFTAR TABEL................................................................................
DAFTAR GAMBAR.............................................................................
DAFTAR LAMPIRAN..........................................................................
BAB I PENDAHULUAN.....................................................................

1.1 Latar Belakang......................................................................
1.2 Rumusan Masalah.................................................................
1.3 Tujuan Penelitian..................................................................
1.4 Manfaat Penelitian................................................................

BAB II TINJAUAN PUSTAKA...........................................................
2.1 Asam Ursolat [Oleanolat].....................................................
2.2 Reaksi Esterifikasi................................................................
2.3 Karakteristik Niai pergeseran Kimia 'H-NMR dan nC-NMR

dari Asam Oleanolat dan Produk Esterifikasi.......................
2.4 Uji Anti Kanker Leukimia P388 Secara In-vitro....................

BAB III METODE PENELITIAN.......................................................
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian...............................................
3.2 Alat dan Bahan.....................................................................

3.2.1 Alat...........................................................................

ii
iii
iv
v

vi

vii
iv
v

vi
viii
IX

x

1
1
3

4

4

5

5

6

8
9
11
11
11
11

xi



I

113.2.2 Bahan.......................................................................... .
3.3 Reaksi Esterifikasi Asam Ursolat [Oleanolat] Katalis Basa.
3.4 Isolasi Triterpenoid............................................................

3.4.1 Persiapan Sampel Buah Tembesu.................................
3.4.2 Isolasi Triterpenoid dari Buah Tembesu.......................

3.5 Esterifikasi Hasil Isolasi Asam Ursolat [Oleanolat] 1A[1B]
3.5.1 Pembuatan Reagen Kalium Metoksida..........................
3.5.2 Reaksi Esterifikasi Dalam Suasana Basa.......................

3.6 Pemurnian Hasil Esterifikasi..............................................
3.7 Prosedur Identifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis......
3.8 Preparasi Sampel Untuk Analisis Spektroskopi NMR.........
3.9 Prosedur Uji Anti Kanker Leukimia P-388 Secara In-vitro..

BAB IV Hasil dan Pembahasan .......................................................
4.1 Asam Ursolat [Oleanolat] 1 A[1B] dari Buah Tembesu.......
4.2 Produk Reaksi Esterifikasi (2A[2B]) dari Asam Ursolat

[Oleanolat] (1A[1 B]).........................................................
4.3 Uji Anti Kanker Leukimia P388 Secara In-vitro.................

BAB V Kesimpulan dan Saran..........................................................
5.1 Kesimpulan........................................................................
5.2 Saran.................................................................................

DAFTAR PUSTAKA........................................................................
LAMPIRAN................................... . .

12
12
12
12
13
13
14

14
15
15
16
17
17

18
30

33

33

33

35
37

xii



DAFTAR TABEL

Halaman
Nilai pergeseran kimia proton dan karbon dari asam oleanolat 
dan turunannya......................................................................

Data 8h dan 8c untuk gugus fungsi pada asam Ursolat 
[oleanolat]dan hasil reaksi.....................................................

Nilai variasi konsentrasi, OD, dan IC50 dari asam ursolat 
[oleanolat] 1A[1B] dan Hasil reaksi........................................

Tabel 1.
8

Tabel 2.
28

Tabel 3.
31

xiii



DAFTAR GAMBAR
Halaman

1Gambar 1. Struktur Asam Ursolat dan Asam Oleanolat................................

Gambar 2. Reaksi Esterifikasi dengan katalis asam.......................................

Gambar 3. Reaksi Esterifikasi dengan katalis basa........................................

Gambar 4. Esterifikasi asam oleanolat posisi C-3 dan C-28.........................

Gambar 5. Reaksi esterifikasi asam ursolat [oleanolat] katalis basa............

Gambar 6. Kromotogram hasil isolasi asam ursolatfoleanolat] 1 A[1 B]
Rf=0,52, T.L 284-286°C, 20% etil asetat dalam n-heksana......

Gambar 7. Reaksi esterifikasi 1A[1B] menjadi 2A[2B]................................

Gambar 8. Kromatogram senyawa hasil isolasi, lA[IB],Rf=0,52, 
TL=284-286°C dan senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C dengan eluen 20% etil asetat dalam n-heksana 
(P.Ester: produk esterifikasi, SM: bahan baku)...........................

Gambar 9. Spektrum lH-NMR asam ursolat [oleanolat] 1A[1B]
Rf=0,52, T.L 284-286°C pelarut DMSO.....................................

Gambar 10. Spektrum ]H-NMR senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C pelarut metanol....................................................

Gambar 11. Spektrum 13C-NMR senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C pelarut metanol....................................................

Gambar 12. Spektrum DEPT 135 senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C pelarut metanol....................................................

Gambar 13. Spektrum DEPT 90 senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C pelarut metanol................................................... .

Gambar 14. Spektrum HMBC senyawa hasil reaksi Rf=0,74,
TL=200-205°C pelarut metanol....................................................

Gambar 15. Struktur kursi asam ursolat [oleanolat]........................................ .

Gambar 16. Reaksi metanol dengan KOH.......................................................

Gambar 17. Reaksi Esterifikasi dalam Suasana Basa (CH3OH/THF + KOH)30

Gambar 18. Grafik hubungan optical density dengan konsentrasi pada 
senyawa (a) asam ursolatfoleanolat] 1A[1B] dan (b) 
hasil reaksi.

6

7

8

12

17

18

19

20

22

24

25

26

28

29

30

32

xiv



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman
37Lampiran 1. Skema penelitian...........................................................

Lampiran 2. Pembesaran spektrum 'H-NMR pada 5h 0-1,8 ppm......
Lampiran 3. Pembesaran spektrum *H-NMR pada 5h 4,5-5,3 ppm...
Lampiran 4. Pembesaran spektrum fH-NMR pada 8h 3,3-3,6 ppm....
Lampiran 5. Nilai triplo pengukuran anti kanker leukemia 

secara In-vitro dari asam ursolat [oleanolat] 
metil ursolat[oleanolat] 2A[2B].......................................

Lampiran 6. Perhitungan persentase rendemen hasil reaksi esterifikasi
Lampiran 7. Gambar TLC hasil pemisahan kromatografi...................

38
38
39

39
40

40

xv



BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Asam 3-hidroksiurs-12-en-28-oat atau asam ursolat dan pasangan 

3-hidroksioIean-12-en-28-oat atau asam oleanolat yangisomernya asam

selanjutnya ditulis asam ursolat [oleanolat] (Gambar 1) tergolong sebagai senyawa 

triterpenoid pentasiklik. Asam ursolat [oleanolat] telah diisolasi dari buah kering 

tembesu (Fagraea fragrans Robx) yang memiliki rendemen cukup besar yaitu 

3,03%. Proses isolasi senyawa ini cukup mudah hanya melalui proses ektraksi

dengan pelarut metanol dan rekristalisasi dengan pelarut yang sama, dapat 

diperoleh senyawa tersebut dalam bentuk kristal putih berbentuk jarum dengan 

titik leleh 284-286°C (Basir and Julinar, 2012).

Gambar 1. Struktur asam ursolat dan asam oleanolat 1A[1B]
Keterangan : 1A = R\= CH3, R.2=H = asam ursolat 

1B = Ri=H, R2=CH3 = asam oleanoat

Asam ursolat [oleanolat] serta turunannya memiliki aktivitas biologis 

yang menarik seperti penghambat sel tumor pada stadium awal, bersifat aktif 

sitotoksik, dapat menurunkan poliferasi, dan induksi apotosis 

mengindikasikan bahwa asam ursolat [oleanolat] serta turunanya dapat

yang

1
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dikembangkan sebagai senyawa anti kanker dan senyawa pencegah kanker (Feng 

et al, 2009). Selain itu, asam ursolat [oleanoiat] yang diisolasi dari buah tembesu 

juga telah dilakukan ujikan terhadap sel kanker leukemia L1210 dengan nilai IC50 

sebesar 5,78 pg/mL (Basir and Julinar, 2012). Pasangan isomer ini juga memiliki 

aktivitas sebagai senyawa anti bakteri dan potensial sebagai anti mutagenik

(Wolska etal, 2010).

Aktivitas biologis asam ursolat dan isomernya oleanoiat di atas 

merupakan pengaruh dari beberapa gugus fungsi yang dimiliki dari senyawa 

tersebut, meliputi sebuah gugus hidroksil (-OH) pada posisi C-3, sebuah gugus

alkena (C=C) pada posisi Cl2 - C13, dan sebuah gugus asam karboksilat (-

COOH) pada posisi C-28. Keberadaan gugus asam karboksilat pada asam ursolat

[oleanoiat], mendasari reaksi transformasi berupa reaksi esterifikasi untuk

menggantikan atom H pada gugus fungsi karboksilat menjadi gugus metil (-CH3). 

Rendemen yang cukup besar dari asam ursolat [oleanoat] yang terdapat dari buah 

tembesu dapat dimungkinkan untuk dilakukan reaksi transformasi gugus fungsi.

Esterifikasi asam ursolat [oleanoiat] telah dilaporkan oleh Finlay (2002) 

dengan menggunakan reagen diazometan (CH2N2) / dietileter (Et20) / dan tetra 

hidro furan (THF) sebagai pelarut, dan diperoleh rendemen sebesar 94%. Reagen 

diazometan memberikan rendemen yang sangat tinggi namun reaksi pembuatan 

reagen tersebut sangat sulit dan peralatan laboratorium harus memadai hal ini 

disebabkan oleh sifat dari diazometan yang sangat reaktif, mudah meledak, dan 

beracun. Proses pembuatan diazometan juga harus jauh dari guncangan dan 

lemari asam yang harus dialiri gas nitrogen untuk menjaga suhu tetap rendah agar
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tidak terjadi ledakan. Kesulitan di dalam mendapatkan dan mengendalikan reaksi 

esterifikasi dengan reagen diazometan menjadi landasan pencarian reagen lain 

yang dapat mengesterifikasi asam ursolat [oleanolat] yang lebih aman, tidak 

beracun dan tidak berbahaya.

Reaksi esterifikasi dapat dilakukan dalam suasana asam dan basa. Kedua 

reaksi tersebut memiliki kelebihan dan kekurangan masing-masing 

misalnya untuk esterifikasi dalam suasana asam, reaksi estrifikasi tersebut adalah 

reaksi yang bolak balik (jreversibei) kemungkinan dapat memperkecil rendemen 

hasil reaksi, sedangkan dalam suasana basa reaksi esterifikasi tersebut satu arah 

(ireversibel) yang mengindikasikan dapat menghasilkan persentase rendemen 

yang lebih besar dari pada esterifikasi dalam suasana asam (Widiyarti dan Hanafi,

suasana

2008).

Salah satu aktivitas biologis asam ursolat [oleanolat] yaitu sebagai

senyawa anti kanker. Tahap awal dari pencarian senyawa sebagai kandidat obat

kanker leukemia adalah mengujikan senyawa tersebut secara in-vitro sebelum

dilanjutkan ke tahap pengujian secara in-vivo. Pada penelitian ini asam ursolat 

[oleanolat] dan hasil esterifikasi diuji aktivitas anti kanker leukemia secara in- 

vitro terhadap cell line tikus P388, sehingga didapatkan nilai IC50 . Nilai IC50 

dapat menunjukan hubungan gugus fungsi yang berperan paling baik diaktivitas 

biologis tersebut.

1.2 Rumusan Masalah

Tersediannya asam ursolat [oleanolat] dari buah tembesu dengan 

rendemen 3,03% dan adanya gugus karboksilat pada asam ursolat [oleanolat]
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sebagai pusat reaksi esterifikasi, maka dirancang reaksi esterifikasi asam ursolat 

[oleanolat] dalam suasana basa untuk menghasilkan metil ursolat [oleanolat] yang 

diuji aktivitas anti kanker leukemia P388 secara in-vitro, agar diketahui hubungan 

struktur (gugus fungsional) yang berperan dalam aktivitas biologis tersebut.

Pencarian reagensia lain dalam reaksi esterifikasi yang diharapkan dapat 

mengkonversi asam ursolat [oleanolat] menjadi metil ursolat [oleanolat] yang 

mudah dibuat, tidak berbahaya dan tidak toksik dibandingkan dengan reagen 

diazometan.

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mentransformasi gugus fungsi asam

karboksilat (-COOH) pada asam ursolat [oleanoat] menjadi gugus fungsi ester

(-COOCH3) dengan menggunakan reagensia KOH/metanol dan THF dan

mengevaluasi aktivitas anti kanker leukemia P388 dari senyawa induk dan

turunannya.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah untuk mendapatkan metil ursolat 

[oleanolat] dengan menggunakan reagensia (KOH/metanol dan THF) dan 

mengetahui kemampuan reagensia melalui informasi persentase rendemen hasil 

reaksi. Memberikan informasi mengenai aktivitas anti kanker leukemia P388 

secara in-vitro serta hubungan struktur (gugus fungsional) yang berperan di 

aktivitas biologisnya.
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