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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 description, 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
du 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 6c 50-52 and proton 8y 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 ICsp value 18.742 pg/mL, was increased by 2.8 times

compared to the parent compound, ursolic acid [oleanolic acid] with ICsq value of
53.4 pg/mL.

Key words : Ursolic[oleanolic] 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/CH;OH, THF
9 jam T 90°C) telah dilakukan. Berdasarkan uraian spektroskopi NMR, hasil
reaksi memperlihatkan kerangka senyawa induk asam ursolat [oleanolat] masih
terjaga 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 8y 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 8¢ 50-52 dan sinyal proton pada 8y 3,5-3,7
(3H, s). Tidak terbentuknya metil ursolat [olenolat] 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 ICso dari metil ursolat[oleanolat] sebesar 18,742
pg/mL sedangkan nilai ICsp asam ursolat[oleanolat] sebesar 53,4 pg/mL.

Kata kunci : Asam ursolat[oleanolat]; Metil ursolat [oleanolat]; esterifikasi basa;
Sel leukemia P388; Tembesu
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang ~ i .
Asam 3-hidroksiurs-12-en-28-oat atau asam ursolat dan pasangan
isomernya asam 3-hidroksiolean-12-en-28-oat atau asam oleanolat yang
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).

HO

oy
Gambar 1. Struktur asam ursolat dan asam oleanolat 1A[1B]
Keterangan : 1A = R;=CHj3, R,=H = asam ursolat
1B =R;=H, R,=CH;3 = 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  yang

mengindikasikan bahwa asam ursolat [oleanolat] serta turunanya dapat



dikembangkan sebagai senyawa anti kanker dan senyawa pencegah kanker (Feng
et al, 2009). Selain itu, asam ursolat [oleanolat] yang diisolasi dari buah tembesu
juga telah dilakukan ujikan terhadap sel kanker leukemia L1210 dengan nilai ICsp
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 et al, 2010).

Aktivitas biologis asam ursolat dan isomemya oleanolat 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 C12 — C13, dan sebuah gugus asam karboksilat (-
COOH) pada posisi C-28. Keberadaan gugus asam karboksilat pada asam ursolat
[oleanolat], 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 [oleanolat] telah dilaporkan oleh Finlay (2002)
dengan menggunakan reagen diazometan (CH,N) / dietileter (Et,0) / 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



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
suasana reaksi tersebut memiliki kelebihan dan kekurangan masing-masing
misalnya untuk esterifikasi dalam suasana asam, reaksi estrifikasi tersebut adalah
reaksi yang bolak balik (reversibel) 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,
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 ICso . Nilai ICs

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]



L

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.



35

DAFTAR PUSTAKA

Atta-ur-Rahman, M.I Choudhary & W.J. Thomsen. 2001 . Bioassay Techniques
For Drug Development. Harwood Academic Publisher . San Diego. USA

Basir, D & Julinar. 2012. The Restorative Cosmetic Constituents Of Fragraea
fragrans Fruits. Indo.J.Chem. 84-88.

Dykes, Donald J and W.R. Waud. 2013. Murine L1210 and P388 Leukimias. Lb
B.A. Teicher, Tumor Models in Cancer Recorch (23-40). Newjersey :
Humana Press Inc. tersedia pada http:www.spinger.com. Diakses pada
tanggal 12 Desember 2013

Ekasari, Linggar A . (2013) . Oksidasi asam ursolat [oleanolat] serta uji anti
bakteri. Skripsi Jurusan Kimia FMIPA Universitas Sriwijaya. Tidak
dipublikasikan.

Feng,Ju-Hong., Chen, Wei., Zhao, Yu., Ju, Lian-Xiu. 2009. Anti-Tumor Activity
of Oleanolic, Ursolic and Glycyrrhetinic Acid. The Open Natural Product
Journal. Vol:2. 48-52

Fessenden & Fessenden . 1995. Kimia Organik 1. Jilid 2. Edisi ke-3. Jakarta :
Erlangga.

Finlay, H.J., Honda, T., and Gribble, G.W. 2002. Synthesis of novel [3,2-b] indole
Jfused oleanolic acid as potential inhibithors of cell proliferation. Arkivoc
(xii) 38-46.

Hakim, Nurul. (2002). Identifikasi Produk Asetil Asam-3-Hidroksil-12ursen-
280at dan Asam-3-Hidroksi-20-Ursen-300at dari Buah Tumbuhan

Tembesu (Fragraea Fragrans Roxb) Secara GC-MS.. Skripsi Jurusan
Kimia FMIPA Universitas Sriwijaya. Tidak dipublikasikan.

Honda, T., Heater J Finlay, Gordon W Gribbe, Nanjoo Suh, Michael B Sporn.
1997. New Enone Derivates of Oleanolic and Ursolic Acid an Inhibitors
of Nitric Oxide Production in Mouse Macrophages.Japan. Bioorganic
and Medical Chemistry Letters.vol:7.1623-1628.

Husniati dan Hanafi, M. 2010. Sintesis Senyawa Analoh UK-3A dan Pengaruhnya

terhadap Bioaktivitas In-vitro Antikanker Leukimia P-388. Teknologi
Indonesia, 33(1), 27-31.

Liu,J. 1995. Pharmacology of Oleanolic and Urcolic Acid USA
Ethnopharmacology 49. 57-68. .

PO TN =


http://www.spinger.com

36

Mazumder, Kishor., Tanaka, Katsunori., Fukase, Koichi. 2013. Cytotoxic Activity
of Ursolic Acid Derivatives Obtaines by Isolation and Oxidative
Derivatization. Molecules. 18. 8929-8944

Pertino, Mariano W., Lopez, Cecilia,, Theoduloz, Cristina., Schmeda-
Hirschmann. 2013. 1,2,3-T; viazole-Substituted ~ Oleanolic ~ Acid
Derivatives:Synthesis and Antiproliferative Activity. Molecules. 18.
7661-7674.

Pramono, Danu. (2001). Hidreo-Halogenasi Asam Ursolat Menjadi Asam-
3Hidroksi-12Hidro-13Kloro-Ursan-28 Oat dari Tumbuhan T embesu
(Fragraea fragrans Roxb). Skripsi Jurusan Kimia FMIPA Universitas
Sriwijaya. Tidak dipublikasikan.

Ramli. (2001). Epokidasi Asam Ursolat yang Diisolasi dari BUah Tembesu
(Fragraea fragrans Roxb). Skripsi Jurusan Kimia FMIPA Universitas
Sriwijaya. Tidak dipublikasikan.

Ryu, S.Y., Lee, Chang-Kyu., Ahn, J.W., Lee, S.H., Zee, O.P. 1993. Antiviral
Activity of Triterpenoid Derivatives. Archieves of Pharmacal Research,
339.

Silverstein, R.M., Bassler, G.C., and Morrill, T.C. 1986. Spectrometric
Identification of Organic Compounds. 4th ed. John Wiley & Sons. New
York.

Simon,A., Delage,C., Saux,M., Chulia,AL., Najid,A., Riguad,M., 1991. Struktur
of ursolic acid ethanol solvate. International union of crytallograthy.726.

Solomon, T W. 1998. Organic Chemistry. USA. Fourth Edition Jhon
Willey&Sons

Sun, H., fangwei-shuo., wang, wen-zhao., hu, c. 2006. Structure activity
relationships of oleanene- and ursane-type triterpenoids. (versi
elektronik). Botanical Studies, 47, 339-368. Tersedian pada
http://ejournal.sinica.edu.tw. Diakses padal9 Juni 2013.

Widiyarti, G dan Hanafi, M. 2008. Pengaruh konsentrasi katalis dan
perbandingan molaritas reaktan pada sintesis senyawa a-monolaurin.
Reaktor, vol.12, No.2, 90-97

Wolska, K.I., Grud.niak, A.N., Fiecek, B., Kraczkiewicz-Dowjat, A., Kurek A.
2019. ,finnbacterlal activity of oleanolic and ursolicacids and their
derivatives. Cent. Eur. J. Biol, 5(5), 543-553.

—— il


http://eioumal.sinica.edu.tw

