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ABSTRAK
Dua senyawa alkaloid kuinolin terisoprenilasi yakni N-metilflindersin (1) dan flindersin (2) telah
diisolasi dari daun Melicope denhamii. Struktur kedua senyawa ditetapkan berdasarkan analisis spektroskopi
UV, IR, MS dan NMR. Uji aktivitas antikanker senyawa 1-2 terhadap murin leukemia P-388 memperlihatkan
I1Cs0 21,06 £ 0,85 dan 4,86 + 0,30 pg/ml dan senyawa 2 mempunyai aktivitas moderat
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PENDAHULUAN

Melicope denhamii merupakan
salah satu spesies dari famili Rutaceae.
Tumbuhan ini dikenal dengan nama ‘Ki
Sampang’. Secara tradisional, tumbuhan
ini dimanfaatkan masyarakat sebagai obat
seperti  diare, disentri, tumor dan
hepatitis. Genus Melicope terdiri dari
280 spesies yang penyebarannya
ditemukan di Asia, Afrika, Australia dan
Polynesia (Heyne, 1987). Melicope
menghasilkan senyawa alkaloid (L,
2001; Tanjung, 2017a), flavonoid
(Simonsen, 2004), kumarin (Kasim,
2013) dan memperlihatkan aktivitas
antikanker, antifungal dan antioksidan.

Dalam rangka penelitian fitokimia
senyawa alkaloid dari Melicope denhamii
tumbuhan endemik Indonesia. Pada
kesempatan kali ini akan dilaporkan
penemuan dua senyawa alkaloid kuinolin
terisoprenilasi yakni N-metilflindersin (1)
dan flindersin (2) dari daun M. denhamii.
Selain itu juga akan dilaporkan aktivitas
antikanker kedua senyawa alkaloid
terhadap sel murin leukemia P-388.
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METODE PENELITIAN

Prosedur Umum

Spektrum UV ditetapkan dengan
spektrofotometer  UV-Vis  Shimadzu
1800. Spektrum IR ditentukan dengan
spektrofotometer IR Perkin  Elmer.
Spektrum massa ditentukan dengan
spektrometer HR-ESI-MS merck Waters
LCT XE ESI. Spektrum NMR ditentukan
dengan spektrometer NMR JEOL ECA
400 yang beroperasi pada 400 MHz (*H-
NMR) dan 100 MHz (®C-NMR).
Kromatografi kolom gravitasi
menggunakan silika gel 60 (Merck),
kromatografi radial menggunakan silika
gel 60 PF2ss (Merck) dan kromatografi
lapis tipis (KLT) menggunakan plat KLT
silika gel 60 GF2s4 0.25 mm (Merck).

Bahan tumbuhan

Daun M. denhamii diperoleh dari
Kawasan Konservasi, Gunung Salak,
Bogor, Jawa Barat. Spesimen tumbuhan
diidentifikasi di Herbarium Bogorienses,
Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia
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(LIPI) Biologi, Cibinong, Bogor, Jawa
Barat.

Ekstraksi dan isolasi alkaloid kuinolin
terisoprenilasi

Ekstraksi daun M. denhamii
sebanyak 3,5 kg menggunakan metanol
pada suhu kamar sebanyak dua kali
selama 24 jam. Ekstrak metanol yang
diperoleh  dipekatkan  dengan alat
penguap bertekanan rendah sehingga
diperoleh  ekstrak  kental  metanol
berwarna coklat (250 g). Ekstrak metanol
selanjutnya dipartisi dengan n-heksana
menghasilkan dua lapisan, ekstrak n-
heksana dan ekstrak metanol. Ekstrak
metanol selanjutnya ditambahkan asam
sulfat 5% pH 3-4 kemudian dipartisi
dengan etil asetat menghasilkan ekstrak
etil asetat dan fasa asam. Fasa asam
ditambahkan ammoniak NH4OH pekat
sampai pH 8-9 untuk mengubah garam
alkaloid  menjadi  alkaloid  bebas
(Tjahjandarie, 2015). Ekstraksi fasa basa
dengan etil asetat menghasilkan ekstrak
kasar alkaloid sebanyak 7,5 g.

Pemisahan ekstrak kasar alkaloid
(7 g) dengan kolom kromatografi
menggunakan  campuran  eluen n-
heksana:etil asetat (9:1, 8:2, dan 1:1)
menghasilkan tiga fraksi utama A-C.
Berdasarkan analisis KLT, fraksi C
memperlihatkan spot berwarna coklat

(1)

Gambar 1. Struktur kuinolin terisoprenilasi M. denhamii
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kemerahan dengan pereaksi Dragendorf.
Hasil KLT ini menunjukkan bahwa fraksi
C mengandung alkaloid. Pemisahan
fraksi C (625 mg) dengan kolom
kromatografi gravitasi dengan eluen n-
heksana:etil asetat (9:1, 8:2, 1:1 dan 3:7)
menghasilkan tiga subfraksi yakni C1-Ca.
Pemisahan dan pemurnian subfraksi C>
(125 mg) dengan planar kromatografi
radial dengan eluen n-heksana-CHCIs3
(9:1, 8:2 dan 1:1) menghasilkan senyawa
1 (50 mg) dan 2 (10 mg).

Uji aktivitas antikanker terhadap sel
murin leukemia P-388

Penentuan uji aktivitas antikanker
senyawa 1-2 terhadap sel kanker murin
leukemia P-388 menggunakan metode
MTT assay (Tanjung, 2013; Tjahjandarie,
2017). Jumlah sel yang terinhibisi oleh
masing-masing senyawa 1 dan 2 diukur
serapannya dengan menggunakan
microplate reader pada A 540 nm setelah
diinkubasi selama 24 jam dalam
incubator CO- pada suhu 37° C. Senyawa
hasil isolasi dengan variasi konsentrasi
1000; 100; 30; 10; 3; 1; 0,3 dan 0,1 pg/ml
dengan perlakuan triplo diuji pada kultur
sel murin leukemia P-388. Nilai 1Cso
dapat dihitung melalui ektrapolasi garis
50% serapan senyawa uji terhadap
berbagai  konsentrasi  menggunakan
analisis regresi.

(2)
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Dua senyawa alkaloid kuinolin
terisoprenilasi, yakni N-metilflindersin
(1) dan flindersin (2) telah berhasil
diisolasi dari M. denhamii.

N-Metilflindersin (1) berwujud
padatan kuning muda dengan titik leleh
t.1. 84-86°C. Spektrum massa senyawa 1
memperlihatkan ion kuasimolekul positif
[M+H]" pada m/z 242,1180 yang sesuai
dengan rumus molekul CisH1sNO>
berdasarkan hasil pengukuran HR-ESI-
MS. Spektrum UV senyawa 1 dalam
MeOH memperlihatkan serapan
maksimum pada Amaks (log €): 226 (4,29),
285 (3,20), 333 (3,65), 348 (3,69) dan
365 (3,52) nm yang merupakan ciri khas
senyawa kuinolin terisoprenilasi
(Tanjung, 2017a). Spektrum IR senyawa
1 dalam KBr memperlihatkan pita
serapan pada vmaks: 1641 cm™ (karbonil
terkonyugasi), 1581, 1411 cm?t (C=C
aromatik) and 1188 cm® (C-O-C eter)
(Marliana, 2016; Tanjung, 2014).
Spektrum *H-NMR (400 MHz, Tabel-1)
senyawa 1 dalam CDCls memperlihatkan
empat sinyal proton aromatik yang saling
terkopling orto, meta dan para [6n 7,95
(1H, dd, J = 7,8; 1,5 Hz, H-10), 7,53 (1H,
t,J=78Hz, H-8),7,30 (1H,d, J=85
Hz, H-7), 7,21 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-9)]
merupakan ciri khas benzena 1,2-
disubstitusi (Kamperdick, 1999).
Sepasang sinyal doublet cis-vinilik (J =
9,8 Hz) pada 61 6,74 (H-4) dan 5,52 (H-
3) serta satu sinyal metil pada én 1,50
(11-CH3 dan 12-CHs) merupakan sinyal
proton dari gugus 2,2-dimetilpirano
(Tanjung, 2017b; 2016). Sinyal singlet
pada oH 3,68 (6 N-CH3) merupakan sinyal
proton dari N-metil. Spektrum *C-NMR
(percobaan APT, 100 MHz, Tabel-1)
senyawa 1 dalam memperlihatkan 14
sinyal atom karbon yang mewakili 15
atom karbon dan telah dikonfirmasikan
dengan spektrum HMQC dan HMBC.
Berdasarkan pengukuran HMBC (Tabel-
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1), sinyal singlet proton N-metil pada on
3,68 (6 N-CH3z) memperlihatkan korelasi
dengan satu sinyal karbon amida pada 6c
160,9 (C-5) dan satu sinyal karbon
kuarterner pada oc 139,2 (C-6a). Sinyal
proton aromatik pada 6w 7,21 (H-9)
menunjukkan korelasi dengan sinyal
karbon kuarterner pada 6c 115,9 (C-10a)
dan sinyal karbon metin pada 6c 113,9
(C-7). Dua sinyal karbon kuarterner pada
oc 139,2 (C-6a) dan o6c 115,9 (C-10a)
merupakan sinyal karbon kuarterner dari
benzena 1,2-disubstitusi (Kamperdick,
1999). Sinyal proton aromatik pada on
7,95 (H-10) menunjukkan korelasi
dengan sinyal karbon oksiaril pada oc
155,1 (C-10b) dan sinyal karbon metin
pada &c 130,8 (C-8) menunjukkan cicncin
2,2-dimetilpirano terhubungkan pada C-
4a dan C-10b. Sinyal proton cis vinilik
pada oH 6,74 (H-4) menunjukkan korelasi
dengan C-10b dan karbon eter pada o6c
78,6 (C-2). Sinyal proton metil pada dn
1,50 (11-CHs dan 12-CHs) berkorelasi
dengan C-2 dan 46c 126,2 (C-3).
Berdasarkan spektrum HMBC tersebut
maka disimpulkan bahwa senyawa 1
adalah senyawa N-metilflindersin
(Kamperdick, 1999). Korelasi antara
sinyal proton dengan sinyal karbon dalam
dua atau tiga ikatan pada spektrum
HMBC yang utama untuk mendukung
struktur senyawa N-metilflindersin hasil
isolasi dapat dilihat pada Tabel-1 dan
Gambar-2.

Flindersin (2) berwujud padatan
kuning muda dengan titik leleh t.I. 197-
199°C. Spektrum massa senyawa 2
memperlihatkan ion kuasimolekul positif
[M+H]" pada m/z 229,1180 yang sesuai
dengan rumus molekul Ci4H13NO;.
Spektrum UV spectrum (Amax 225, 282,
330, 347 and 363 nm) dan spektrum IR
(1645, 1590, 1461 and 1196 cm™) sangat
mirip dengan senyawa 1. Spektrum ‘H-
NMR (Tabel-1) senyawa 2 dalam CDCl3
memperlihatkan empat sinyal proton
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aromatik pada [6n 7,89 (1H, d, J = 8,0
Hz, H-10), 7.48 (1H, t, J = 7,6 Hz, H-8),
7,30 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 7,19 (1H, t,
J =7.6 Hz, H-9)] dan sinyal proton cincin
2,2-dimetilpirano [on 6,76 (1H, d, J =
10.0 Hz, H-4), 5,56 (1H, d, J = 10.0 Hz,
H-3), 154 (11-CHz dan 12-CHj3)].
Spektrum 'H NMR senyawa 2 sangat
mirip dengan senyawa 1. Perbedaan yang
utama adalah pada senyawa 2 merupakan
demetilasi dari senyawa 1. Spektrum

13C-NMR (Tabel-1) senyawa 2 dalam
memperlihatkan 13 sinyal atom karbon
yang mewakili 14 atom karbon.
Berdasarkan analisis spektrum HMQC
dan HMBC maka senyawa 2 adalah
flindersin (Munoz, 1982). Korelasi antara
sinyal proton dengan sinyal karbon pada
spektrum HMBC yang mendukung
struktur senyawa dapat dilihat pada
Tabel-1 dan Gambar-2.

Tabel-1. Data spektroskopi NMR senyawa 1 dan 2 dalam CDCls.

N-Metilflindersin (1)

Flindersin (2)

No on (multiplisitas) 6c HMBC on (multiplisitas)  dc HMBC
2 - 78,6 - - 79,2 -
3 5,52 (d, 9,8) 126,2 C-2; C-4a 5,56 (d, 10,0) 126,3 C-2; C-4a; C-
11; C-12
4 6,74 (d, 9,8) 117,8 C-2; C-10b 6,76 (d, 10,0) 117,2 C-2; C-5; C-10b
4a - 1056 - - 105,8 -
5 - 1609 - - 162,3 -
6a - 139,2 - - 1378 -
7 7,30 (d, 8,5) 1139 C-9,C-10a 7,30 (d, 8,2) 1159 C-9, C-10a
8 7,53 (t, 7,8) 130,8 C-6a, C-10 7,48 (t, 7,6) 130,9 C-6a, C-10
9 7,21 (t,7,8) 1216 C-7,C-10a 7,19 (t, 7,6) 122,2 C-7
10 7,95 (d, 7,8) 123,0 C-8,C-10b 7,89 (d, 8,0) 122,7 C-6a, C-8, C-
10b
10a - 1159 - - 1154 -
10b - 1551 - - 157,3 -
11 1,50 (s) 28,1 C-2.C-3;C-12 1,54 (s) 28,4 C-2.C-3;C-12
12 1,50 (s) 28,1 C-2.C-3;C-11 1,54 (s) 284 C-2.C-3;C-11
N-CHs; 3,68 (s) 29,2 C-5, C-6a - - -
Gambar 2. HMBC yang utama pada senyawa 1-2
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Uji aktivitas antikanker senyawa 1
dan 2 terhadap sel murin leukemia P-388
memperlihatkan nilai konsentrasi daya
hambat 1Cso adalah 21,06 + 0,85 dan 4,86
+ 0,30 pg/ml. Senyawa 2 dikategorikan
memiliki keaktifan moderat sedangkan 1
tidak aktif. Senyawa 2 mengalami
demetilasi dan meningkatkan aktivitas
antikanker.

KESIMPULAN

Dua alkaloid kuinolin
terisoprenilasi yakni N-metilflindersin (1)
dan  flindersin (2) telah berhasil
dipisahkan dari daun Melicope denhamii.
Senyawa 2 memperlihatkan aktivitas
moderat dengan nilai ICso sebesar 21,06
+ 0,85 pg/ml.
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