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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah negara dengan luas area 1.904.570
km? dan luas hutan mencapai 88.495.000 km? (FAO, 2005).
Indonesia dikenal kaya akan keanekaragaman hayati
terutama tumbuhan, tercatat 38.000 jenis tumbuhan dan
10.000 jenis diantaranya adalah divisi pteridophyta atau
tumbuhan paku (Kementrian Kehutanan RI, 2010; Tjitro-
soepomo, 2009).

Pteridophyta atau tumbuhan paku merupakan jenis
tumbuhan yang telah membentuk koloni selama jutaan
tahun yang lalu serta masih bertahan hingga saat ini. Peng-
gunaan pteridophyta sebagai sumber obat alami tidak
sebanyak tumbuhan berbunga atau tumbuhan tingkat
tinggi. Penelitian aktivitas farmakologi dan fitokimia ter-
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hadap kelompok pteridophyta jika dibandingkan dengan
kelompok angiospermae jauh lebih sedikit, hal ini disebab-
kan biodiversitas dan distribusi dari angiospermae yang
lebih luas dibandingkan pteridophyta (Cao et al., 2017).
Pteridophyta mampu memproduksi kelompok senyawa
metabolit sekunder spesifik untuk lingkungan dengan
tujuan pertahanan diri terutama perlindungan dari se-
rangan parasit dan herbivora (Morais-braga et al., 2012).
Penelitian terhadap aktivitas farmakologi dari pteri-
dophyta masih terbatas pada aktivitas antimikroba, infeksi
pada ginjal, diuretika, antiinflamasi, penghilang nyeri, dan
aktivitas antikanker (Wills & Asha, 2009; Karthik et al.,
2011; Tomsik, 2014; Cao et al., 2017).

Pteridopyhta terdiri atas beberapa famili salah satunya
adalah famili Lygodiaceae yang hanya memiliki satu genus
yakni Genus Lygodium terdiri atas 45 spesies dan tersebar
di seluruh dunia. Genus ini tumbuh menjalar dan selalu
merambat pada tumbuhan lain dan sangat berbeda dari
jenis paku lainnya karena mempunyai akar rimpang yang
menjalar di tanah dan berdaging, paku jenis ini hanya
dapat hidup di tempat yang terbuka karena menyukai
sinar matahari (LIPI, 1980). Genus Lygodium memiliki
beberapa karakter morfologi yang unik oleh karena itu
digolongkan dalam famili Lygodiaceae (Ferriter, 2001) dan
termasuk dalam divisi pteridophyta atau tumbuhan paku.
Genus Lygodium dilaporkan memiliki beberapa aktivitas
farmakologi, seperti: antibakteri, antivirus, resisten pada

hormon pria dan penumbuh rambut, normalisasi kerja

~ 9 ~
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kantung empedu, penghancur batu ginjal, hepatopro-
tektor, mengatasi infeksi saluran kemih, nefritis edema,
flu dengan demam, volume urin sedikit, kardial, dan diare
enteritis (Guo-gang et al., 2012; Cao et al., 2017). Aktivitas
antioksidan dan antimikroorganisme secara in vitro dari
polisakarida murni telah dilaporkan dari L. japonicum (Liet
al., 2006)we extracted polysaccharides from fern Lygodium
japonicum and obtained purification polysaccharides
by a DEAE-52 cellulose column (1.6 ?? 30 cm. Ekstrak
n-heksana dari spesies L. flexuosum diketahui memiliki
aktivitas hepatoprotektor terhadap tikus yang dilukai
pada bagian livernya menggunakan bahan penginduksi
berupa D-galaktosamin (Wills & Asha, 2006a), dan tikus
yang diinduksi oleh karbon tetraklorida (Wills & Asha,
2006b).

Ekstrak L. flexuosum diketahui memiliki aktivitas
sebagai antiproliferatif dan apoptosis pada sel kanker
human hepatoma (PLC/PRE/5 dan Hep 3B cells lines) serta
berperan dalam menghambat induksi TNF-a melalui
aktivasi NF-kB dalam sel PLC/PRF/5, hal ini menegaskan
potensi dari ekstrak n-heksana L. flexuosum sebagai agen
kemopreventif (Wills & Asha, 2009). Aktivitas farmakologi
terkait potensi sitotoksik terhadap bentuk sel dalam tahap
promastigote dan epimastigote dari L. brasiliensis and
T. cruzi menegaskan bahwa genus Lygodium memiliki
potensi sitotoksik terhadap sel. Aktivitas antimikroba ter-
hadap Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, C. albicans, C. krusei and C. tropicalis dilaporkan
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dari ekstrak etanol daun tumbuhan L. venustum dengan
menggunakan metode mikrodilusi (Morais-braga et al.,
2013).

Kandungan utama metabolit sekunder dari genus
ini adalah kelompok steroid yang terdiri dari ekidistero-
sida (kapitasteron-3-O-p-D-glukopiranosida, lygodium-
sterosida A, lygodiumsterosida B, makisteron C), fitos-
terol berupa p-fitosterol, dan daukosterol, kelompok
terpenoid yang terdiri dari triterpenoid (friedelin, 2a-asam
hidroksiursolat), dan kelompok senyawa fenolik (Zhu et
al., 2009; Chen et al., 2010; Guo-gang et al., 2012).

Kelompok senyawa fenolik cukup banyak dilapor-
kan dari genus Lygodium antara lain, kelompok flavanoid
(Zhang et al., 2006), flavanoid glikosida (Ye et al., 2007),
dan kelompok naftokuinon (Chen et al., 2010). Kelompok
senyawa fenolik diketahui banyak memiliki aktivitas
farmakologisalahsatunyaadalahantijamur, beberapacontoh
senyawa fenolik yang memiliki aktivitas antijamur adalah
3-hidroksi-4-geranil-5-metoksibifenil, ~4-hidroksifenil-6-O-
[(3R)-3,4-dihidroksi-2-metilenbutanoil-D-glukopiranosida,
eriosemaones A-D, amentoflavon, eupomatenoid-3 dan
5, konokarpan, orientin, isopiscerithron, allolikoisoflavon
A, piscisoflavon A dan B, quercetin-3,7-dimethyl ether,
quercetin-3,7-O-a-L-diramnosida, angelicin, kaempferol-
3,7-O-a-L-diramnosida, klausenidin, dan 1,3-dihidroksi-2-
metil-5,6-dimetoksiantrakuinon (Arif et al., 2009).
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Salah satu spesies invasif dari genus Lygodium adalah
L. microphyllum (Cav.) R. Br. berupa tumbuhan paku yang
tumbuh liar dan merambat. Tumbuhan L. mircrophyllum
tersebar dari Afrika, Asia Tenggara termasuk Indonesia,
Australia dan beberapa pulau di Pasifik Selatan. Penye-
barannya sangat cepat, dan dapat tumbuh menutupi
vegetasi hingga ketinggian 30 m. Tumbuhan ini merupakan
salah satu tumbuhan invasif dan telah menyebar
hingga Florida Selatan, Amerika Serikat. Tumbuhan L.
microphyllum dapat mengganggu ekosistem dan ekologi
sekitarnya (Ferriter, 2001; Langeland & Hutchinson, 2001).

Tumbuhan L. microphyllum belum banyak dieksplorasi
karena tumbuhan ini lebih dikenal sebagai tumbuhan
invasif yang dapat mengganggu keseimbangan ekologi
lingkungan. Minyak atsiri L. microphyllum dilaporkan
sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus, Escherchia coli dan Piricularia oryzae Cav. pada
konsentrasi 12,5 pg/mL. Aktivitas alelopati juga dimiliki
oleh L. microphyllum terhadap beberapa tanaman uji, hasil
pengujian ini menjelaskan sifat invasif dari L. microphyllum
(Wang et al., 2014).

Kemampuan tumbuhan tersebut untuk berkembang
biak merupakan keunggulan tersendiri bagi L. microphyllum
apabila nantinya memiliki kemanfaatan dalam bidang
kesehatan maupun bidang pertanian.

Berdasarkan penelusuran literatur hingga saat ini,
laporan terbaru dari kandungan metabolit sekunder dari
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tumbuhan L. microphyllum asal Indonesia masih sangat
minim, sehingga dapat membuka peluang untuk men-
dapatkan senyawa metabolit sekunder baru. Metabolit se-
kunder yang sering dilaporkan dari genus Lygodium adalah
kelompok flavonoid, glikosida flavanoid dan natftokuinon
yang termasuk dalam golongan senyawa fenolik. Senyawa
fenolik diketahui memiliki aktivitas farmakologi yang
menarik salah satunya adalah antijamur. Dengan demikian
studi fitokimia tentang senyawa fenolik berpeluang untuk
memperoleh senyawa baru dari golongan fenolik yang

memiliki aktivitas antijamur.

Pada penelitian ini telah dilakukan isolasi dan penen-
tuan struktur kimia senyawa fenolik dari herba tumbuhan
L. microphyllum dan pengujian aktivitas antijamurnya
terhadap jamur C. albicans dan A. niger. Isolasi senyawa
dilakukan melalui pemisahan dan pemurnian meng-
gunakan berbagai teknik kromatografi. Isolat ditentukan
struktur kimianya melalui metode spektroskopi ultraviolet,
inframerah, resonansi magnet inti dan massa dan di-
lakukan pengujian aktivitas antijamur terhadap C. albicans
dan A. niger.

1.2 Identifikasi Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang masalah, dapat
diidentifikasikan masalah dalam penelitian ini sebagai
berikut:

1. Bagaimana struktur kimia senyawa fenolik hasil isolasi
dari tumbuhan kerokot (L. microphyllum).
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2. Bagaimana aktivitas antijamur senyawa fenolik hasil

isolasi dari tumbuhan kerokot (L. microphyllum) ter-
hadap jamur Candida albicans dan Aspregillus niger.
Gugus fungsi mana yang berperan terhadap aktivitas

antijamur.

1.3 Maksud dan Tujuan

Maksud dari penelitian ini adalah untuk men-

dapatkan senyawa fenolik dari tumbuhan kerokot (L.

microphyllum) yang dapat dijadikan sebagai lead compound

untuk pengembangan bahan obat.

Tujuan dari penelitian ini adalah :

. Memperoleh struktur kimia senyawa fenolik hasil iso-

lasi dari tumbuhan kerokot (L. microphyllum).
Menentukan aktivitas antijamur senyawa fenolik
hasil isolasi dari tumbuhan kerokot (L. microphyllum)
terhadap jamur Candida albicans dan Aspregillus niger.
Menentukan gugus fungsi yang berperan terhadap
aktifitas antijamur

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini akan berguna baik dari segi teoritis

maupun aplikatif, diantaranya memberikan tambahan

ilmu dalam:

1.

Mengungkap kemotaksonomi senyawa fenolik dari
tumbuhan kerokot (L. microphyllum).

Mengungkap hubungan struktur kimia dan aktivitas
antijamur senyawa fenolik dari tumbuhan kerokot (L.



microphyllum)
3. Meningkatkan kemanfataan dari tumbuhan kerokot (L.
microphyllum) sebagai bahan baku obat.



BAB |l

TINJAUAN PUSTAKA, KERANGKA
PEMIKIRAN DAN HIPOTESIS

2.1 Kajian Pustaka
2.1.1 Tinjauanumumtumbuhan Lygodiummicrophyllum

Tumbuhan ini menyebar dengan sangat cepat dan
membentuk koloni besar sehingga akan mendominasi
suatu kawasan. Tumbuhan ini tumbuh menjalar dan akan
menutupi vegetasi lain sehingga menjadi tidak terlihat dan
menyebabkan terganggunya ekosistem karena menye-
babkan kematian pada flora asli daerah tersebut (Ferriter,
2001)

Secara umum Lygodium mempunyai akar yang me-
rayap, berambut tapi tidak bersisik, daun-daunnya monos-
tika, melilit, dan pertumbuhannya tidak tentu. Ranting-
nya biasanya tidak panjang, ranting primernya pendek,
ujungnya terhenti dan ditutupi oleh rambut dan setiap
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ujungnya terdapat sepasang ranting sekunder. Ranting
sekunder mengandung daun dengan bentuk menyirip
dan cabang dikotom mengandung daun yang becuping.
Terdapat pula daun yang steril berbentuk gerigi maupun
berlobus, sedangkan daun yang fertil berjumbai sepanjang
tepinya dengan cuping sempit yang pendek dan setiap
cuping mengandung dua baris sporangia yang ditutupi
dengan indusium kecil. Lygodium mempunyai rhizoma
horizontal di bawah tanah dengan terbagi dalam dua
cabang. Daun seringkali amat panjang, dengan taju daun-
daun yang tersusun menyirip. Sporangium terdapat pada
bagian-bagian daun dan yang tersendiri atau seringkali
hanya taju-tajunya saja yang bersifat fertil, misalnya L.
circinnatum. Genus ini sangat berbeda dengan jenis paku
lainnya karena mempunyai akar rimpang yang menjalar
di tanah dan berdaging. Daunnya membelit tumbuhan lain
yang ada di dekatnya. Hanya dapat hidup di tempat yang
terbuka karena paku jenis ini menyukai sinar matahari
(Bower, 2010).

L. microphyllum sering disebut sebagai paku tali
karena batangnya yang dapat mencapai ukuran panjang
dan liat dapat dibuat tali. Sebelumnya jenis ini mempunyai
nama ilmiah Lygodium scandens Swartz. Daun sterilnya
berbentuk segitiga atau seperti jantung dan bagian tepi
bergerigi, sedang daun fertilnya berujung bulat dan lebih
kecil dari daun steril. Di alam paku tali banyak dijumpai
di tempat terbuka sampai 1.500 m di atas permukaan
laut. Jenis yang tersebar di Afrika Tropis, sepanjang Asia

~ 10 ~
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Tenggara, Bangladesh, Hongkong, Australia dan Mela-
nesia. Tumbuhan ini sudah banyak dimanfaatkan dalam
kehidupan sehari-hari antara lain bagian batangnya di-
gunakan untuk membuat tali dan keranjang. Selain
itu juga tumbuhan ini dapat digunakan sebagai obat
sariawan usus, disentri, demam, penyakit kulit, cacar air,
dan pembengkakan. Bagian daun mudanya dapat dijadi-
kan sayur (Hartini, 2007). Penggunaan umumnya di
masyarakat adalah sebagai adstringen, lotion, mengatasi
penyakit kulit, cacar air, antiinflamasi, dan kontrasepsi.
Spora digunakan untuk gangguan saluran kemih dan
bagian daun yang dihancurkan dapat digunakan untuk
mengatasi tersedak (Benjamin & Manickam, 2007). Di
Amerika Serikat, L. microphyllum telah menjadi tumbuhan
invasif yang sulit dikendalikan (Ferriter, 2001).

2.1.2 Klasifikasi tumbuhan Lygodium microphyllum
Tumbuhan L. micropyhllum dapat diklasifikasikan

sebagai berikut :
Kingdom Plantae
Subkingdom  Tracheobionta,
Divisi Pteridophyta (paku-pakuan),
Kelas Pteridopsida,
Sub Kelas Schizaeatae,
Ordo Schizaeales,
Famili Lygodiaceae,

Genus Lygodium,

~ 1~
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Spesies Lygodium microphyllum Cav. R.Br.
(Ferriter, 2001).

Lpg(__r(ﬁ Photos: G & N. Sankowsky

Gambar 2.1 Daun fertil dan steril pada tumbuhan L. microphyllum
(Sumber : http://florabase.dec.wa.gov.au/browse/profile/21)

Nama lain atau sinonim untuk L. microphyllum adalah
Lygodium scandens (L.) Swartz, dan Ugena microphylla
Cav. R. Br. Di Indonesia lenih dikenal dengan nama paku
kawat, paku tali, hata kecil (Sunda), akar kawek, kerokot
(Dayak) sedangkan di Inggris : old world climbing fern, small
leaf climbing fern.

Tanaman ini menggunakan suatu pola reproduksi
yang khas yang dimiliki oleh paku, yaitu bergantian antara
fase vegetatif dan reproduksi seksual pada tiap generasi.
Seperti tumbuhan paku lain, spora membutuhkan lingku-

~ 12 ~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)
ngan yang lembab untuk berkecambah dan tumbuh (Lott
et al., 2003).

Sporangia sepanjang tepi dari daun reproduktif mem-
produksi spora vegetatif yang menyebar dan memberikan
generasi gametofit yang haploid (satu set kromosom).
Reproduksi seksual gametofit tergolong kecil dan ter-
samarkan mirip lumut hati. Tanaman ini berumah satu,
memiliki organ reproduksi dari kedua jenis kelamin pada
tanaman yang sama. Gamet jantan dan betina sering me-
lakukan pembuahan sendiri untuk menghasilkan embrio
bentuk sporofit diploid yang umum terdapat dalam
tumbuhan paku. Produksi pinnules dan sporangia terjadi
sepanjang tahun (Langeland & Burks, 1998).

Lott et al (2003) melaporkan bahwa intragamethophytic
selfing (penyatuan sel telur dan sperma yang berasal dari
gametofit yang sama) merupakan strategi reproduksi yang
umum dari L. microphyllum dan L. japonicum di Florida.
Sehingga dapat diperkirakan bahwa intragamethophytic
selfing memegang peranan penting untuk mempercepat
penyebaran tanaman invasif ini diseluruh negara bagian.

Spora biasanya berkecambah dalam waktu tujuh hari.
Mereka dapat bertahan hidup dalam jangka waktu yang
sangat lama (setidaknya dua tahun). Telah dilaporkan
bahwa tingkat perkecambahan spora L. microphyllum
sebesar 80 % untuk spora yang berusia 5 bulan dan spora
ini dapat bertahan hidup setidaknya selama 2 tahun. Spora
ini dapat menyebar melalui berbagai cara dan cara yang

~13 ~
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paling sering terjadi adalah melalui perantara air dan angin.
Melalui angin, penyebaran spora ini berlangsung dengan
cepat dan luas (Brown, 1984). Pemberton & Ferriter (1998)
melaporkan bahwa setidaknya terdapat sekitar 800 spora/
meter kubik/jam yang ditangkap ketika penyebaran spora
L. microphyllum.

Gambar 2.2 Tumbuhan Lygodium microphyllum

2.1.3 Kandungan kimia genus Lygodium

Kandungan utama metabolit sekunder dari genus ini
adalah:

1. Terpenoid
Kelompok diterpenoid berupa fitohormon yakni gibbe-
relin A, metilester (9), gibberelin A , metilester (10),
gibberelin A, metilester (11), gibberelin A metilester
(12), 12a-hidroksi gibberelin A, metilester (13), dan

~ 14 ~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)

12-B-hidroksi gibberelin A, metil ester (14) diisolasi
dari tumbuhan L. japonicum (Takeno et al., 1989).

CH,
H

N
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Gambar 2.3 Struktur kimia kelompok diterpenoid, gib-
berelin A9 metilester (9), gibberelin A73 metilester
(10), gibberelin A20 metilester (11), gibberelin
A12 metilester (12), 12a-hidroksi gibberelin A9
metilester (13), dan 12-PB-hidroksi gibberelin A9

metil ester (14) (Takeno et al., 1989).

Kelompok triterpenoid yakni friedelin (15) dan
2a-asam hidroksiursolat (16) diisolasi dari fraksi n-butanol

dari tumbuhan L. japonicum (Guo-gang et al., 2012; Zhu,
Zhang, Chen, et al., 2009).

,..,16,..
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Gambar 2.4 Struktur kimia senyawa kelompok triterpenoid
yakni friedelin (15), asam 2a-hidroksiursolat (16)
(Guo-gang et al., 2012; Zhu, Zhang, Chen, et al.,
2009)

2. Steroid
Ekidisterosida yakni capitasteron-3-O-p-D-glukopira-
nosida (17), lygodiumsterosida A (18), lygodium-
sterosida B (19), dan makisteron C (20) yang di isolasi
dari tumbuhan L. japonicum (Guo-gang et al., 2012; Zhu,
Zhang, Chen, et al., 2009).

(19) (20)

Gambar 2.5 Struktur kimia senyawa kelompok steroid dari
ekidisterosida capitasteron-3-O-f-D-glukopira-
nosida (17), lygodiumsterosida A (18), lygodium-
sterosida B (19), makisteron C (20) (Guo-gang et
al., 2012; Zhu, Zhang, Chen, et al., 2009).

~ 17~
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Kelompok fitosterol yakni 22-hidroksiopan (21),
p-fitosterol (22), daucosterol (23) yang berhasil diisolasi
dari akar tumbuhan L. japonicum (Guo-gang et al., 2012).

(23)
Gambar 2.6 Struktur kimia kelompok fitosterol 22-hidrok-
siopan (21), p-fitosterol (22), daucosterol (23)
(Guo-gang et al., 2012).

3. Flavonoid
Kelompok flavonoid terdiri dari kaempferol-3-O-a-L-
ramnopirosida-7-O-a-L-ramnopirosida (24), kaempferol
3-O-rutinosida (25), tilianin, (26) yang diisolasi dari
tumbuhanL. japonicum (Guo-gangetal.,2012). Zhang pada
tahun 2006 melaporkan adanya kelompok flavonoid
dari L. japonicum yakni kaempferol (27), kaempferol
3-O-B-D-glukopiranosida (28), kaempferol 7-O-a-L-

~18~
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ramnopirosida (29), akacetin (30), akacetin 7-O-3-D-
glukopiranosida, akacetin 7-O-a-L-ramnopiranosil,
akacetin 7-O-(6"-O-a-L-ramnopiranosil)-B-soporosida,
(Zhang et al., 2006; Ye et al., 2007).

~19 ~
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Gambar 2.7  Struktur kimia kelompok flavonoid:
Kaempferol-3-O-a-L-ramnopirosida-7-O-a-L-
ramnopirosida (24), kaempferol 3-O-rutinosida
(25) tilianin  (26), akacetin (27), kaempferol
(28), kaempferol 3-O-p-D-glukopiranosida (29),
kaempferol 7-O-a-L-ramnopirosida (30) (Guo-
gang et al., 2012; Zhang et al., 2006; Ye et al., 2007).

4. Kelompok fenilpropanoid yakni asam kafeat (31),

asam p-kumarin (32), 6-O-kumaril-D-glukopiranosa
(33), 6-O-caffeoil-D-glukopiranosa (34) diisolasi dari
tumbuhan L. japonicum (Guo-gang et al., 2012).

O
HO N

OH
CO,H
HO—< >/ Y
HO

(31) (32)

OH

(34)
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Gambar 2.8 Struktur kimia senyawa fenilpropanoid: asam
kafeat (31), asam P-kumarin (32), 6-O-kumaril-D-
glukopiranosa (33), 6-O-caffeoil-D-glukopiranosa
(34) (Guo-gang et al., 2012)

5. Kelompok asam-asam organik yakni asam suksinat

(35), asam metilmalat (36) yang di isolasi dari L.
japonicum (Guo-gang et al., 2012)

[COQH OH
COH HOZC\)\
CO,CHs

(35) (36)

Gambar 2.9 Struktur kimia senyawa asam-asam organik:
asam suksinat (35), asam metilmalat (36) (Guo-
gang et al., 2012)
6. Kelompok naftokuinon yakni 2-isopropil-7-metil-6-
hidroksi-a-(1,4) naftokuinon (37) dari akar tumbuhan
L. japonicum (Chen et al., 2010).

0
HO
O‘ CH;,
H,C
o} CH,

(37)
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Gambar 2.10 Struktur kimia senyawa naftokuinon yakni
2-isopropil-7-metil-6-hidroksi-a-(1,4) naftokuinon
(37) (Chen et al., 2010).

7. Kelompok asam fenolik, fenolik glikosida dari akar L.
japonicum yakni 3,4-asam dihidroksibenzoat 4-O-(4"-O-
metil)-pB-D-glukopiranosida (38) (Ye et al., 2007), dan
satu asam fenolik yakni asam vanilat (39) (Guo-gang et
al., 2012)

COH
CO.H
OH
OH
HsCO Q4 OCH;4
HO
OH OH
(35) (36)

Gambar 2.11 Struktur kimia asam-asam fenolik: 3,4-asam
dihidrobenzoat 4-O-(4"-O-metil)-B-D-glukopirano-
sida (38) (Ye et al., 2007), asam vanilat (39) (Guo-
gang et al., 2012)

8. Kelompok senyawa asam lemak

Asam heksadekanoat (40), asam heksakosanoat (41),
1-hentriakontanol (42), asam pentakosanoat (43), asam
palmitat (44), asam linoleat (45), (6S, 9R)-6-hidroksi-3-
keton-violet alkohol-D-f-9-O-glukosida dari tumbuhan
L. japonicum (Guo-gang et al., 2012)
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(38)
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(39)
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H
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Gambar 2.12 Struktur kimia kelompok asam lemak: asam
heksadekanoat (40), asam heksakosanoat (41),
1-hentriakontanol (42), asam pentakosanoat (43),
asam palmitat (44), asam linoleat (45) (Guo-gang
etal., 2012)

2.1.4 Bioaktivitas genus Lygodium

Tabel 2.1. Bioaktivitas genus Lygodium

No Bioaktivitas Referensi

1 Aktivitas antimikroba (antibakteri dan antijamur) (Morais-braga
et al, 2012;
Wang et al,
2014)

2 Antivirus, normalisasi kerja kantung empedu, (Guo-gangetal.,

penghancur batu ginjal, pelindung pada liver, 2012)
mengatasi infeksi pada saluran kandung kemih,
nefritis edema, flu dengan demam, diuretika, kardial,

serta diare enteritis
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3 Antioksidan dan anti-mikroorganisme secara in vitro (Li et al., 2006)
polisakarida murni
4 Aktivitas hepatoprotektor (Wills & Asha,
2006a)
(Wills & Asha,
2006b)

5 Aktivitas sebagai antiproliferatif dan apoptosis pada (Wills & Asha,
sel kanker berupa cells line Human Hepatoma 2009)
PLC/PRF/5 dan Hep 3B cells serta berperan dalam
menghambat induksi TNF-a melalui aktivasi NF-kB
dalam sel PLC/PRF/5.

6 Aktivitas antiandrogenik dan penumbuh rambut (Matsuda et al.,
dengan menghambat enzim testosteron 5a-reduktase ~ 2002)

7 Aktivitas sitotoksik antikinetoplastida terhadap (Morais-Braga
bentuk dari sel promastigote and epimastigote dari L. et al., 2013).
brasiliensis and T. cruzi

2.1.5 Uji bioaktivitas

Tujuan utama dari studi fitokimia adalah mengisolasi
dan menentukan struktur kimia metabolit sekunder yang
memiliki aktivitas biologi untuk diaplikasikan dalam dunia
kesehatan atau pertanian. Uji bioaktivitas atau uji aktivitas
biologi harus dilakukan untuk mengidentifikasi potensi
ekstrak tanaman dengan memandu proses pemisahan
dan isolasi, serta mengevaluasi lead compound (Cseke et
al., 2006). Uji bioaktivitas (bioassay) pada senyawa bahan
alam bertujuan untuk mengetahui bioaktivitas senyawa
tersebut. Uji bioaktivitas dibagi menjadi dua yaitu bioassay
primer dan bioassay sekunder. Bioassay primer atau pri-
mary screen digunakan untuk menguji sampel dalam
jumlah yang besar dan tidak membutuhkan hasil yang
rinci, primary screen terdiri dari sistem in vitro dan in vivo.
Bioassay sekunder atau secondary testing adalah prosedur
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pengujian yang lebih detail untuk senyawa lead compound
pada beberapa sistem model untuk pengujian klinis dan
umumnya jumlah sampel yang digunakan jauh lebih
besar, pengujian lebih rinci dan biaya yang mahal (Atta-
ur-Rahman et al., 2005).

2.1.6 Senyawa fenolik sebagai antijamur

Senyawa fenolik yang berasal dari alam adalah kom-
ponen organik yang umumnya memiliki bobot molekul
rendah yang mengandung satu atau lebih gugus fenolik
diproduksi oleh tumbuhan atau mikroorganisme. Senyawa
fenolik merupakan metabolit sekunder yang disintesis
oleh tumbuhan pada pertumbuhan normal atau disebab-
kan oleh kondisi stress seperti perlukaan, infeksi atau
terpapar oleh radiasi UV. Asam fenolat, flavanoid, tanin,
stilben, kurkuminoid, kumarin, lignan, quinon, dan lain-
lain, adalah beberapa contoh senyawa fenolik yang dieks-
traksi dari berbagai tumbuhan baik sebagai obat maupun
makanan. Fenol alami memegang peranan penting dalam
kesehatan manusia seperti antijamur, antioksidan dan
aktivitas anti kanker. Hingga saat ini laporan terkait akti-
vitas dan kemanfaatan senyawa fenolik cukup banyak dan
akan terus bertambah (Ansari ef al., 2013).

Aktivitas antijamur dari kelompok senyawa fenolik
meningkat dalam beberapa tahun ini, jumlah dari gugus
hidroksil diketahui mempengaruhi toksisitas relatifnya,
dimana meningkatnya jumlah hidroksilasi akan mening-
katkan toksisitasnya. Senyawa fenolik dilaporkan memiliki
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aktivitas antijamur yang baik antara lain, eriosemaones
A-D dari Monodora angolensis and Isolona cauliflor dengan
nilai KHM 20 pg/mL, amentoflavon dari Selaginella tama-
riscina dengan nilai KHM 18,3 pg/mL, eupomatenoid,
konokarpan, dan orientin dengan nilai KHM 2,0-60 ng/
mL. quercetin-3,7-O-a-L-diramnosida, dan kaempferol-
3,7-0-a-L-diramnosida menunjukkan aktivitas antijamur
pada Candida spp yang sangat baik yakni 1,0 pg/mL (Arif
et al., 2009).

2.1.7 Candida albicans dan Aspergillus niger

Mikroorganisme patogen yang hidup disekitar kita
cukup banyak, diantaranya adalah jamur yang merupakan
patogen yang dapat menyebabkan berbagai penyakit dan
infeksi yang dikenal dengan istilah mycosis.

Candida albicans adalah suatu jamur uniseluler yang
merupakan flora normal rongga mulut, usus besar dan
vagina. C. albicans dalam kondisi tertentu dapat tumbuh
berlebih dan melakukan invasi sehingga menyebabkan
penyakit sistemik progresif pada penderita yang lemah
atau kekebalannya tertekan. C. albicans dapat menyebabkan
keputihan, sariawan, infeksi kulit, infeksi kuku, infeksi
paru-paru dan organ lain serta kandiasis mukokutan
menahun. (Jawetz et al, 1996; Tortora, 2004).

C.albicans dapattumbuh padasuhu37°C dalam kondisi
aerob atau anaerob. Pada kondisi anaerob, C. albicans
mempunyai waktu generasi yang lebih panjang yaitu
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248 menit dibandingkan dengan kondisi pertumbuhan
aerob yang hanya 98 menit. Walaupun C. albicans tumbuh
baik pada media padat tetapi kecepatan pertumbuhan
lebih tinggi pada media cair dengan digoyang pada suhu
37°C. Pertumbuhan juga lebih cepat pada kondisi asam
dibandingkan dengan pH normal atau alkali (Biswas &
Chaffin, 2005). Pada media Sabaroud dextrose agar atau
glucose-yeast extract- peptone water C. albicans berbentuk
bulat atau oval yang biasa disebut dengan bentuk khamir
dengan ukuran (3,5-6) x (6-10) pm. Koloni berwarna krem,
agak mengkilat dan halus. Pada media cornmeal agar dapat
membentuk clamydospora dan lebih mudah dibedakan
melalui bentuk pseudomycelium (bentuk filamen). Pada
pseudomycelium terdapat kumpulan blastospora yang bisa
terdapat pada bagian terminal atau intercalary (Lodder,
1970). Kemampunan C. albicans untuk tumbuh baik pada
suhu 37°C memungkinkannya untuk tumbuh pada sel
hewan dan manusia. Sedangkan bentuknya yang dapat
berubah, bentuk khamir dan filamen, sangat berperan
dalam proses infeksi ke tubuh inang (Lodder, 1970).

Gambar 2. 13 Candida albicans dengan perbesaran 24.000x (Tortora, 2004)
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Berikut adalah klasifikasi dari C. albicans:

Kingdom Fungi

Divisi Ascomycota

Class Saccharomycetes

Orde Saccharomycetales
Famili Saccharomycetaceae
Genus Candida

Spesies C. albicans (Tortora, 2004)

Aspergillus Niger merupakan salah satu spesies umum
dari kelompok Aspegillus yang dapat menyebabkan pe-
nyakit black mould pada beberapa sayur mayur dan buah-
buahan, umum ditemukan sebagai kontaminan pada
bahan makanan. Beberapa strain dari A. niger dilaporkan
memproduksi mikotoksin poten yakni ochratoxins.
(Samson et al., 2001; Abarca et al., 1994). Infeksi umum yang
disebabkan oleh A. niger pada manusia adalah otomikosis
(infeksi pada telinga), infeksi ini dapat menyebabkan
hilangnya kemampuan mendengar, rasa sakit, dan pada
beberapa kasus dapat menyebabkan rusaknya kanal
telinga dan membran tympanic. Selain itu A. niger dapat
menyebabkan Aspergillosis yakni berbagai jenis penyakit
yang disebabkan oleh jamur dari genus Aspergillus. Bentuk
yang paling umum adalah broncho pulmonary aspergillosis,
pulmonary aspergilloma dan serbuan dari aspergillosis.
Kebanyakan manusia menghirup spora Aspergillus setiap
hari, namun aspergillosis umumnya hanya berkembang
pada individu yang immunocompromised (mempunyai
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sistem imun rendah) (Handwerk & Brian, 2005).
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Gambar 2.14 Aspergillus niger dengan perbesaran 500x (Klich, 2002)

Berikut adalah klasifikasi dari A. niger:

Kingdom Fungi

Divisi Ascomycota

Class Eurotiomycetes
Orde Eurotiales

Famili Trichocomaceae
Genus Aspergillus

Spesies A. niger (Klich, 2002)

2.1.8 Penyakit yang disebabkan oleh jamur dan pengo-
batannya

Infeksi yang diakibatkan oleh jamur banyak terjadi
pada jaringan yang memiliki sedikit vaskularisasi atau
pada struktur avaskular seperti pada permukaan kulit,
kuku dan kulit. Jamur tumbuh dengan lambat sehingga
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lebih sulit dibunuh dibandingkan dengan bakteri
(Stringer, 2006). Mikosis dapat terjadi pada hewan ter-
masuk manusia, secara umum perkembangan infeksi oleh
jamur dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan dan
psikologis. Menghirup spora dari jamur atau koloni yang
terlokalisasi dapat menginisiasi infeksi persisten, mikosis
umumnya menyebar dari paru-paru atau kulit. Infeksi
oleh jamur pada tahun 2010 menjadi penyakit ke -4 yang
paling umum terjadi dan menginfeksi lebih dari 984 juta
orang (Hay et al., 2013).

Individual yang sedang menggunakan antibiotik
menjadi lebih rentan terserang infeksi jamur, individual
dengan sistem imun lemah juga beresiko terpapar infeksi
jamur, seperti pada pasien penderita HIV/AIDS, individu
dengan pengobatan menggunakan steroid, penderita
diabetes dan individu yang sedang menjalani kemoterapi
(Malcolm & Warnock, 2012).

Mikosis dibagi menjadi beberapa tingkatan berdasar-
kan lapisannya:
1. Mikosis superfisial
Mikosis bagian kutan
Mikosis bagian subkutan
Mikosis sistemik berdasarkan patogen utama

O PN

Mikosis sistemik berdasarkan patogen oportunistik.

Pengobatan mikosis umumnya menggunakan obat-
obat golongan antijamur bergantung jenis infeksi yang
terjadi, bisa berupa obat topikal atau sistemik. Beberapa
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contoh obat antijamur adalah flukonazol, amfoterisin B,

dan golongan azol (Ketokonazol, itrakonazol, terbinafin)

(Malcolm & Warnock, 2012). Selain itu strategi pengem-

bangan obat antijamur yang berasal dari bahan alam

sangat diperlukan, dimana kelompok fenolik dilaporkan

banyak memiliki aktivitas antijamur terhadap Candida spp
dan Aspegillus spp (Cavaleiro et al., 2006; Arif et al., 2009;
Saad et al., 2010).

Berikut adalah beberapa mekanisme kerja antijamur

dari senyawa fenolik :

1.

Timol

Bekerja dengan berinteraksi dengan ergosterol dan
fluiditas dari membran sel dan pengeluaran Ca* ke
dalam sel.

Kurkumin

Meningkatkanjumlah ROS (Reactive Oxygen Species) dan
bekerja pada gen CaMCa, yakni gen yang bertanggung
jawab terhadap proses apoptosis sel.

Bisbenzil

Bekerja dengan Upregulation gen DPP3 dan mening-
katkan produksi farnesol yang mempengaruhi peru-
bahan morfologi dan meningkatkan ROS (Reactive
Oxygen Species)

Polifenol

Bekerja dengan menghambat transport protein ABC.

Eugenol
Bekerja dengan mengganggu fluiditas membran sel
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6. Karvakrol

Bekerja dengan menganggu channel H* dan stress Ca*

Mekanisme kerja pada sel jamur dari Tymol, kurku-

pada sel.
min, bisbenzil, polifenol, eugenol dan carvacrol ditun-

jukkan pada Gambar 2.15.
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Gambar 2.15 Beberapa mekanisme aksi antijamur dari golongan fenolik

(Ansari et al., 2013).
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2.2 Kerangka pemikiran

Pteridophyta atau tumbuhan paku merupakan jenis
tumbuhan yang telah membentuk koloni selama jutaan
tahun yang lalu serta masih bertahan hingga saat ini.
Pteridophyta memegang peranan cukup penting dalam
biodiversitas di bumi. Penggunaan pteridophyta sebagai
sumber obatalamitidak sebanyak tumbuhanberbungaatau
tumbuhan tingkat tinggi. Penelitian aktivitas farmakologi
dan fitokimia terhadap kelompok pteridophyta jika di-
bandingkan terhadap angiospermae jauh lebih sedikit, hal
ini disebabkan biodiversitas dan distribusi dari angios-
permae yang lebih luas dibandingkan pteridophyta (Cao
et al., 2017).

Lygodium merupakan bagian dari divisi pteridophyta
(paku-pakuan), beberapa aktivitas farmakologi telah di-
laporkan antara lain sebagai antibakteri, antivirus, resisten
pada hormon pria dan efek pada pertumbuhan rambut,
normalisasi kerja kantung empedu, menghancurkan batu
ginjal, hepatoprotektor, mengatasi infeksi saluran kemih,
nefritis edema, flu dengan demam, diuretika, kardial, dan
diare enteritis (Matsuda et al., 2002; Guo-Gang et al., 2012;
Morais-Braga et al., 2012; Wang et al., 2014).

Kandungan utama metabolit sekunder dari genus ini
adalah golongan terpenoid, steroid, senyawa fenolik, dan
glikosida (Linxia et al., 2009; Zhang et al., 2006; Ye et al.,
2007). Kelompok senyawa fenolik cukup banyak dilapor-
kan dari genus Lygodium antara lain, kelompok flavanoid
(Zhang et al., 2006), flavanoid glikosida (Ye et al., 2007), dan
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kelompok naftokuinon (Chen et al., 2010).

Senyawa fenolik dilaporkan memiliki aktivitas anti-
jamur yang baik antara lain, eriosemaones A-D dari Mono-
dora angolensis dan Isolona cauliflor dengan nilai KHM 20
ng/mL, amentoflavon dari Selaginella tamariscina dengan
nilai KHM 18,3 ng/mL, eupomatenoid, konokarpan, dan
orientin dengan nilai KHM 2,0-60 pg/mL. quercetin-3,7-O-
a-L-diramnosida, dan kaempferol-3,7-O-a-L-diramnosida
menunjukkan aktivitas antijamur pada Candida spp yang
sangat baik yakni 1,0 ng/mL (Arif et al., 2009).

L. microphyllum termasuk dalam 45 spesies yang me-
rupakan genus Lygodium dan merupakan salah satu spesies
paling invasif. Tumbuhan yang memiliki hubungan
taksonomi yang dekat, seperti satu genus atau satu famili,
akan memiliki kandungan metabolit sekunder yang
hampir sama (Manitto, 1980; Dewick, 2009). Berdasarkan
kedekatan kemotaksonomi tersebut, maka perlu dilakukan
penelitian terhadap kerokot (L. microphyllum) yang me-
rupakan satu genus dengan L. flexuosum, L.venustum, dan L.
japonicum yang mempunyai persamaan kandungan kimia
terutama dari golongan fenolik. Senyawa fenolik sendiri
telah dilaporkan memiliki aktivitas antijamur yang sangat
baik. Hal inilah yang menjadi dasar perlu dilakukannya
penelitian aktivitas antijamur terhadap C. albicans dan A.
niger terhadap senyawa fenolik yang akan diisolasi dari
tumbuhan L. microphyllum.
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Berdasarkan hal-hal tersebut di atas maka peluang
untuk memperoleh senyawa metabolit sekunder dari
golongan fenolik yang beraktivitas antijamur terhadap
C. albicans dan A. niger dari L. microphyllum adalah sangat
besar.

2.3 Hipotesis

Berdasarkan kajian pustaka dan kerangka pemikiran,
maka hipotesis yang kami ajukan adalah:

1. Struktur kimia senyawa fenolik hasil isolasi dari tumbu-
han kerokot (L. microphyllum) merupakan golongan
flavonoid dan naftokuinon.

2. Senyawa fenolik hasil isolasi tumbuhan kerokot (L.
microphyllum) memiliki aktivitas antijamur terhadap C.
albicans dan A. niger.

3. Gugus fungsi pada senyawa fenolik pada tumbuhan
kerokot (L. microphyllum) berperan penting terhadap
aktivitas antijamur.
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BAB i
BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1 Bahan penelitian
3.1.1 Bahan tumbuhan

Jaringan tumbuhan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah keseluruhan bagian tumbuhan atau herba L.
microphyllum yang dikumpulkan dari Desa Lempake, Ke-
lurahan Temindung Permai, Kecamatan Samarinda utara,
Kotamadya Samarinda, Provinsi Kalimantan Timur.
Bahan tumbuhan dideterminasi dan sampelnya telah di-
depositkan di Laboratorium Dendrologi Fakultas Ke-
hutanan, Universitas Mulawarman Samarinda. Sampel
dikeringkan untuk mencegah tumbuhnya jamur dan
kemudian dihaluskan.
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3.1.2 Bahan kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan untuk ekstraksi
dan fraksionasi adalah bahan kimia yang biasa digunakan
dalam ekstraksi dan fraksionasi meliputi metanol, aseton,
etil asetat, kloroform, diklorometan, n-heksan, dan
n-butanol. Disamping itu digunakan juga bahan kimia
pendukung lainnya meliputi silika gel dengan berbagai
ukuran, okta desil silan (ODS) Fuji Sylisia, Sephadex LH-
20 (Merck), Plat KLT (Merck), dan natrium sulfat. Pereaksi
penampak noda asam sulfat 10% dalam etanol dan
Almunium klorida

3.1.3 Peralatan

Alat yang digunakan berupa alat gelas yang umum
digunakan dalam teknik isolasi, destilasi, rotary evaporator
tipe R-144 Buchi yang dilengkapi dengan B 169 sistem
vakum Buchi, kolom kromatografi berbagai ukuran pan-
jang dan diameternya, Preparative MPLC menggunakan
Buchi Pump Controller C-610, Buchi Pump Modules C-605
dengan FLH-R10030B SiliCycle column-ISO04 SiliasepTM.
Lampu UV A 254 nm dan 365 nm untuk pemantauan
senyawa target, untuk karakterisasi isolat digunakan
metode spektroskopi UV tipe Hp 8452 A Shimadzu, IR
tipe Shimadzu 8400, NMR tipe JOEL JNMECA 500 MHz
(‘"H-NMR) dan 125 MHz (®C-NMR), NMR tipe JEOL
600 MHz ECZR (*H-NMR) dan 150 MHz (*C-NMR),
dan digunakan standar internal TMS, dan MS tipe HR-
TOFMS, sedangkan untuk uji aktivitas antijamur terhadap

~38~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)
C. Albicans dan A. niger menggunakan alat gelas umum
dalam pengujian antijamur, microplate 550 nm, inkubator
CO2, perangkat sumur kultur, mikropipet, dan microplate
reader.

3.1.4 Tempat penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik
Bahan Alam, Departemen Kimia FMIPA Universitas
Padjadjaran Jatinangor Sumedang, Laboratorium Sentral
UniversitasPadjadajaranjatinangorSumedang. Ujiaktivitas
antijamur terhadap C. albicans dan A. niger dilakukan di
Laboratorium Sentral Universitas Padjadajaran Jatinangor
Sumedang. Pengukuran IR dilakukan di Laboratorium
Analisis Fakultas Farmasi Universitas Padjadjaran, Jati-
nangor Sumedang. Pengukuran spektroskopi NMR, MS
dan penggunaan MPLC dilakukan di Laboratorium Kimia
LIPI Puspitek Serpong dan Laboratory of Natural Product
Departement of Bioresource Engineering, Faculty of Agriculture,
Yamagata University , Japan.

3.2 Desain penelitian

Pendekatan dan metode percobaan yang dilakukan
dalam penelitian ini mengikuti kaidah yang lazim
digunakan dalam penelitian kimia organik bahan alam
untuk mengisolasi senyawa metabolit sekunder. Metode
yang digunakan pada penelitian ini adalah:

1. Penyiapan bahan tumbuhan.
2. Ekstraksi, serbuk herba tumbuhan dimaserasi dengan
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metanol, kemudian ekstrak pekat metanol yang di-
peroleh dipartisi dengan n-heksan, etil asetat, dan
n-butanol.

3. Isolat diuji aktivitas antijamur terhadap C. albicans dan
A. niger.

4. Penentuan struktur kimia isolat secara spektroskopi
dan perbandingan dengan data literatur dari penelitian
sebelumnya.

3.2.1 Ekstraksi herba tumbuhan L. microphyllum

Serbuk kering herba L. microphyllum (3,54 kg) di-
maserasi dengan metanol pada suhu kamar. Ekstrak
diuapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator di
bawah tekanan rendah pada suhu kurang dari 40°C hingga
diperoleh ekstrak pekat sebanyak 526,7 g. Ekstrak metanol
pekat kemudian difraksionasi berdasarkan tingkat ke-
polaran pelarut, ekstrak metanol pekat dilarutkan dalam
air 1:1 dan dipartisi berturut-turut dengan n-heksan, etil
aseat dan n-butanol. Ekstrak hasil fraksionasi selanjutnya
divapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator
menggunakan rotary evaporator bawah tekanan rendah
pada suhu kurang dari 40°C hingga diperoleh ekstrak pekat
n-heksan (59,41 g), etil asetat (72 g) dan n-butanol (54,3 g)
dan fraksi air (296,5 g). Skema kerja ekstraksi ditunjukkan
pada Gambar 3.1.
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Gambar 3.1 Prosedur ekstraksi dan fraksionasi tumbuhan L. microphyllum

3.2.2 Isolasi senyawa fenolik dari tumbuhan L. micro-
phyllum

Isolasi senyawa dilakukan dengan menggunakan
metode kromatografi meliputi, kromatografi kolom pada
fasa diam silika gel, ODS, Sephadex LH-20, preparatif

~ 41 ~



Senyawa Fenolik dari Tambuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)
kromatografi lapis tipis, Medium Preparatif Liquid Chroma-
tography (MPLC) dan dipandu dengan penampak noda
Asam sulfat 10 % dan Almunium klorida untuk men-
deteksi senyawa golongan fenolik.

Ekstrak n-heksana sebanyak 30 g dipisahkan dengan
metode kromatografi cair vakum (KCV) pada fasa diam
Silika gel G,
metanol bergradien 10%, dihasilkan 3 fraksi gabungan
(H1-H3). Fraksi H3 sebanyak 4 g dipisahkan lebih lanjut
dengan kromatografi kolom terbuka pada fasa diam silika
gel G, , sistem pelarut n-heksana - etil asetat bergradien
10%, dihasilkan 10 fraksi gabungan (H3A-H3J). Fraksi
H3D dipisahkan dengan menggunakan MPLC pada silika

dengan sistem pelarut n-heksana-etil asetat-

gel dengan sistem pelarut kloroform-etil asetat (9:1) secara
isokratik, dihasilkan 2 fraksi gabungan (H3D1 dan H3D2).
Fraksi H3D2 dipisahkan dengan KLT preparatif, sistem
pelarut kloroform: Etil asetat: asam asetat glasial (9:1:0,5),
dihasilkan senyawa 1 berupa kristal berwarna coklat (11
mg). Prosedur isolasi ekstrak n-heksana ditunjukkan pada
Gambar 3.2.
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Gambar 3.2 Prosedur isolasi dari ekstrak n-heksana
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Ekstrak etil asetat sebanyak 15 g dipisahkan dengan
kromatografi cair vakum pada fasa diam silika gel G
dengan sistem pelarut n-heksana-etil asetat-metanol ber-
gradien 10%, dihasilkan delapan fraksi gabungan (E.1-E.8).
Fraksi E.1 sebanyak 85 mg dipisahkan lebih lanjut dengan
MPLC preparatif pada silika gel dengan sistem pelarut
kloroform-metanol bergradien 5%, dihasilkan tujuh fraksi
gabungan (E1.1-E1.7). Fraksi E.1.2 dipisahkan dengan

KLT preparatif pada silika gel GF,.,, sistem pelarut kloro-

254
form:etil asetat:asam asetat glasial (9:1:0,5), dihasilkan dua
senyawa, senyawa 2 berupa padatan berwarna kuning (2,1
mg) dan senyawa 3 berupa padatan berwarna kuning (2,6
mg). Fraksi E.2 sebanyak 75 mg dipisahkan lebih lanjut
menggunakan kromatografi kolom terbuka pada fase
diam ODS, sistem pelarut air:metanol (1:1), dihasilkan
lima fraksi gabungan (E.2.1-E.2.5). Fraksi E.2.1 dipisahkan
lebih lanjut menggunakan MPLC preparatif pada silika
gel, sistem pelarut kloroform-metanol bergradien 2%,
dihasilkan lima fraksi gabungan (E.2.1.1-E.2.1.5). Fraksi
E.2.1.2 dipisahkan menggunakan KLT preparatif pada
silika gel GF,,,, sistem pelarut kloroform:etil asetat:asam
asetat glasial (9:1:0,5), dihasilkan senyawa 4 (4 mg) berupa
serbuk berwarna kuning. Fraksi E.2.2 dipisahkan lebih
lanjut dengan KLT preparatif pada silika gel GF,, sistem
pelarut kloroform:etil asetat:asam asetat glasial (9:1:0,5),
dihasilkan senyawa 5 (1,8 mg) berupa kristal jarum
berwarna kuning. Prosedur isolasi ekstrak etil asetat di-
tunjukkan pada Gambar 3.3.
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7 Ekstrak etil asetat pekat 15 g
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Gambar 3.3 Prosedur isolasi dari e
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Ekstrak n-butanol sebanyak 30 g dipisahkan dengan
kromatografi cair vakum pada fasa diam silika gel G,
sistem pelarut kloroform- metanol bergradien 10%, dihasil-
kan enam fraksi gabungan (B.1-B.6). Fraksi B.2 sebanyak
1,5 g dipisahkan lebih lanjut menggunakan Kromatografi
kolom pada fasa diam silika gel G, sistem pelarut kloro-
form:metanol (100:1 - 1:1) bergradien, dihasilkan 10 fraksi
gabungan (B.2.1-B.2.10). Fraksi B.2.2 dimurnikan dengan
kromatografi kolom pada fasa diam Sephadex LH-20,
sistem pelarut metanol, dihasilkan senyawa 6 (2,5 mg)
berupa padatan amorf berwarna kuning. Fraksi B.3 se-
banyak 2 g dipisahkan lebih lanjut menggunakan kroma-
tografi kolom terbuka pada fasa diam sephadex LH-20,
sistem pelarut metanol, dihasilkan lima fraksi gabungan
(B.3.1-B.3.5). Fraksi B.3.5 dipisahkan lebih lanjut dengan
kromatografi kolom pada fasa diam ODS, sistem pelarut
air:metanol (1:1), dihasilkan empat fraksi gabungan
(B.3.5.1-B.3.5.4). Fraksi B.3.5.2 merupakan senyawa 7 (5,5
mg) berupa padatan kuning dan fraksi B.3.5.4 adalah se-
nyawa 8 (5,5 mg) berupa serbuk amorf berwarna kuning.
Prosedur isolasi ekstrak n-butanol ditunjukkan pada
Gambar 3.4.
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Gambar 3.4 Prosedur isolasi dari ekstrak n-butanol
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3.2.3 Penentuan struktur isolat

Senyawa hasil isolasi ditetapkan sifat fisiknya seperti
wujud, warna, titik leleh. Struktur senyawa aktif ditentukan
dengan metode spektroskopi meliputi, spektrometer ultra
violet (UV), infra merah (IR), resonansi magnet inti (NMR),
dan massa (MS), serta perbandingan dengan data spektra
yang diperoleh dari penelitian terdahulu.

3.2.4 Uji aktivitas antijamur

Senyawa hasil isolasi diuji aktivitas antijamurnya se-
cara in vitro terhadap jamur C. albicans dan A. niger.

1. Pembuatan standar McFarland

Sebanyak 0,5 mL Barium klorida 0,048 mol/L (1,175
% b/v) Barium klorida dihidrat) dan 99,5 mL Asam
sulfat 0,18 mol/L (1% v/v) dicampur hingga homogen.
Digunakan tabung bertutup dengan ukuran sama dengan
yang digunakan untuk pembuatan inokulum jamur,
aliquot dibuat sebanyak 4-6 mL tiap tabung. Tabung
disimpan di tempat gelap pada suhu ruangan. Validasi
kekeruhan standar McFarland dilakukan dengan OD dan
colony count. Optical density (OD) dibaca dengan standar
dengan spektrofotometer dengan cm™ light path dengan
kuvet yang sesuai. Absorbansi diukur pada 530 nm (OD
harus berada diantara 0,08 sampai 0,10). Setengah standar
McFarland setara dengan 1-5 x 10° yeast/ mL (densiti yang
direkomendasikan oleh CLSI untuk stok inokulum jamur).
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2. Pengujian mikrodilusi

Alat dan media disterilisasi dengan autoklaf selama 15
menit. Sebanyak 100 pL SDB dimasukan dalam pelat mikro
pada kolom pertama sebagai kontrol negatif. Suspensi
jamur sebanyak 5 pL ditambahkan ke dalam 10 pL SDB,
kemudian diaduk dengan alat vortex. Sebanyak 100 puL
campuran tersebut dimasukan dalam pelat mikro pada
kolom kedua sampai ke dua belas. Pada kolom ke dua belas,
ditambahkan 100 pL larutan antibiotik / isolat dengan
konsentrasi tertentu kemudian homogenkan. Dari kolom
ke dua belas, diambil 100 pL kemudian dipindahkan ke
kolom sebelas. Pengenceran terus dilakukan sampai pada
kolom ketiga yang akan memiliki konsentrasi terkecil yaitu
pada kolom ke tiga. Pelat di inkubasi pada suhu ruangan
selama 3 x 24 jam kemudian diamati bagian yang jernih
(tidak ada pertumbuhan mikroba). Konsentrasi terkecil
di mana tidak terlihat pertumbuhan mikroba ditetapkan
sebagai Nilai KHM. Nilai KHM diperoleh dari konsentrasi
terndah tanpa turbiditas. Data pertumbuhan (log OD
terhadap waktu) dibuat plot untuk menentukan nilai slope
dari fase pertumbuhan eksponensial dan standar deviasi
dihitung berdasarkan tiga kali pengulangan. Untuk kontrol
positif digunakan flukonazol sebagai standar antijamur.
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BAB [V
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil.

Serbuk kering dari tumbuhan L. microphyllum sebanyak
3,6 kg diekstraksi dengan menggunakan metanol sehingga
diperoleh ekstrak metanol pekat sebanyak 526,7 g. Ekstrak
metanol difraksionasi secara berturut turut dengan pelarut
n-heksana, etil asetat, dan n-butanol, sehingga diperoleh
ekstrak n-heksana (59,4 g), etil asetat (72,0 g), n-butanol
(54,4 g) dan air (296,5 g).

Dalam penelitian ini telah diisolasi 8 senyawa fenolik
yang diperoleh dari ekstrak n-heksana, etil asetat, dan
n-butanol dengan Kromatografi Cair Vakum (KCV) pada
Silika Gel G,,
dengan kolom kromatografi pada fasa diam normal, ter-
balik, Sephadex LH-20, MPLC Preparatif dan KLT pre-

fraksi KCV dipisahkan secara berulang
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paratif pada silika gel GF,,, dan dihasilkan senyawa 1-8.

4.1.1 Senyawal

Kristal berwarna coklat; Titik leleh 203°C, IR (KBr)
(V,,..) cm™ 3350;2982; 1750; 1606; 1035. "H-NMR (aseton-d,,
500 MHz); "C-NMR (aseton-d 125 MHz). ESI-TOF-MS
m/z 245,0857 [M-H], (perhitungan untuk C H O, m/z
245,0814)

4.1.2 Senyawa 2

Padatan kuning; titik leleh 276-278 °C, UV (MeOH)
A, (nm) (loge) : 266 (4,20), 353 (4,08); UV (MeOH + NaOH)
A, ... (nm) (log €): 401 (3,91), 277 (4,40); UV (NaOAc) A
(nm) (log €): 353 (3,91), 267 (4,40); UV (AICI3/HCI) (A
(nm) (log ¢): 396 (3,91), 274 (4,40). IR (KBr) (v, ) cm™
3259, 2954, 1654, 1597-1435, dan 1045. '"H-NMR (aseton-d,,
500 MHz,) 6H (ppm) (Tabel 4.2), "C-NMR (aseton-d,,
125 MHz) 6C (ppm) (Tabel 4.2). HR-TOFEMS my/z [M-HJ

285,2463, perhitungan untuk C ;H, O, m/z 286,2363.

maks

maks)

4.1.3 Senyawa 3

Padatan berwarna kuning; titik leleh 315-317°C, spek-
trum UV (MeOH) A__ nm: 255 (e 6.200), 370 (¢ 7.200);
spektrum UV (MeOH+AICL) A nm: 268, 340; spektrum
IR (KBr) v_,. cm™ 3413 dan 1608; spektrum 'H-NMR
(aseton-d, 500 MHz) 6, (ppm) dan spektrum "“C-NMR
(aseton-d , 125 MHz) 6. (ppm): (Tabel 4.3).
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4.1.4 Senyawa 4

Serbuk berwarna kuning; 'H NMR (piridin-d,, 600
MHz), Tabel 3; "C NMR (piridin-d,, 150 MHz), Tabel 4.4.

4.1.5 Senyawa5

Kristal jarum berwarna kuning; 'H NMR (DMSO-d,,
600 MHz), *C NMR (DMSO-d,, 150 MHz), Tabel 4.5.

4.1.6 Senyawa 6

Padatan amorf berwarna kuning, titik leleh 193-194
°C, 'HNMR (DMSO-d,, 600 MHz), *C NMR (DMSO-d,, 150
MHz), tabel 4.6.

4.1.7 Senyawa 7

Senyawa 7 diperoleh berupa padatan kuning. UV
(MeOH) (A ,.)nm382,2;267,7, UV (MeOH + NaOH): 350,1;
267,7, UV (MeOH + NaOAc): 250,3; 250,9, UV (MeOH +
NaOAc + H,BO,) 362,0; 267,7, UV (MeOH + AICl,): 383,2;
267,7;, UV (MeOH + AICI, + HCI): 383,4; 258,5; IR (KBr)
(V,....) o’ 3433, 2896, 1654, 1266, 839. 'H-NMR (DMSO-d,,
500 MHz) dan "C-NMR (DMSO-d,, 125 MHz), lihat Tabel
4.7, HR-TOFMS m/z 447,8083 [M-H] (perhitungan untuk
C,H,0,, 447,3769).

21" 720117

4.1.8 Senyawa 8

Serbuk amorf berwarna kuning; UV(MeOH) A(maks)
354, 256 nm; ESI-MS m/z: 477[M-H]; "H-NMR(DMSo-d,,
500 MHz) ;*C-NMR (DMSO-d,, 150 MHz), Tabel 4.8.
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4.2 Penentuan Struktur Kimia Senyawa 1-8
4.2.1 Penentuan struktur kimia senyawa 1

Senyawa 1 diperoleh sebagai kristal berwarna coklat,
titik leleh 203°C. Rumus molekul senyawa 1 ditetap-
kan sebagai C ,H, O, berdasarkan spektrum HRTOF-MS
m/z 245,0857 [M-H], (perhitungan untuk C H O, m/z
245,0814) bersama dengan data NMR (Tabel 4.1), dengan
demikian diperoleh sembilan derajat ketidakjenuhan

Spektrum IR senyawa 1 (Gambar 4.1) menunjukkan
kehadiran gugus hidroksil pada (3350 cm™), regang C-H
alifatik (2982 cm™), regang C=O keton terkonjugasi (1750
cm?), C=C aromatik (1606 cm™) dan regang C-O-C eter
(1035 cm™).

il

o o B R T T T T T TR "R S w = o

Gambar 4.1 Spektrum inframerah senyawa 1 (KBr).
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Gambar 4.2 Spektrum *H-NMR senyawa 1 (500 MHz, aseton-d,)
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Gambar 4.3 Spektrum *H-NMR senyawa 1 (500 MHz, aseton-d,)

Spektrum *C-NMR senyawa 1 (Gambar 4.4) diperinci
dengan percobaan DEPT 135° menunjukkan kehadiran
empat belas sinyal karbon yang terdiri atas satu metil, lima
metin sp?, enam karbon kuartener sp? dan dua diantaranya
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adalah karbon kuartener yang teroksigenasi, serta satu
karbon karbonil yang mengindikasikan senyawa golongan
naftofuran (Arung et al., 2012). Lima sinyal metin sp? pada
8.77,5 (C-3), 116,6 (C-4), 107,5 (C-6), 123,9 (C-7), 128,7 (C-
8), enam karbon kuartener pada 6.157,7 (C-5), 150,2 (C-9),
126,8 (C-10),128,0 (C-11),118,3 (C-12), dan 138,3 (C-13), dan
satu sinyal karbonil ester pada 6.170,3 (C-1). Fungsionalitas
tersebut dihitung sebagai enam dari sembilan derajat
ketidakjenuhan, sisa tiga derajat ketidakjenuhan lain ber-
asal dari kerangka naftofuran (Arung et al., 2012).

4Cqpada &¢ 4sinyal CH=CH 1sinyal C sp*

Satu sinyal PSryr—m—
; SR metoksi pada atu sinyal mefi
1183;1268; pada 5_c \07,.5, teroksigenisasi 857, pada 6¢ 19,5
116,6;1239; pada 6.77,5

128,0;1388

- 1287

: | R
||| Caferokigena \ ) Ca=6
p;;:ﬂgc pcdcwséf;wz X N— \ \ CH=5
A CHs=1
| J OCHs=1
4| C=0=1
w iC=14

e

Gambar 4.4 Spektra *C-NMR dan DEPT 1352 senyawa 1

(aseton-d,, 125 MHz)

Untuk menentukan posisi gugus fungsi -OH dan
metoksi pada senyawa 1 dikonfirmasi dengan percobaan
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HMBC (Gambar 4.5). Adanya korelasi antara gugus -OH
pada C-9 dan C-11 menunjukkan gugus -OH terikat pada
posisi C-9. Korelasi proton aromatik H-4 yang berkorelasi
dengan C-9, C-11, dan C-13, menunjukkan bahwa posisi
H-4 adalah proton pentasubtitusi yang terikat pada posisi
C-4. Korelasi antara H-6 dengan C-5 dan C-12, H-7 dengan
C-8 dan C-13 serta H-8 dengan C-7 dan C-13 menunjukkan
bahwa H-6,H-7, dan H-8 berada pada posisi benzen
trisubtitusi dan masing-masing terikat pada C-6,C-7, dan
C-8. Korelasi dari tiap proton aromatik pada H-4, H-5,
H-6, H-7, dan H-8 berupa cincin benzen pentasubtitusi
dan cincin aromatik lainnya merupakan cincin benzen
trisubtitusi, menunjukkan bahwa struktur senyawa 1
mempunyai dua cincin aromatik yang bergabung satu
sama lain. Posisi gugus metoksi diketahui melalui korelasi
antara karbon oksiaril C-5 dengan gugus metoksi yang
menunjukkan adanya korelasi bahwa gugus metoksi
terikat pada posisi C-5. (Gambar 4.6).

Sedangkan posisi dari metil sekunder ditunjukkan
melalui korelasi HMBC antara proton H-3 dengan C-11
serta metil berkorelasi dengan C-3 dan C-11, sehingga
diketahui bahwa metil sekunder terikat pada posisi C-3
dan memiliki 1 tetangga proton (H-3) (Gambar 4.7) dan
(Gambear 4.8).
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Gambar 4.6 Korelasi HMBC posisi —OCH, senyawa 1

Kerangka senyawa naftofuran senyawa 1, juga ditun-
jukkan oleh korelasi 'H-'H COSY sebagaimana pada
Gambar 4.9. Teramati korelasi antara H-3/-CH,, H-6/H-7
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serta H-7/H-8 menunjukkan adanya kerangka naftofuran
pada senyawa 1.

H-3

1920 3 )

g |

q
De §
Gambar 4.7 Korelasi HMBC H-3 dan C-11 senyawa 1.
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Gambar 4.8 Korelasi HMBC metil sekunder senyawa 1.
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Gambar 4.10 Korelasi HMBC dan *H-'H COSY terpilih senyawa 1.

Dengan demikian, senyawa 1 memiliki struktur planar
9 Hidroksi-5-metoksi-3-metilnafto (2,3c) furan-1 (3H)-on
(Gambar 4.11). Posisi gugus -OH senyawa 1 terikat pada
posisi C-9, hal ini berdasarkan padanilai 5,,9,88 (1H, s,-OH)
yang lebih deshielded (pengaruh kuat dari ikatan hidrogen
intramolekuler antara atom hidrogen pada hidroksil grup
-OH (C-9) dan atom oksigen dari karbonil grup C=0O
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pada posisi C-1) dibandingkan gugus OH pada literatur
yang lebih shielded dan terikat pada posisi C-4 (Arung
et al., 2012), hal ini diperkuat dengan nilai 6.150,2 pada
C-9 yang lebih deshielded karena keberadaan gugus -OH,
serta pendekatan biogenesis keberadaan turunan senyawa
naftokuinon pada genus Lygodium, maka senyawa 1

ditetapkan sebagai senyawa naftokuinon baru 9 hidroksi-
5-metoksi-3-metilnafto(2,3c)furan-1(3H)-on (Gambar 4.11).
OCH,

CHj3

Gambar 4.11 Struktur kimia 9 Hidroksi-5-metoksi-3-metilnafto(2,3c)furan-
1(3H)-on (1)

Tabel 4.1 Perbandingan NMR antara senyawa 1 dan eleutherol (Arung et al.,

2012).
Posisi Senyawa 1 Eleutherol (Arung et al., 2012)
¢ 'H-NMR 13C-NMR H-NMR 1BC-NMR
O0H (ZH, mult, J, oC (ppm) O0H (ZH, mult, J, 6C (ppm)
Hz) Hz)
1 170,3 - 172,2
3 5,71 (1H,q,6,5) 77,5 5.77 (1H, m) 78,5
4 7,88 (1H,s) 116,6 - 149,5
5 - 157,7 - 157,1
6 7,70 (1H,d, 8,5) 107,5 7.69 (1H, d,8.3) 107,1
7 7,51 (1H,dd, 8,5; 123,9 748 (1H, dd,7.8; 127,4
7,8) 8.3)
8 7,17 (1H, d, 7,8) 128,7 712 (1H, d, 7.8) 123,8
9 - 150,2 7,93 (1H,s) 116,8
10 - 126,8 - 1257
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11 - 128,0 - 128,1
12 - 1183 - 118,0
13 - 1383 - 137,8
3-CH; 1,69 BHJd, 6,5) 195 1.64 (3H, dd, 19,2
1.2)

5-0- 4,21 3H,s) 57,1 4.05 (1H, s) 56,7
CH,

-OH 9,88 (1H, s) - 9,52(1H,5) -

*pengukuran dilakukan dengan aseton-d, pada 500 MHz untuk
'H dan 125 MHz untuk *C

4.2.2 Penentuan struktur kimia senyawa 2

Senyawa 2 diperoleh berupa padatan berwarna
kuning. Rumus molekul ditetapkan sebagai C H, O, ber-
dasarkan spektrum HR-TOFMS [M-H] (m/z 285,35) per-
hitungan untuk m/z 286,45 bersama dengan data NMR
(Tabel 4.2), dengan demikian didapat sebelas derajat
ketidakjenuhan dari tujuh C=C sp?, C=0, dan tiga ring
flavonoid.

Spektrum UV (metanol) senyawa 2 (Gambar 4.12a),
menunjukkan serapan maksimum (A__ ) pada 266 nm
(log € 4,20) dan 353 nm (log & 4,08) diindikasi adanya
ikatan rangkap terkonjugasi dari struktur flavonoid pada
rentang pita I (300-550 nm) dan pita II (240-285 nm). Pita I
merupakan karakteristik untuk resonansi gugus sinamoil
dari cincin B dan pita 2 karakteristik untuk resonansi
gugus benzoil yang terbentuk oleh resonansi dari cincin A.

~62~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)

|£

Gambar4.12 Spektrum UV senyawa 2, metanol (A), penam-
bahan natrium hidroksida (B), penambahan
alumunium triklorida (C).

Pada penambahan pereaksi geser natrum hidroksida
(Gambar 4.12b) mengalami pergeseran batokromik pada
pita I sebesar 48 nm, hal ini merupakan karakteristik gugus
hidroksil pada posisi C-4' (Markham, 1988). Penambahan
pereaksi geser alumunium klorida dan asam klorida
(Gambar 4.12c) terbentuk kompleks yang tahan terhadap
asam antara gugus hidroksil dan keton yang bertetangga
(Markham, 1988), hal ini menunjukkan inti flavon tersebut
memiliki hidroksil pada posisi C-5, yang memperkuat
dugaan bahwa senyawa 2 merupakan golongan flavonol
Gambar 4.13.

Spektrum IR (KBr) (Gambar 4.14) memberikan se-
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rapan pada ikatan hidrogen intramolekuler, uluran O-H
(3343 cm™), regang C=0 (1640 cm™), regangan cincin C=C
(1478 cm™), uluran C-H (1163 cm™), uluran C-O-C simetri
(1051 cm™), dan benzen tersubstitusi (825 cm™). Rendahnya
serapan lentur C=0 (1640 cm™) disebabkan adanya gugus
karbonil terkonjugasi, mengurangi sifat C=C sp’ ke atom O,
konjugasi lebih lanjut akan menurunkan serapan (panjang
gelombang lebih panjang). Uluran C-H (1163 cm™) terlihat
lemah sebab pita C-H terlihat sangat kuat dikarenakan
adanya ikatan C-H dalam jumlah besar dalam senyawa 2.

OH
OH

AICI3/HCI

AI\:;Jr

Gambar 4.13 Senyawa komplek yang menjelaskan ter-
jadinya pergeseran dalam spektrum pada pe-
nambahan Alumunium klorida/ Asam klorida

T,
230 M)\
220
2.8
o

200
195 Benzen tersubstitusi
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uuuuu 3600 2200 2800 2400
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Gambar 4.14 Spektrum IR (KBr) senyawa 2
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Gambar 4.15. Spektrum 1H-NMR senyawa 2 (CD30D 500 MHz)
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Spektrum 'H-NMR senyawa 2 dalam CDCIL, 500
MHz (Gambar 4.15) memperlihatkan keberadaan sinyal
proton yang khas untuk gugus hidroksil terkelasi (5,
12,15 ppm) pada C-5. Adanya proton di cincin A pada
C-6 dan C-8 ditunjukkan oleh munculnya sepasang sinyal
meta-kopling di daerah aromatik pada 6, 6,52 (1H, d, | =
1,5 Hz, H-8), dan 6,26 (1H, 4, ] = 1,5 Hz, H-6), sehingga
diindikasi di C-7 terdapat gugus -OH. Dua sinyal proton
aromatik 2H pada 6, 8,14 (2H, d, J=9,1 Hz, H-2; H-6");
dan 7,00 (2H, d, J= 8,5 Hz, H-3', H-5') berkopling orto, se-
hingga diindikasi di cincin B terdapat gugus -OH pada
C-4'. Hal ini menunjukkan karakteristik suatu flavon
3,5,7,4"-tetrasubstitusi.

~65~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)

=CH sp”

g
g
n
4
|

Cq sp®

2 =CH sp®

N

Cq sp

— 176558
—104.110
00,108
99,093
04,514
94,433

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 1M 165 180 15 15 145 140 7130 15 1 15 1 WS 10 a5 a0

Gambar 4.16 Spektrum **C NMR (CDCI,, 125 MHz) senyawa 2

Spektrum PC-NMR senyawa 2 dalam CDCl,, 125 MHz
(Gambear 4.6), menunjukkan 15 sinyal karbon yang terdiri
dari 13 sinyal karbon sp? satu sinyal karbon karbonil pada
8. 176,6 ppm, dan satu sinyal karbon teroksigenasi pada
136,6 ppm yang merupakan karakteristik untuk turunan
flavonol (Harborne and Mabry, 1982). Berdasarkan data
BC-NMR, maka derajat ketidakjenuhan dihitung sebagai
delapan dari total sebelas derajat ketidakjenuhan. Tiga
derajat ketidakjenuhan yang tersisa sesuai dengan kerang-
ka struktur flavonoid trisiklik.

Perbandingan data NMR senyawa 2 dengan kaemp-
ferol (Tabel 4.2) (Chaturvedula & Prakash, 2011), menun-
jukkan bahwa kedua senyawa tersebut menunjukkan ke-
sesuaian yang sangat tinggi, dengan demikian senyawa 2
diidentifikasi sebagai kampferol atau 3,4',5,7 tetrahidro-
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ksiflavon (Gambar 4.17).
Tabel 4.2. Data 'H-NMR (CDBOD, 500 MHz) dan **C-NMR (CD30D, 125 MHz)
senyawa 2
Senyawa 2* Kaempferol**

Posisi TH-NMR BC-NMR 1H-NMR 1BC-NMR

Atom 61 (ppm) 6c (ppm) Su (ppm) Sc (ppm)
C (ZH; mult,; (XH; mult,;

J=Hz) J=Hz)
1 - _ - -
2 - 157,8 - 157,8
3 - 136,7 - 136,0
4 - 176,6 - 176,2
5 12,11 (1H, s) 162,3 - 162,6
6 6,26 (1H, 4, 1,9) 99,2 6,28 (1H, 4, 1,8) 99,9
7 - 165,1 - 165,6
8 6,54 (1H, 4, 1,9) 94,5 6,74(1H, d, 1,8) 94,5
9 - 157,8 - 157,6
10 - 104,1 - 105,5
1 - 123,3 - 121,7
2! 8,17 (1H, 4, 9,1) 130,5 7,83(1H, d, 8,9) 131,5
3 7,03 (1H, d, 9,0) 1164 7,02(1H, d, 9,0) 116,4
4 - 162,3 - 161,8
5' 7,03 (1H, d, 9,0) 116,4 7,02 (1H, 4, 9,0) 116,4
8,17 (1H, d,

6' 9,1) 130,5 7,83 (1H, d, 8,9) 131,6

* Pengukuran dilakukan dengan aseton-d, pada 500 MHz untuk
'H dan 125 MHz untuk *C-NMR

** Pengukuran dilakukan dalam DMSO-d, pada 600 MHz untuk
'H dan150 MHz untuk ®C-NMR (Chaturvedula and Prakash,

2011)
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Gambar 4.17. Struktur kimia kaempferol
atau 3,5,7,4’-tetrahidroksi-flavonol (2)

4.2.3 Penentuan struktur kimia senyawa 3

Senyawa 3, diperoleh berupa padatan kuning, titik
leleh 310-312°C. Rumus molekul senyawa 3 ditetapkan
sebagai C H, O, berdasarkan spektra TQD MS ES [M-
H] m/z 301,40 perhitungan untuk C_H, O, m/z 302,24
sehingga diperoleh sebelas derajat ketidakjenuhan.

Spektrum UV senyawa 3 (Gambar 4.18) dalam pelarut
metanol menunjukkan serapan maksimum pada A, 255
nm (e 4,01) dan 340,6 nm (log ¢ 4,40) diindikasi adanya
ikatan rangkap terkonjugasi dari struktur flavonoid. Pita
II (255 nm) merupakan karakteristik untuk resonansi
gugus sinamoil dari cincin B dan pita I (340,6 nm)
karakteristik untuk resonansi gugus benzoil dari cincin
A. Pada penambahan pereaksi geser NaOH mengalami
pergesaran pada pita 1 sebesar 46 nm, hal ini merupakan
karakteristik gugus hidroksil pada posisi C-4' (Markham,
1988). Serapan UV menunjukkan kehadiran dari struktur
3,57,3,4-pentahidroksiflavon (Toker et al., 2004).

~68~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)

1§00

10004

0.500

0.000

L
2.182 . -

200.00 25000 300.00 360.00 400.00
nm

Gambar 4.18 Spektrum UV (metanol) senyawa 3.

Spektrum IR (KBr) senyawa 3 (Gamb ar 4.19) menun-
jukkan pita-pita serapan dari gugus hidroksil (v_ 3409
cm™), karbonil (v 1644 cm™), C=C aromatik (v__, 1611
cm), daneter (v, 1015 cm™).

Gambar 4.19 Spektrum IR (KBr) senyawa 3.
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Spektrum 'H-NMR, senyawa 3 (Gambar 4.20) mem-
perlihatkan sepasang sinyal proton aromatik pada 6,, 6,17
(1H, d, | =2,5 Hz, H-6) dan 6, 6,38 (1H, 4, ] = 2,5 Hz, H-8)
berkopling meta (J=2,5 Hz) merupakan sinyal proton pada
C-6 dan C-8, sehingga di C-7 dan C-5 terdapat gugus -
OH. Tiga sinyal proton aromatik lainnya muncul sebagai
sistem ABX yang beresonansi pada &, 7,73 (1H, d, ] = 2,5
Hz, H-2'), dan &, 7,62 (1H, dd, | = 8,5 Hz; 2,5 Hz, H-6'),
berkopling meta (J]=2,5 Hz), sedangkan pada 8,, 7,62 (1H,
dd, ] = 8,5 Hz; 2,5 Hz, H-6") dan &, 6,87 (1H, d, | = 8,5 Hz,
H-5") berkopling orto (J=8,5 Hz), diindikasi pada posisi C-2'
dan C-4' terikat gugus -OH.

Spektrum ®C-NMR senyawa 3 (Gambar 4.21) me-
nunjukkan lima belas sinyal karbon dengan satu sinyal
karbonil terkonjugasi (6. 176,6), lima sinyal sp® metin
dan sembilan sinyal sp? kuartener. Struktur flavonol pada
senyawa 3 ditunjukkan oleh adanya dua sinyal karbon sp?
pada §_.176,6 dan 136,8 ppm (Harborne & Mabry, 1982).

> H aromatik = 5

> H hidroksil = 10 +
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Gambar 4.20 Spektrum 'H NMR (CD,0D, 500 MHz) senyawa 3
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Gambar 4.21 Spektrum **C NMR (CD,0D, 125 MHz) senyawa 3

Berdasarkan data ®C-NMR, maka derajat ketidak-
jenuhanannya dihitung sebagai delapan dari total sebelas
derajat ketidakjenuhan dan tiga derajat ketidakjenuhan
yang tersisa sesuai dengan kerangka flavonoid trisiklik
(Toker et al., 2004; Furusawa et al., 2005).

Perbandingan data NMR senyawa 3 dengan quer-
setin (Mouffok et al.,2012) pada Tabel 4.3, menunjukkan
kesesuaian yang tinggi. Dengan demikian senyawa 3 di-
identifikasi sebagai senyawa quersetin (3',4’,3,5,7-penta-
hidroksiflavon) seperti ditunjukkan pada Gambar 4.22.
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Tabel 4.3 Data NMR senyawa 3 dan quersetin (Mouffok et al.,2012).

Posisi Senyawa 3" Kuersetin™
C 13C- H-NMR 1BC-  1H-NMR 6n
NMR &c On ppm NMR ppm
ppm (ZH;mult.; Oc (ZH; mult.;
J=Hz) ppm J=Hz)
2 157,8 - 158,4 -
3 136,8 - 137,2 -
4 176,6 - 177,5 -
5 162,4 - 162,6 -
6 99,2 6,17 (1H, 4,255 994  618(1H,4,
2)
7 165,0 165,7 -
8 94,5 6,38 (1H,d,25) 946 639(1H, 4,
2)
9 148,4 - 148,2 -
10 104,2 - 104,7 -
T 121,5 - 121,8 -
2 116,2 7,73 (1H, d, 116,1 7,74 (1H, 4,
2,5) 2,1)
3 147,0 - 148,9 -
4 145,8 - 146,3 -
5 116,0 6,87 (1H, d, 116,1 6,88 (1H, 4,
8,5) 8,3)
6' 124,5 7,62(1H, dd, 1243 7,62 (1H,dd,
8,5, 2,5) 83,21)

*Dalam pelarut CD,0OD pada 500 MHz untuk "H-NMR dan 125
MHz untuk *C-NMR.

**Dalam pelarut CDCI, pada 500 MHz untuk 'H-NMR dan 125
MHz untuk “*C-NMR.

~ 72 ~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)

OH
OH

HO. o)

OH

OH (0]
Gambar 4.22 Struktur kimia kuersetin (3)

4.24 Penentuan struktur kimia senyawa 4

Senyawa 4 diperoleh dalam bentuk serbuk kuning,
titik leleh 266-268 °C. Rumus molekul yang telah ditetap-
kan adalah C, H, O,, melalui spektra TOFMS (m/z 465
[M*H]*) bersama dengan Spektrum NMR (Tabel 1), Hal
ini menunjukkan dua belas derajat ketidakjenuhan (DBE).
Spektrum UV menunjukkan serapan maksimum pada 353
nm (pita I) dan 254 nm (pita II) menunjukkan karakteristik

tipe quersetin (Slimestad et al., 2007).

Spektra '"H NMR menunjukkan tiga sinyal proton
aromatik pada 6, 7.71 (1H, d, J=2,0 Hz, H-2'), 6.87 (1H, d,
J=8,4 Hz, H-5") dan 7.58 (1H, dd, ]=2.0 Hz; 8,4 Hz, H-6')
dalam bentuk sistem spin ABX, menunjukkan adanya
cincin B pada flavonol dengan 3’,4’-disubstitusi, nilai
tetapan penjodohan meta dari sinyal proton ditunjukkan
pada &, 6.19 (1H, d, J=2.0 Hz; H-6) dan 6.38 (1H, d, [=2.0
Hz, H-8) untuk cincin A. Hal ini juga menunjukkan adanya
sinyal glukosa, pada 6, 5.23 (1H, d, J=7.6 Hz, H-1") yang
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mengindikasikan bahwa pada senyawa tersebut terikat
pada unit B-glukosa .

Spektrum *C NMR mendukung dugaan tersebut dan
menunjukkan 21 sinyal karbon termasuk sebuah sinyal
karbon karbonil (C=0) pada 6. 179.5 (C-4), lima metin
sp?, delapan karbon kuartener sp? dan enam karbon terok-
sigenasi sp’. Hal ini menunjukkan kesamaan geseran kimia
pada 6. 135.6 (C-3), 163.0 (C-5), 165.9 (C-7), 145.9 (C-3'),
149.8 (C-4') yang menunjukkan 3, 5, 7, 3’, 4 adalah inti
flavon teroksigenasi.

Tabel 4. 4 Data NMR kuersetin 3-O-B-D-glukopiranosida (Islam et al., 2012)
dan Senyawa 4

Posisi Senyawa 3" Kuersetin™

C 13C- 1H-NMR BC-  1H-NMR 6n
NMR 6c¢ Ou ppm NMR ppm
ppm (ZH;mult.; dc (ZH; mult,;
J=Hz) ppm J=Hz)

2 157,8 - 158,4 -

3 136,8 - 137,2 -

4 176,6 - 177,5 -

5 162,4 - 162,6 -
6 99,2 6,17 (1H,d,2,5) 994  6,18(1H,d,

2)

7 165,0 165,7 -
8 94,5 6,38 (1H,d,2,5) 946 639(1H, 4,

2)

9 148,4 - 148,2 -

10 104,2 - 104,7 -

1 121,5 - 121,8 -
2! 116,2 7,73 (1H, d, 116,1 7,74 (1H, 4,

2,5) 2,1)
3 147,0 - 148,9 -
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4 145,8 - 146,3 -
5 116,0 6,87 (1H, d, 1161 688 (1H, 4,
8,5) 8,3)
6 1245  7,62(1H, dd, 1243 762 (1H,dd,
8,5, 2,5) 83,2,1)

*400 MHz for 'H and 100 MHz for ®C, in CD,OD (Islam et al.,
2012)

**600 MHz untuk 'H and 150 MHz for *C, in CD,OD

Sinyal glukosa secara signifikan ditunjukkan pada
6. 104.4 (C-17), 75.7 (C-27), 78.1 (C-3"), 71.2 (C-4"), 78.4
(C-5") dan 62.6 (C-6"). Fungsionalitas ini dihitung sebagai
delapan dari duabelas derajat ketidakjenuhan. Sedangkan
sisa empat derajat ketidakjenuhan berasal dari flavonol
dengan tambahan satu unit gula (Pereira et al., 2007).

Perbandingan data NMR senyawa 4 dengan quersetin
3-0-p-,-glukopiranosida (Islam et al., 2012) pada Tabel 4.4,
menunjukkan kesesuaian yang tinggi. Dengan demikian
senyawa 4 diidentifikasi sebagai senyawa quersetin 3-O-[3-
D-glukopiranosida (Islam et al., 2012) seperti ditunjukkan
pada Gambar 4.23.

OH

OH
o)
O\ﬁ"”
OH 0 OH
HO
Gambar 4.23 Struktur kimia quersetin 3-O-B-D-glukopiranosida (4)
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4.2.5 Penentuan struktur kimia senyawa 5

Senyawa 5 diperoleh dalam bentuk kristal jarum ber-
warna kuning; Rumus molekul yang ditetapkan adalah
C,H,,0,melalui spektra EI-TOF-MS m/z: 284, 0683 [M+H]",
perhitungan untuk C, 6H12OS, m/z 284,0684 ; bersama dengan
data NMR (Tabel 4.5), dengan demikian diperoleh sebelas

derajat ketidakjenuhan.

Spektra 'H NMR menunjukkan resonansi tiga sinyal
proton yang terikat pada posisi C-4" berupa gugus metoksi
yang diperkuat oleh resonansi sinyal "C-NMR pada §_55.8.
Sinyal proton yang beresonansi pada 6,, 10,85 dan §,, 12,92
menunjukkan posisi gugus -OH yang terikat pada karbon
C-5 dan C-7. Sinyal '"H NMR pada 6, 12,92 menunjukkan
proton hidroksil tersebut terikat pada konstituen terisolasi,
dimana terdapat pengaruh kuat dari ikatan hidrogen intra-
molekuler antara atom hidrogen pada hidroksil grup ~-OH
(C-5) dan atom oksigen dari karbonil grup CO (C-4).

Spektra »C NMR menunjukkan adanya enambelas
sinyal karbon yang terdiri dari delapan sinyal sp* kuartener
pada 8.160,5 (C-1); 159,6 (C-5); 162,3 (C-7); 159,4 (C-9);
106,0 (C-10); 121,2 (C-1") dan 160,6 (C-4") dan satu sinyal
karbonil terkonjugasi pada 6. 175,8 (C-3). Tujuh sinyal
karbon metin sp” pada §_.107,6 (C-3); 96,0 (C-6); 95,9 (C-8);
127,1 (C-2); 115,8 (C-3);115,6 (C-5") dan 127,6 (C-6’). Satu
sinyal metoksi yang beresonansi pada 6.55,8 (-OCH,).

Berdasarkan data C NMR maka derajat ketidak-
jenuhannya di hitung sebagai delapan dari total sebelas
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derajat ketidakjenuhan dan tiga derajat ketidakjenuhan
yang tersisa sesuai dengan kerangka flavonoid trisikllik
(Toker et al., 2004; Gomez et al., 2011)

Perbandingan data NMR dengan akacetin (Gomez
et al., 2011) menunjukkan kesesuaian yang tinggi, dengan
demikian senyawa 5 diidentifikasi sebagai akacetin (Gambar
4.24).

OCH,

Gambar 4. 24 Struktur kimia akacetin (5)

Tabel 4.5 Perbandingan data NMR akacetin (Gomes et al., 2011) dan

senyawa 5
Posisi Akacetin (Gomes et al., 2011) Senyawa 5
C dc OH, mult, ] dalam oc OH, mult, J
Hz dalam Hz
Cc-2 160,7 160,5
C3 107,6 6.43 (s) 107,6 6.50 (1H, s)
C4 175,8 175,8
C-5 159,6 159,6
C-6 96,0 6.15 (d, 2.0) 96,0 6.40 (1H,d, 2)
c-7 162,3 162,3
C-8 95,9 6.32 (d, 2) 95,9 6.41 (1H, d, 2.5)
C9 159,4 159,4
C-10 106 106,0
C-1 121,2 121,2
c2 127,1 7.72 (d, 9.0) 1271 67.80(2H, d, 8)
C3 115,8 6.89 (d, 9.0) 115,8 66.70 (2H, d, 8)
Cc4 160,6 160,6
c-5 115,6 6.89 (d, 9.0) 115,6 66.70 (2H, d, 8)
C-6 127,6 7.72 (d, 9.0) 127,6 67.80 (2H, d, 8)
-OCHs 558 3.76 (s, OCH3-4") 55,8 64.10 (3H,S,
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-OCHs; 558 3.76 (s, OCH3-4") 55,8 04.10 (3H,S,
OCHs)

-OH 10,80(1H, s) 10,85 (1H, s

-OH 12,14(1H, 5) 12,92 (1H, s)

4.2.6 Penentuan struktur kimia senyawa 6

Senyawa 6 diperoleh dalam bentuk padatan amorf
berwarna kuning;; titik leleh 193-194 °C; UV (MeOH): A
207,267, dan 347 nm. Rumus molekul yang telah ditetapkan
adalah C ,H, O, melalui spektra HR-ESI-MS m/z 231,1004

[MH] bersama dengan data NMR (Tabel 4.6) dengan
demikian diperoleh delapan derajat ketidakjenuhan.

maks

Pengukuran IR dengan pelat KBr diperoleh indikasi
adanya kehadiran gugus -OH pada (3378 cm™), metil (2964
cm™) metil, regang C=0 (1660 cm™), serta adanya overtone
cincin benzena (1616 cm™), (1577 cm™), dan (1508 cm™).

Data spektrum 'H-NMR senyawa 6 menunjukkan
adanya sinyal pada daerah aromatik yaitu pada 6, 7,30
(1H, s, H-5) dan 6, 7,77 (1H, s, H-8) serta satu gugus metil
yang terikat pada cincin aromatik pada 6, 2,24 (3H, s, H-7).

Data spektrum “C-NMR senyawa 6 dengan pelarut
DMSO-d, menunjukkan adanya empat belas sinyal kar-
bon. Pada daerah medan rendah dengan geseran kimia
yang tinggi terlihat adanya dua sinyal karbon yang diduga
dari dua gugus karbon karbonil pada 6. 183,5 (C-1) dan
185,2 (C-4), delapan sinyal karbon pada daerah karbon
sp? pada 6.156,6 (C-2); 131,6 (C-3); 110,3 (C-5); 129,5 (C-
8); 16,2 ;26,6; 21,4 (-CH,) yang diduga berasal dari satu
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cincin benzena dan satu ikatan C=C . Pada daerah medan
tinggi muncul empat sinyal karbon yang semuanya adalah
karbon berjenis sp’ pada 6.160,9 (C-6); 131,8 (C-7); 124,1
(C-9); 131,7 (C-10).

Dari data spektrum C-NMR maka derajat ketidak-
jenuhannya dihitung sebagai enam derajat ketidakjenuhan
dari delapan derajat ketidakjenuhan dan dua derajat ke-
tidakjenuhan yang tersisa sesuai dengan kerangka nafto-
kuinon (Chen et al., 2010).

Perbandingan data NMR senyawa 6 dengan 6-hidroksi-
2-isopropil-7-metil-1,4-naftokuinon (Chen et al., 2010), me-
nunjukkan kesesuaian yang tinggi dengan demikian
senyawa 6 diidentifikasi sebagai 6-hidroksi-2-isopropil-7-
metil-1,4-naftokuinon (Gambar 4.25).

Tabel 4.6 Data NMR senyawa 6 dan 6-hidroksi-2-isopropil-7-metil-1,4-
naftokuinon (Chen et al., 2010).

Posisi Senyawa 6 6-hidroksi-2-isopropil-
7-metil-1,4-
naftokuinon (Chen et
al., 2010).
Oc Oy, mult, ] Oc On, mult, ]
dalam Hz dalam Hz
1 183.5 183.5
2 156.6 156.6
3 131,6 6,68 (1H) 131,6 6,68 (1H)
4 185,2 185,2
5 110,3 7,30 (1H) 110,3 7,30 (1H)
6 160,9 160,9
7 131,8 131,8
8 129,5 7,77 (1H) 129,5 7,77 (1H)
9 124,1 124,1
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10 131,7 131,7
CH,-7 162 2,24 (3H,s) 16,2 2,24 (3H, s)
CH(CHs)»- 26,6  3,09(1H,m) 266 3,09 (1H, m)
11
12dan13 214  1,12(6H,d,J= 214 1,12 (6H, d, |
6,8) = 6,3)
(0]
HO.
H,C
(0] CH;4

Gambar 4.25 Struktur kimia
6-hidroksi-2-isopropil-7-metil-1,4-naftokuinon (6)

4.2.7 Penentuan struktur kimia senyawa 7

Senyawa 7 berupa padatan kuning. Rumus molekul
ditetapkan sebagai C, H, O, berdasarkan spektrum HR-
TOFMS m/z 447,8083 [M-H] bersama dengan data NMR
(Tabel 4.7), dengan demikian didapat dua belas derajat
ketidak jenuhan yang terdiri dari tujuh C=C sp?, C=0, satu

ring glukosa dan tiga ring flavonoid.

Spektrum UV senyawa 7 dalam MeOH memberikan
267,7 dan 382 nm yang
diindikasikan sebagai serapan khas flavonol. Puncak

serapan maksimum pada A
serapan senyawa 7 mengalami pergeseran batokromik
akibat penambahan beberapa pereaksi penggeser seperti
NaOH (A . 350; 267 nm), pergeseran A 32 nm dan
NaOAc (A . 350; 250 nm), pergeseran A . 31 dan 16 nm,
mengindikasikan adanya gugus hidoksil bebas pada 4'-
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OH, NaOAc+H,BO, (A
20 nm hanya pada pita I, mengindikasikan adanya gugus
hidoksil bebas pada 7-OH, AICl, (A ., 367; 260 nm),

pergeseran hanya A 1 nm pada pita I, AICI, + HCI (A

362; 267 nm), pergeseran A

maks maks

maks

383; 261 nm) pergeseran A 1,2 dan 9,2 menyarankan

maks

adanya gugus hidoksil bebas pada 5-OH dan formasi
kompleks pada C-4 keto.

1.000

| EMeOH
I MsOH + NaOH

HMsOH + NaDAo
W MeOH + NaDAc+H.B0,
EMsOH + AICE

0128 1 L 1 MeOH + AICh+HC
200.00 25000 20000 000 40000

Gambar 4.26 Spektrum UV senyawa 7

Spektrum IR (KBr) (Gambar 4.27) memberikan serapan
padaikatan hidrogen intramolekuler, uluran O-H (3368 cm
), lentur C=0 (1653 cm™), uluran cincin C=C (1507 cm™),
regang cincin C=C (1448 cm™), uluran simetri C-O (1209 cm-
1), uluran simetris C-O-C (1086 cm™), benzen tersubstitusi
(839 cm™) dan tekukan cincin C=C keluar bidang (608 cm
1). Getaran ulur C-O-C simetri dapat berpindah gelombang
yang lebih tinggi, sedangkan percabangan C-O-C pada
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atom karbon C-3 kerangka flavonol akan menghasilkan
pembelahan pita yang ditunjukan pada uluran simetris
C-O-C (1086 cm™).

| R | e

%T |

1 : \ : : § § " benzen! §
g \ - i
i B \ -

o

3368,82-—

L B -

I
4500 4000 3500 3000

Gambar 4.27 Spektrum IR (KBr) senyawa 7

Spektrum 'H-NMR (DMSO-d, 500 MHz), menunjukan
enam sinyal proton metin sp’ pada 6,, 8,08 (2H, d, ]=9,1 Hz,
H-2" dan H-6"), 6,88 (2H, d, ]=9,1 Hz; H-3’ dan H-%’), 6,43
(1H, d, ]=2,0 Hz, H-8), 6,21 (1H, d, ]=2,0 Hz, H-6), satu sinyal
proton metin anomerik pada 6, 5,45, (1H, d, J= 7,75 Hz,
H-1"), empat sinyal proton metin teroksigenasi pada &,
4,26 (1H, dd, ]=7,75 Hz; 9,0 Hz, H-2"), 3,56 (1H, t, ]=9,0 Hz,
H-3"),3,23 (1H, t, ]=9,0 Hz, H-4"), 3,17 (1H, dt, ]= 2,4 Hz;5,4
Hz;9,0 Hz, H-5"), dan satu sinyal metilen teroksigenasi
pada 6H 3,08 (2H, d, J=5,15 Hz, H-6"). Proton H-2"; H-6";
H-3’; H-5" merupakan khas empat proton aromatik pada
ring B yang merupakan karakteristik 1’,4’-disubstitusi

~82~



Senyawa Fenolik dari Tumbuhan Kerokot
(Lygodium microphyllum)
flavonol. Proton H-8 dan H-6, [=2,0 terjodoh secara meta.
Kehadiran proton anomerik 6, 545, (1H, d, J= 7,75 Hz,
H-1"), empat sinyal proton metin teroksigenasi yang
terinduksi oleh metilen teroksigenasi pada 6, 3,08 (2H, dd,
J=2,4 Hz;12 Hz, H-6"") merupakan khas dari ring glukosa.

Anomerik Proton
5,45, (1H, d, J=
— = 7,75,H-1)  mo

ﬁ t Proton CH
teroksigenasi

(Gula)

Gugus ;5
hidroksil (OH)

S2S3IBL 8538 € 2RBIZE LS

8.0459
8.0278
39
87
43
A2
20
A6

534
;

94

4.26(
37
18
17]
08
07
49
A9

12,6117

Gambar 4.28 Spektrum *H-NMR (DMSO-d, 500 MHz) senyawa 7

Spektrum "C-NMR dalam DMSO-d,, 125 MHz
(Gambar 4.30) menunjukan resonansi duapuluh satu
sinyal karbon yang terdiri dari 6 metin sp’ pada 6.98,7 (C-
6); 93,8 (C-8); 130,8 (C-2'); 115,1 (C-3");115,1 (C-5"); 130,9 (C-
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6"), satu karbonil (C=O) pada 6.179,7, satu metin anomerik
pada 6.103,9 (C-3), empat metin sp’ teroksigenasi pada &
100,9 (C-17); 74,2 (C-2"); 76,4 (C-3”) dan 69,9 (C-4"), satu
metilen teroksigenasi pada 6. 60,8 (C-6”) yang diperinci
melalui percobaan DEPT 135° (Gambar 4.29). Kehadiran
karbon anomerik menunjukkan adanya ring gula berupa
glukosa yang terikat pada rangka flavonol. Fungsionalitas
ini dihitung sebagai delapan dari duabelas derajat ketidak-
jenuhan, sedangkan sisa empat derajat ketidak jenuhan
berasal dari flavonol dengan tambahan satu unit gula
(Pereira et al., 2007).

€,
¥Cq
¥G]

"
=9 (Cqsp”; C=0)

=11 (CH sp2; teroksigenasi; anomerik)
=1(sp")

C kuarterner sp2

C kuarterner

C kuarterner

1309366
115.1506

Xz parts per Million : 13C

1l Ta
E

98,7447
937085 ——

: *1c=0 (—J‘—\ sp2 sp2
X TS WY
=1 \u.;q_“u_ Lo e Ly L ol \x_L.l‘. Bal {l“‘ s ‘um; ’
1500 1700 | 100 | 1500 100 1300 10 100 | 1g09 | 900 wo  s0o
IV T T r
& 3 2E 2 z 2 }E 3
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s CH sp?
ke -O-CH-O- CH-O
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Gambar 4.29 Spektrum **C-NMR dan DEPT 135° dalam DMSO-d,, 125MHz
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Jenis gula 7 ditetapkan berdasarkan penjodohan
visinal tiga ikatan (°]). H,-1”" dan H,-2"; °[=7,75 Hz meng-
indikasikan kedua proton berorientasi posisi aksial-aksial,
H,-2” dan H -3"”; °]=9,0 Hz mengindikasikan kedua proton
berorientasi posisi aksial-aksial, H,-3” dan H,-4"; ’]=9,0 Hz
mengindikasikan kedua proton berorientasi posisi aksial-
aksial, H-4”" dan H-5”;’]=9,0 Hz mengindikasikan kedua
proton berorientasi posisi aksial-aksial, sehingga dapat
disimpulkan, jenis residu gula pada C-3 berupa D-glukosa.
Konfigurasi D-glukosa ditentukan berdasarkan 6. karbon
anomerik. C-1" (6. 100,89 ppm) yang yang menyarankan
konfigurasi p. Konfigurasi tersebut juga didukung oleh
penjodohan visinal tiga ikatan (}]). H,-1” °]=7,75 Hz yang
berposisi aksial-aksial terhadap H-2" (Saxena et al., 2005)

aa, J=9,0 Hz O H

aa, J=9,0 Hz

Gambar 4.30 Struktur dan stereokimia gula senyawa 7

Perbandingan data NMR senyawa 7 (Tabel 4.7)
dengan kaempferol-3-glukopiranosida (Kazumaetal,2002),
menunjukkan bahwa kedua senyawa tersebut menunjuk-
kan kesesuaian yang sangat tinggi, analisis stereokimia
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gula menetapkan senyawa 7 berupa kaempferol-3-O-p-D-
glukopiranosida (Gambar 4.31).
Tabel 4.7. Data *H-NMR (DMSO, 500 MHz) dan *C-NMR (DMSO, 125 MHz)

senyawa 7
No. TH-NMR BC-NMR
6 (ppm) (ZH; m; 6 (ppm)
J=Hz)
1 - -
2 - 159,9 (s)
3 - 133,2 (s)
4 - 177,5 (s)
5 - 161,2 (s)
6 6,21 (1H, d, 2,0) 98,7 (d)
7 - 164,2 (s)
8 6,43 (1H, d, 2,0) 93,8 (d)
9 - 156,2 (s)
10 - 103,9 (s)
1’ - 120,9 (s)
2’ 8,08 (1H, 4, 9,1) 130,9 (d)
3 6,88 (1H, d, 9,1) 115,1 (d)
4 - 156,4 (s)
5 6,88 (1H, d, 9,1) 115,1 (d)
6 8,08 (1H, d, 9,1) 130,9 (d)
1” 5,45 (1H, d, 7,75) 100,9 (d)

2" 426 (1H,dd, 7,75;9,0) 74,2 (d)
3 3,56 (1H, t, 9,0) 76,4 (d)
4" 3,23 (1H, t, 9,0) 69,9 (d)
5" 3,17 (1H, dt 77,5 (d)
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6" 2,4:5,4;9,0) 60,8 (t)
3,08 (2H, d, 5,15)

OH O
Gambar 4.31 Struktur kimia kaempferol-3-O-B-D-glukopiranosida (7)

4.2.8 Penentuan struktur kimia senyawa 8

Senyawa 8 diperoleh dalam bentuk serbuk amorf ber-
warna kuning; titik leleh 267-269 °C; Rumus molekul se-
nyawa 8 ditetapkan sebagai C,,H,,O,, berdasarkan spek-

trum ESI-MS m/z 479 [M+H]*, dengan demikian diperoleh
duabelas derajat ketidakjenuhan.

Spektrum '"H-NMR menunjukkan adanya dua tetapan
penjodohan yang memiliki nilai yang sama pada 6, 6.21
(J= 2.0 Hz, H-6) and §,, 6.44 (J= 2.0 Hz, H-8) pada daerah
aromatik yang diperkuat dengan korelasi dari sinyal
karbon pada & _.98.3 (C-6) dan §_.93.6 (C-8) Sinyal metoksi
ditunjukkan pada resonansi sinyal dengan multiplisitas
singlet pada 6, 3.84 ppm yang berkorelasi dengan sinyal
karbon yang beresonansi pada 8. 55,7 ppm Pada sinyal
resonansi dari 'H dan ®“C-NMR mengindikasikan ke-
hadiran dari unit B-D-glukosa. Sinyal proton anomerik
muncul pada 6, 5.57 (d, ]=7.4 Hz).
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Data spektrum “C-NMR dalam (MeOD) 125 MHz
menunjukkan adanya resonansi duapuluh dua sinyal
karbon yang terdiri dari lima metin sp? satu karbonil (C=0)
pada . 180,2 (C-4), delapan karbon kuartener sp* dan
enam karbon teroksigenasi. Sinyal glukosa secara signifi-
kan ditunjukkan pada 6. 103,5 (C-1”), 75,5 (C-2"), 77,6
(C-37), 71.1 (C-4"), 78.4 (C-5") dan 62.2 (C-6"). Fungsio-
nalitas ini dihitung sebagai delapan dari duabelas derajat
ketidakjenuhan, sedangkan sisa empat derajat ketidak
jenuhan berasal dari flavonol dengan tambahan satu unit
gula (Liu et al., 2010).

Perbandingan data NMR senyawa 8 dengan isor-
hamnetin 3-O-B-D-glukopiranosida (Liu et al., 2010) me-
nunjukkan kesesuaian yang tinggi dengan demikian
senyawa 8 diidentifikasi sebagai isorhamnetin 3-O-3-D-
glukopiranosida (Gambar 4.32).

OH
o}
O\ﬁw
OH 0 OH
HO
Gambar 4. 32 Struktur kimia isorhamnetin-O-B-D-glukopiranosida (8)
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Tabel 4. 8 Data NMR Senyawa 8 dan Isorhamnetin 3-O-B-D-glukopiranosida
(Liu et al., 2010)

Posisi Senyawa 8 Isorhamnetin 3-O-p-D-
glukopiranosida (Liu et al.,
2010)
Oc On, mult, ] dalam Oc On, mult, |
Hz dalam Hz
2 158,3 - 156,3 -
3 135,3 - 133,0 -
4 180,2 - 177,5 -
5 163,0 - 161,1 -
6 99,4 6,22 (1H,d, 2,0) 988 6,20 (1H, d, 2,0)
7 166,9 - 164,0 -
8 94,7 6,41 (1H,d,2,0) 938 6,39 (1H, d, 1,8)
9 158,0 - 156,4 -
10 105,4 - 104,2 -
Iy 122,8 - 121,7 -
2 113,9 7,95 (1H,d, 2,0) 111,5 7,57 (1H, d, 8,4)
3 148,1 - 149,9 -
& 150,6 - 146,4 -
5 116,0 6,93 (1H,d, 8,0) 1156 7,05 (1H, d, 8,4)
6’ 123,8 7,62 (1H,dd,2,0; 1223 7,69 (1H,dd,
8,0) 1,8; 8,4)
- 56,8 3,97 (3H, s) 55,7 3,90 3H, s)
OCH;
17 103,5 543 (1H,d,7,8) 1010 5,40 (1H,d, 8,5)
27 75,5 3,28 (1H,dd, 7,8, 742
9,0)
3” 77,6 3,56 (1H,t, 9,0) 77,2
4” 71,1 3,23 (1H,t, 9,0) 70,0
5” 78,4 3,17 (1H, dt 76,6
2,4;5,4;9,0)
6” 62,2 3,60 (2H,d 515) 61,2

4.3 Profil Kimia Tumbuhan L. microphyllum

Studi fitokimia tumbuhan ini telah diperoleh 8 se-
nyawa (1-8) yang secara umum merupakan kelompok se-
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nyawa fenolik. Pada penelitian ini juga telah diperoleh
satu senyawa baru yaitu suatu senyawa golongan nafto
furan yakni 9-hidroksi-5-metoksi-3-metilnafto(2,3c)furan-
138H)-on (1). Tujuh senyawa lainnya merupakan se-
nyawa yang telah dikenal yaitu enam senyawa kelompok
flavanoid kaempferol (2) quercetin (3) quersetin 3-O-f-
D-glukopiranosida (4) akasentin (5) kaempferol-3-O-3-D-
glukopiranosida (7) isorhamnetin 3-O-p-D-glukopiranosida
(8), dan satu senyawa kelompok naftokuinon yakni
6-Hidroksi-2-isopropil-7-metil-1,4-naftokuinon (6). Struktur
kimia kedelapan senyawa tersebut telah diidentifikasi
berdasarkan analisis data spektroskopi, meliputi infra-
merah (IR), resonansi magnet inti (NMR) 1D dan 2D, serta
spektroskopi massa, serta perbandingan data spektroskopi
yang diperoleh dariliteratur. Penemuan satu senyawa nafto
furan baru, yaitu 9-hidroksi-5-metoksi-3-metilnafto(2,3c)
furan-1(3H)-on (1) pada L. microphyllum telah memberikan
kontribusi penting terhadap pengembangan fitokimia
genus Lygodium. Penemuan senyawa baru tersebut secara
kemotaksonomi dapat menjelaskan keberadaan dari
senyawa naftokuinon pada genus Lygodium.

Hasil penentuan struktur kimia kedelapan senyawa
(1-8) yang berhasil diisolasi dari ekstrak n-heksana, etil
asetat dan n-butanol dari tumbuhan L. microphyllum
ditunjukkan pada Gambar 4. 33.
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Gambar 4. 33 Struktur kimia senyawa 1-8

4.4 Hasil uji aktivitas antijamur terhadap C. albicans

dan A. niger

Pengujian delapan senyawa fenolik (1-8) dari hasil
isolasi tumbuhan L. microphyllum bertujuan untuk menge-
tahui sifat antijamur senyawa-senyawa tersebut terhadap
jamur C. albicans dan A. niger dengan metode mikrodilusi.
Parameter yang digunakan adalah tingkat kekeruhan yang
terjadi akibat pertumbuhan dari jamur uji pada konsentrasi
tertentu akibat adanya aktivitas antijamur senyawa 1-8
dengan dibandingkan terhadap kontrol positif dan negatif.
Hasil pengujian dibaca dengan menggunakan alat micro-
plate reader pada panjang gelombang 530 nm. Kontrol
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positif yang digunakan adalah flukonazol yang umum di-
gunakan dalam pengobatan antijamur, dan pelarut yang
digunakan sebagai kontrol negatif.

Hasil pengujian antijamur (Tabel 4.9) mengungkapkan
bahwa senyawa quersetin 3-O-p-D-glukopiranosida (4) dan
kaempferol-3-O-B-D-glukopiranosida (7) menunjukkan
sifat antijamur terhadap C. albicans dan A. niger dengan
kriteria aktif sebagai antijamur dengan masing-masing
nilai KHM <50 ppm, sedangkan senyawa lainnya tidak
menunjukkan sifat antijamur dengan kriteria tidak aktif
sebagai antijamur terhadap C. albicans dan A. niger dengan
nilai masing-masing KHM >50 ppm, dengan mengacu
pada kriteria tingkat aktivitas antijamur senyawa bahan
alam dalam pengujian sifat antijamur. Mekanisme umum
aktivitas antijamur dari golongan senyawa fenolik adalah
dengan menganggu membran sitoplasma sehingga menye-
babkan kebocoran pada dinding sel. Senyawa fenolik juga
diduga bekerja dengan menghambat protein seluler secara
langsung. Senyawa fenolik mampu menembus membran
sel sehingga menyebabkan gangguan jalur metabolik
seperti sintesis dari ergosterol, glukan, khitin, proteins and
glukosamin dalam sel jamur (Brul & Klis, 1999; Ansari et
al., 2013).
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Tabel 4.9 Hasil pengujian aktivitas antijamur terhadap C. albicans
dan A. niger senyawa 1-8

Senyawa KHM (ppm)
C. albicans A. niger
1 >100 >100
2 >100 >100
3 >100 >100
4 15,00 15,64
5 >100 >100
6 >100 >100
7 54,00 54,85
8 >100 >100
Flukonazol* 4 4
*Kontrol positif

4.5 Hubungan Struktur Kimia dan aktivitas antijamur

Delapan senyawa fenolik, meliputi 2 senyawa nafto-
kuinon dan 6 senyawa flavanoid telah diisolasi dari
tumbuhan L. microphyllum dari fraksi n-heksana, etil asetat
dan n-butanol, diuji sifat antijamurnya terhadap C. albicans
dan A. niger dan memberikan hasil yang beragam Senyawa
quersetin  3-O-f-D-glukopiranosida (4) menunjukkan
aktivitas yang paling baik terhadap C. albicans dan A. niger
dengan nilai KHM berturut-turut 15,00 ppm dan 15,64 ppm
sedangkan senyawa quersetin 3-O-p-D-glukopiranosida
(7) dengan nilai KHM berturut turut 54,00 ppm dan
57,85 ppm. Hal ini diduga dengan adanya gugus hidroksi
yang terikat dan aktivitasnya semakin diperkuat dengan
adanya gula yang terikat. Mekanisme dari senyawa (4)
sebagai antijamur adalah dengan menjadikan membran sel
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sebagai target dan menyebabkan membran sel mengalami
permeabilisasi (menurunkan integritas membran dan me-
naikkan permeabilitas membran) dan terjadi depolarisasi
yakni perubahan konsentrasi ion potasium didalam dan
diluar sel sehingga menyebabkan terganggunya potensial
membran, yang menyebabkan kebocoran pada membran
dan mengakibatkan sel mengalami kematian (Yun et
al., 2015), Senyawa (4) juga diketahui memberikan efek
bergantung pada konsentrasi yang terkait dengan ROS,
menyebabkan kerusakan pada DNA melalui aktivasi
caspase dan menginduksi penahanan terhadap siklus sel
pada fase G2/M dan memicu apoptosis yang dimediasi
oleh ROS (Yun et al., 2016) Senyawa (8) isorhamnetin
3-O-B-D-glukopiranosida walaupun terdapat gugus gula,
aktivitas antijamur senyawa tidak terlalu kuat hal ini di-
duga dengan adanya gugus metoksi yang menyebabkan
pelepasan hidrogen pada gugus hidroksi tidak terjadi.
Lemahnya aktivitas antijamur disebabkan oleh rendahnya
hidrofobisitas dan perbedaan struktur molekul, gugus
metoksi bertanggung jawab pada penurunan kemampuan
melepaskan proton dari gugus hidroksil yang berpengaruh
pada hidrofobisitas molekul. Hidrofobisitas berpengaruh
pada kemampuan molekul untuk menembus membran
sel. (Arfa et al., 2006; Zabka & Pavela, 2013).
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OCH, CH,

OH 0
1 2 3
C. albicans (>100 ppm) C. albicans (>100 ppm) C. albicans (>100 ppm)
A. niger (>100 ppm) A. niger (>100 ppm) A. niger (>100 ppm)

o)
HO.
.

H;C

o] CHs

6
C. albicans (15,00 ppm) C. albicans (>100 ppm) C. albicans (>100 ppm)
A. niger (15,64 ppm) A. niger (>100 ppm) A. niger (>100 ppm)

C. albicans (54,00 ppm) C. albicans (>100 ppm)
A. niger (54,85 ppm) A. niger (>100 ppm)

Gambar 4.34 Aktivitas antijamur terhadap C. albicans dan
A. niger senyawa 1-8

4.6 Usulan Biogenesis senyawa baru 9-hidroksi-5-me-
toksi-3-metilnafto(2,3c)furan-1(3H)-on
Untuk senyawa naftofuran baru berikut adalah usul-
an biogenesis untuk pembentukan kerangka quinon di-
turunkan dari asam khrorismat melalui isomernya yakni
asam isokhorismat. Penambahan atom karbon untuk pem-
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bentukan kerangka naftokuinon di inisiasi oleh asam 2
oksoglutarat dengan melibatkan koenzim tiamin difosfat
(TPP), asam 2 oksoglutarat didekarboksilasi oleh TPP
untuk memberikan anion TPP dari semialdehid suksinat
dengan menyerang asam isokhorismat melalui reaksi
Michael. Kehilangan kofaktor tiamin, eliminasi asam
piruvat dan dehidrasi maka akan diperoleh suatu produk
antara yakni OSB (Asam O-suksinatbenzoat). Dehidrasi
melalui eliminasi syn yang melibatkan perpindahan proton
melalui stabilisasi karboksilat dari anion. Kemudian OSB
diaktivasi oleh formasi dari Koenzim A ester dan konden-
sasi Dieckmann dan membentuk formasi cincin. Asam
dihidroksinaphtoat ester koenzim A yang terbentuk di-
hidrolisis dan dibantu dengan SAM serta terjadi O metilasi
sehingga terbentuk kerangka naftofuran baru 9-hidroksi-5-
metoksi-3-metilnafto(2,3c)furan-1(3H)-on (Dewick, 2009).

asam
Asam Khorismik isokhorismik  HO~_g COH

TPP TPP
“co2

HOZCWCOZH
5 Asam 2-oksoglutarat
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1,4 eliminasi

E3 asam piruvat
OH
oH E4
COM_cou
dehidrasi sin ke CO,H
bentuk cincin aromatik
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ATP

OH

\ OH
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Enolisasi

SAM

OH OH
OH OH
COSCoA
CO,H
E7 —_—
— > o
Hidrolisis O-metilasi
tioester
OH
OH
o
COOH COOH
_* CHiCHO H
?HOH

OCH;, OCHj3 \ CHj;
OH QCH; CH,
COOH
—~— O
9-Hidroksi-
5-metoksi-3-
THOH o) metilnafto(2,3c)
OCH, CH, OH furan-1(3H)-on

E1: isokhorismat synthase (menF)

E2: 2-suksinil-5-enolpiruvill-6-hidroksi-3-sikloheksana-1-karboksilat
synthase (men D)

E3: 2-suksinil-6-hidroksi-2,4-sikloheksadien-1-karboksilat synthase
(menH)

E4: o-suksinatbenzoat synthase (men C)
o-benzoat suksinat-CoA synthetase (men E)

E6: 1,4-dihidroksi-2-naftoil-CoA synthase (menB)

E7: tioesterase

Gambar 4.35 Usulan biogenesis senyawa 1
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARANZ

51 Kesimpulan

1. Delapan senyawa fenolik (1-8) telah diisolasi dari
tumbuhan L. microphyllum, satu diantaranya merupakan
senyawa naftofuran baru. 9-hidroksi-5-metoksi-3-metil-
nafto(2,3c)furan-1(3H)-on (1), Tujuh senyawa lainnya,
merupakan senyawa yang telah dikenal, yaitu enam
senyawa kelompok flavanoid kaempferol (2) quercetin
(3) quersetin 3-O-p-D-glukopiranosida (4) akasentin (5)
kaempferol-3-O-p-D-glukopiranosida (7) isorhamnetin
3-O-p-D-glukopiranosida (8), dan satu senyawa nafto-
kuinon yang telah dikenal yaitu 6-Hidroksi-2-isopropil-
7-metil-1,4-naftokuinon (6).

2. Senyawa (4) memiliki aktivitas antijamur tertinggi
dengan nilai KHM terhadap C. albicans dan A. niger
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yakni 15,00 ppm dan 15,64 ppm. sedangkan nilai KHM
senyawa 1-3 dan 5-8 adalah >50 ppm terhadap jamur
C. albicans dan A. niger (lemah).

3. Adanya gugus gula dan hidroksi yang terikat dapat
meningkatkan aktivitas antijamur, sedangkan adanya
gugus metoksi justru menurunkan aktivitas dari
senyawa.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut untuk menge-
tahui mekanisme kerja dari senyawa 4 sebagai anti-
jamur.

2. Berdasarkan keanekaragaman senyawa metabolit se-
kunder dari genus Lygodium, diindikasikan adanya
metabolit lainnya dengan aktivitas biologis dari spesies
lain dalam genus Lygodium, sehingga perlu telaah lebih
lagi tentang metabolit sekunder yang belum terungkap
dari spesies lainnya.

3. Perlu dilakukan pengujian aktivitas lainnya untuk me-
ngetahui lebih mendalam aktivitas farmakologi dari L.
microphyllum (Lygodiaceae)

4. Perlu dilakukan analisis lebih mendalam secara in silico
untuk kajian aktivitas antijamur menggunakan kajian
pemodelan molekul.
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KEMENTRIAN PENDIDIKAN NASIONAL
UNIVERSITAS MULAWARMAN
FAKULTAS KEHUTANAN
LABORATORIUM DENDROLOGI DAN EKOLOGI HUTAN

Alamat : Kampus Unmul Gunung Kelua, JI. Ki Hajar Dewantara Samarinda 75123
Telp. (0541) 7013960, Email: lab_dendro_unmul@yahoo.co.id

SURAT KETERANGAN
Nomor :09/H17.4.1.08/LL/2011
Lampiran -
Perihal : Identifikasi Jenis

Sehubungan dengan surat No. 089/H17.12/AK/1/2011 tanggal 25 Februari 2011 dari Ketua UP.
Fakultas Farmasi Universitas Mulawarman tentang Permohonan Identifikasi Jenis Tumbuhan atas
nama: Harnita Sari (0711015230) untuk keperluan penelitian TA (Tugas Akhir), bersama ini kami

sampaikan susunan taksonomi specimen yang bersangkutan sebagai berikut:

Kingdom i Plantae

Division 3 Pteridophyta

Class : Pteridopsida

Sub Kelas : Schizaeatae

Ordo 3 Schizaeales

Family 4 Schizacaceae

Genus 3 Lygodium

Species : Lygodium microphylium (Cav.) R. Br.

Demikian surat keterangan ini dibuat, untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Samarinda, 16 Maret 2011
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