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ABSTRACT

Macaranga beccariana Merr. is an endemic plant of Kalimantan which is no report yet about its biological
activity and isolated compounds. Therefore, in order to know the potency of M. beccariana, determination of
antioxidant and antimalarial activities along with isolation of bioactive compounds from this plant must be carried out.
In this research, the leaves of M. beccariana was extracted using methanol to obtain methanol extract. Furthermore, the
extract was separated and purified to obtain compound 1 and compound 2. Based on structure elucidation using
spectrometer analysis including UV, 'H and “C NMR, compounds 1 and 2 which belong to phenolics were identified as
4-hidroxybenzoic acid and 3.4-dihidroxybenzoic acid, respectively. Moreover, antioxidant activity using DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) and antimalarial activity towards Plasmodium falciparum strain 3D7 using Giemsa staining
were performed. Rutine and chloroquine difosfat were used as positive controls for antioxidant and antimalarial,
respectively. The results showed that the methanol extract of M. beccariana and its isolated compounds (1 and 2) are
active for those activities. It can be concluded that the leaves of M. beccariana has good potency as antioxidant and
antimalarial agents.
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PENDAHULUAN
Malaria merupakan salah satu penyakit

malaria. Salah satu tanaman yang menarik untuk
diteliti lebih lanjut adalah dari genus Macaranga.

tropis yang disebabkan oleh parasit protozoa
vaitu Plasmodium melalui  vektor nyamuk
anopheles [1]. Artemisin merupakan satu contoh
obat malaria yang sering digunakan oleh
masyarakat dan memiliki mekanisme kerja yang
dapat mengaktivasi heme melalui sifat oksidan
radikal melalui reaksi radikal alkilasi yang dapat
merusak protein dan DNA sporozoit [2].
Berdasarkan mekanisme kerja antimalaria ini
maka dapat dikatakan bahwa aktivitas antimalaria
juga memiliki  korelasi dengan aktivitas
antioksidan.

Akhir-akhir ini, Plasmodium mengalami
mutasi dan resisten terhadap klorokuin sehingga
perlu mendapat perhatian peneliti  dalam
menemukan obat malaria baru yang efektif dan
selektif. Pemanfaatan tanaman obat yang secara
turun-menurun  ternyata mampu  menarik
perhatian para peneliti untuk mengembangkan
pencarian sumber alam yang dapat berfungsi
untuk mengobati penyakit khususnya untuk obat
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Di Indonesia, tumbuhan ini dikenal sebagai
‘mahang’. Tanaman ini diketahui mengandung
senyawa fenolik golongan flavonoid dan
stilbenoid. Berdasarkan studi literatur, diketahui
bahwa telah dilaporkan senyawa aktif antimalaria
baru yang berasal dari M. triloba, yaitu 6-prenil-
3’ -metoksieriodiktiol, nimpaeol B, nimpaeol C,
dan 6-farnesil eriodiktiol menunjukkan aktivitas
antimalaria yang tinggi [3]. Senyawa dari tiga
spesies Macaranga (M. pearsonii, M. hosei dan
M. Tanarius) yaitu makapersoniin, 4’-0O-metil-8-
isoprenilnaringenin, lonkokarpol A, 4’-O-metil-
8-isoprenileriodiktiol, 6-isoprenileriodiktiol,
solofenol D dan nimpaeol A juga dilaporkan
memiliki potensi sebagai obat antimalaria [4].
Selain  itu, aktivitas antioksidan senyawa-
senyawa turunan flavonoid tanaman Macaranga
juga telah dilaporkan, vakni nimpaeol B,
nimpaeol C, nimpaeol A, tanariflavanon C,
tanariflavanon D dan makarangin
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memperlihatkan sifat antioksidan lebih kuat
dibandingkan dengan senyawa rutin [5-7].

Dua puluh tujuh spesies Macaranga dapat
ditemukan keberadannya di Kalimantan Timur
dan 12 spesies diantaranya merupakan tanaman
endemik Kalimantan, Salah satunya adalah
Macaranga beccariana Merr. [8]. Hingga saat ini,
belum ada laporan mengenai aktivitas biologi
serta senyawa bioaktif dari M. beccariana
schingga perlu dilakukan penelitian untuk
mengevaluasi  aktivitas  antioksidan  dan
antimalaria ekstrak dari daun M. beccariana dan
lebih lanjut  dapat digunakan untuk
pengembangan obat antimalaria baru.

METODOLOGI PENELITIAN
Alat

Alat yang digunakan untuk menganalisis
spektrum 'H NMR dan '*C NMR senyawa
diperoleh dengan menggunakan spektrometer
JEOL ECS 400 yang dioperasikan pada 500 ('H)
dan 125 (*C) MHz dalam aseton-d6. Kolom
kromatografi vakum (KVC), kromatografi tekan,
dan kromatografi radial dilakukan dengan
menggunakan Si gel 60 GFass dan Si gel 60 PFasa.
Untuk analisis TLC, digunakan pre-coated silica
gel plates (Merck Kieselgel 60 GF 154, 0.25 mm).
Selain itu digunakan pula rotary vacuum
evaporator, lampu UV, spektrometer UV-VIS,
sentrifuge, dan mikroskop.
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan antara lain
metanol, n-heksana, ectil asetat, kloroform,
Ce(SOs4). DPPH (2,2-diphenyi-1-picrylhydrazyl),
larutan buffer asetat, Rutin, Plasmodium
falciparum strain 3D7, DMSO, medium RPMI
1640, Giemsa, dan klorokuin difosfat.

Sampel Tanaman

Sampel tanaman yang digunakan dalam
penelitian ini adalah daun Macaranga beccariana
Merr. yang diperoleh dari hutan Labanan
Kabupaten Berau, Kalimantan Timur. Identifikasi
sampel tanaman dilakukan di  Herbarium
Wanariset Kalimantan Timur.

Ekstraksi dan Pemurnian

Serbuk daun M. beccariana sebanyak 2 kg
diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan
metanol. Ekstrak yang diperoleh diuapkan
dengan rotary vacuum evaporator hingga
diperoleh ekstrak kasar methanol (150 gram).

Selanjutnya, ekstrak metanol tersebut
dipartisi dengan menggunakan pelarut n-heksana
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dan etil asetat menghasilkan ekstrak etil asetat
(70 gram). Pemisahan ekstrak etil asetat dengan
kromatografi cair vakum (KCV) menggunakan
eluen n-heksana : etil asetat dengan peningkatan
kepolaran secara gradien (9:1, 4:1, 7:3, 1:1, dan
3:7) menghasilkan tiga fraksi yaitu fraksi A-C.
Fraksi A (23,5 gram) lebih lanjut lagi dipisahkan
dengan menggunakan kolom kromatografi
vakum dengan eluen n-heksana : etil asetat
dengan peningkatan kepolaran (9:1, 4:1, 7:3, 1:1,
dan 3:7) menghasilkan dua subfraksi utama yaitu
subfraksi Al dan A2. Pemisahan subfraksi Al
dengan kolom kromatografi tekan dengan eluen
n-heksana : etil asetat (9:1, 4:1, 7:3),
menghasilkan tiga subsubfraksi vaitu
subsubfraksi All, Al2 dan Al3. Pemurnian
subsubfraksi Al3 menggunakan kromatografi
radial dengan eluen n-heksana : kloroform (1:1 —
3:7), menghasilkan senyawa 1 (12 mg) dan 2 (21
mg). Struktur molekul kedua senyawa tersebut
ditentukan  dengan menggunakan analisis
spektroskopi UV, '"H NMR dan '*C NMR. Untuk
penampak noda pada masing-masing hasil
kromatografi menggunakan lampu UV dan
pereaksi Ce(SO4).

Uji Aktivitas Antioksidan

Penentuan aktivitas antioksidan terhadap
ekstrak kasar metanol daun M. beccariana dan
senyawa hasil isolasi dilakukan dengan
menggunakan pereaksi DPPH (2,2-diphenyi-I1-
picrvlhydrazyl) dengan metode spektrometer UV
pada & 517 nm [9]. Uji aktivitas antioksidan ini
dilakukan dengan cara melarutkan ekstrak
dengan metanol dalam berbagai konsentrasi
sebanyak 200 plL, kemudian, ditambahkan 200
pL larutan buffer asetat 0,1 M (pH 35,5) dan
ditambahkan 100 pL larutan radikal DPPH 5x1(r
4 M. Setelah diinkubasi selama 30 menit pada
suhu kamar (37 °C) diukur nilai absorbansinya.
Selanjutnya nilai ICso dapat dihitung melalui
ekstrapolasi garis 50 % serapan larutan radikal
DPPH dari senyawa uji. Dalam uji ini digunakan
pula kontrol positif yakni Rutin.

Uji Aktivitas Antimalaria

Penentuan aktivitas antimalaria secara in
vitro terhadap ekstrak kasar metanol daun M.
beccariana dan senyawa hasil isolasi dilakukan
dengan mengamati inhibisi  pertumbuhan
Plasmodium falciparum menggunakan
pewarnaan Giemsa [10]. Penentuan aktivitas
antimalaria dilakukan terhadap P. falciparum
strain 3D7 yang sensitif terhadap klorokuin
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adalah sebagai berikut, bahan uji dilarutkan
dalam DMSO sebanyak 20 pL larutan dan
diencerkan dengan 180 pL medium RPMI 1640
hingga diperoleh berbagai macam konsentrasi.
Sebanyak 50 pL larutan uji yang telah diencerkan
dimasukkan ke lempeng sumur mikro, kemudian
ditambahkan 950 pL  suspensi parasit dan
diinkubasi selama 48 jam kemudian disentrifuge.
Suspensi pekat bagian bawah, selanjutnya dibuat
sediaan lapisan darah tipis (monolayer) yang
diwarnai dengan Giemsa 20%. Bahan uji yaitu
ekstrak metanol daun M. beccariana serta
senyawa hasil isolasi dengan  berbagai
konsentrasi (ng/mL) dilakukan sebanyak tiga kali
pengukuran. Kontrol positif yang digunakan
adalah klorokuin difosfat, kontrol negatif
menggunakan pelarut tanpa ekstrak. Persentase
parasitemia dan persentase hambatan
pertumbuhan P. falciparum ditentukan dengan
menghitung jumlah eritrosit yang terinfeksi setiap
1000 eritrosit di bawah mikroskop. Persentase
parasitemia dan penghambatan dihitung dengan
persamaan (1) dan (2). Selanjutnya untuk nilai
ICsp ditentukan berdasarkan analisis probit
dengan program SPSS.

% Parasitemia = —mm:;;ﬁ Z’:?{:::f sl 100% (1)
% Penghambatan = 100% — (ﬁx 100%) (2)

Keterangan:
Xp = pertumbuhan perlakuan
Xk = pertumbuhan kontrol negatif

HASIL DAN PEMBAHASAN
Struktur Senyawa Hasil Isolasi

Senyawa 1 yang diperoleh berwujud
minyak yang berwarna kuning. Spektrum UV
senyawa 1 dalam metanol memberikan serapan
maksimum pada Amas nm (log €) : 258,50 (0,597),
dalam (MeOH+NaOH) Amaks nm (log €) : 296,50
(1,064). Serapan pada spektrum ultraviolet ini
mengindikasikan bahwa senyawa 1 merupakan
senyawa vyang memiliki inti benzoil yang
tersubtitusi hidroksi [11].  Spektrum 'H NMR
(400 MHz) seny@wa 1 dalam DMSO-d6 adalah
6u(ppm) : 7,77 (2H, d, 1 = 8,8 Hz, H-2 dan H-6),
6,80 (2H, d, ] = 8.8 Hz, H-3 dan H-5). Spektrum
3C NMR adalah ¢ (ppm) : 122,3 (C-1), 132,0
(C-2 dan C-6), 115,6 (C-3 dan C-5), 162,1 (C-4),
167.9 (C-17).

Analisis spektrum 'H NMR senyawa 1,
adanya sepasang signal doublet dengan couplin
ortho pada daerah aromatik pada éu 7,77 ppm (J
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= 8,8 Hz, H-2 dan H-6) dan 6,80 ppm (J = 8,8 Hz,
H-3 dan H-5) mengindikasikan senyawa isolat
memiliki subtitusi p-hidroksifenil [12].

Analisis spektrum “C NMR senyawa 1
memperlihatkan lima sinyal karbon yang
mewakili tujuh atom karbon yang terdiri dari
empat atom karbon metin dan tiga atom karbon
kuartener. Adanya satu sinyal karbon gugus
karbonil pada & ¢ 167,9 ppm dua sinyal oksiaril
yakni pada 8¢ 162,0 dan 1679 ppm. Berdasarkan
data analisis spektrum 'H NMR dan '*C NMR,
mengindikasikan senyawa 1 adalah asam 4-
hidroksibenzoat.

HO

3

Gambar 1. Struktur senyawa 1

Senyawa 2 berwujud minyak berwarna
kuning. Spektrum UV senyawa 2 dalam metanol
memberikan serapan maksimum pada Ay hm
(log ) : 268,50 (0,793), dalam (MeOH+NaOH)
Amks nm (log €) : 293,50 (0,964). Serapan pada
spektrum ultraviolet ini mengindikasikan bahwa
senyawa isolat merupakan senyawa yang
memiliki inti benzoil yang tersubtitusi hidroksi
[11]. Spektrum 'H NMR (400 MH@) senyawa 2
dalam DMSO-d6, éu(ppm) : 7,29 (1H. d, J = 2,0
Hz, H-2), 7.24 (1H, dd, ] = 8.0; 2,0 Hz, H-5),
6,74 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6). Pengaruh
penggunaan pelarut DMSO-d6, proton dari
hidroksi tidak terdeteksi. Spektrum “C NMR
(100 MHz) dalam DMSO-d6, ¢ (ppm) : 122.4
(C-1), 117,1 (C-2), 1454 (C-3), 150,5 (C-4),
115,6 (C-5), 122,2 (C-6), 167,9 (C-1").

Analisis spektrum 'H NMR senyawa 2
memperlihatkan adanya tiga sinyal di daerah
proton aromatik dengan sistem ABX yakni pada
pergeseran kiflia 64 7,04 ppm (d, J = 2,6 Hz),
6,87 ppm (d, J = 8,4 Hz) dan 7,24 ppm (dd, J =
8,0; 2,0) memberi indikasi bahwa senyawa hasil
isolasi mempunyai substituen yang terikat pada 1,
3 dan 4 pada inti aromatik [13]. Analisis
spektrum “C NMR senyawa 2 hasil isolasi
memperlihatkan 7 sinyal karbon yang terdiri dari
tiga atom karbon metin dan empat atom karbon
kuartener. Satu sinyal karbon gugus karbonil
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pada 8¢ 167,9 ppm dan dua sinyal karbon oksiaril
pada 150,5 dan 1454 ppm mengindikasikan
senyawa hasil isolasi adalah asam 3.4-
dihidroksibenzoat.

OH
Gambar 2. Struktur senyawa 2

Aktivitas Antioksidan

Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak
metanol dan dua senyawa isolasi ditunjukkan
pada Tabel 1.

Tabel 1. Uji aktivitas antioksidan ekstrak
metanol dan dua senyawa isolasi dari
daun dari M. beccariana

Sampel Nilai ICso(ng/mL)
Ekstrak metanol 126,96
Senyawa 1 50,84
Senyawa 2 64,00
Rutin 67,25

Dari nilai ICsp pada Tabel 1, diketahui
bahwa senyawa 1 memiliki aktivitas antioksidan
vang lebih tinggi dibandingkan sampel yang lain
karena nilai ICsy paling kecil yaitu 50,84 pg/mL.
Menurut Lisdawati dan Kardono (2006) sifat
antioksidan suatu ekstrak yang mampu meredam
radikal suatu ekstrak dikategorikan aktif apabila
memiliki nilai ICsy < 100 pg/mL, berpotensi
sedang jika ICso 100-200 pg/mL dan tidak aktif
jika ICso > 200 pg/mL [14]. Berdasarkan pada
batasan ini, maka dapat dinyatakan bahwa
ckstrak metanol M. beccariana berpotensi sedang
sebagai antioksidan. Senyawa 1 (asam 4-hidroksi
benzoat) dan senyawa 2 (asam 3.4-
dihidroksibenzoat) dikategorikan aktif sebagai
antioksidan karena memiliki nilai ICso 50,84 dan
64,00 pg/mL. Aktivitas antioksidan senyawa
isolat lebih aktif daripada kontrol positif yakni
senyawa rutin dengan I1Cso  67.25 pg/mL.
Tingkat aktivitas antioksidan  berdasarkan
mekanisme peredaman radikal bebas suatu
senyawa, nilai ICso < 10 pg/mL termasuk
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kategori sangat aktif, [Csp= 10-100 pg/mL aktif
dan ICsp > 100 pg/mL termasuk dalam kategori
tidak aktif [15].

Aktivitas Antimalarial

Analisis antimalarial ekstrak metanol dan
dua senyawa isolasi dari daun M. beccariana
ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Uji aktivitas antimalarial ekstrak
metanol dan dua senyawa isolasi dari
daun M. beccariana

Sampel Nilai ICso(pg/mL)
Ekstrak metanol 1.43
Senyawa 1 1,89
Senyawa 2 1,61
Klorokuin difosfat 0,006

Menurut Kohler, et al. (2002), ekstrak
yang memiliki nilai [Cso < 25 pg/mL, aktif
sebagai antimalarial. Berdasarkan nilai ICso pada
Tabel 2, ekstrak metanol M. beccariana (1,43
pg/mlL) termasuk  kategori aktif sebagai
antimalarial [16]. Ekstrak metanol M. beccariana
berpotensi dikembangkan sebagai obat herbal
antimalaria. Begitu pula dengan senyawa 1 (asam
4-hidroksibenzoat) dan senyawa 2 (asam 3.4-
dihidroksibenzoat) termasuk kategori  aktif
dengan ICsy 1,89 pg/mL dan 1,61 pg/mL.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang diperoleh maka
dapat disimpulkan bahwa ekstrak metanol dan
dua senyawa fenolik yang telah diisolasi dari
tumbuhan Macaranga beccariana yakni asam 4-
hidroksibenzoat 1) dan asam 3.4-
dihidroksibenzoat (2) berpotensi aktif sebagai
agen antioksidan dan antimalaria.
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