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Abstrak

Tiga oligomer resveratrol telah berhasil diisolasi dari kulit batang H.
gregaria, meliputi satu trimer resveratrol, yaitu o-viniferin (1), dan dua
tetramer resveratrol, yaitu vatikanol B (2) dan hopeafenol (3). Struktur
senyawa tersebut ditetapkan dengan menggunakan tehnik spektroskopi
seperti UV, IR, *H dan **C NMR serta membandingkan dengan data sejenis
dari literatur. Ketiga senyawa tersebut diuji sifat toksiknya terhadap benur
udang Artemia salina dan sifat sitotoksiknya terhadap sel murine leukemia P-
388. Senyawa 1 paling bersifat toksik terhadap A. salina (LCso = 49,0 + 5,8
pg/mL), dan senyawa 3 memiliki kategori sangat aktif terhadap sel murin
leukemia P-388 (LCsg = 5,7 £ 0,3 uM).

Kata Kunci : Oligomer resveratrol, H. gregaria, toksik, dan sitotoksik

Abstract

Three resveratrol oligomers have been isolated from the stem bark of
H. gregaria including a resveratrol trimer i.e. o-viniferin (1), and two
resveratrol tetramers i.e. vaticanol B (2) and hopeaphenol (3). These
structures were determined by spectroscopic evidence including UV, IR, *H ,
13C NMR and compared with that of the reported data in the literatures.
Activities of the compounds were determined toward brine shrimp Artemia
salina (toxicity) and murine leukemia P-388 cells (cytotoxicity). The
compound 1 is the most active against A. salina (LC5q = 49,0 + 5,8 pg/mL),
and the compound 3 has very active level toward murine leukemia P-388
cells (LCso = 5,7 £ 0,3 uM).
Key words : Resveratrol oligomers, H. gregaria, toxicity, and cytotoxicity.

Pendahuluan metabolit sekunder, senyawa-senyawa fenolik
Metabolit sekunder dapat berfungsi  terbentuk sebagai respon terhadap ROS (reactive
sebagai fitoaleksin, yaitu sebagai alat pertahanan  oxygen species) yang diinduksi oleh polusi udara,
diri terhadap herbivora, mikroba, virus, dan  peningkatan radiasi sinar UV (penurunan
tumbuhan kompetitor (Verpoorte, 2000).  lapisan ozon), dan radioaktif. Hal ini antara lain
Dengan kata lain, metabolit sekunder memiliki ~ yang menyebabkan senyawa fenolik memiliki
sifat adaptif sehingga tumbuhan dapat bertahan  sifat antioksidan (Grassmann ez 4/, 2002).
hidup atau tidak musnah (Wink, 2003). Sebagai
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Oligomer resveratrol sebagai salah satu
senyawa fenolik memiliki aktivitas biologi yang
beragam dan menarik. Aktivitas oligomer
resveratrol yang pernah dilaporkan, antara lain
sebagai antimikroba, yaitu resveratrol, &-vini-
ferin, kopaliferol A, kopaliferol B, kanalikulatol,
dan vatikafinol (Sotheeswaran e a/,1985;
Nitta ez al, 2002; Pols et al, 2002). Kanali-
kulatol, distikol dan o-viniferin (1) bersifat
antifungal (Pryce and Langcake, 1977). Selain
itu, a-viniferin (1) juga bersifat antiinflamasi
(Kitanaka et al, 1990; Huang e al, 2001),
vatikanol B (2) bersifat antioksidan (Tanaka
et al., 2000a). Balanokarpol dan dibalanokarpol
bersifat sebagai anti-HIV (Dai ez al, 1998).
Aktivitas biologis lainnya adalah sitotoksisitas,
antara lain &-viniferin aktif terhadap sel
leukemia HI.60 dan vatikanol C aktif terhadap
sel leukemia HLGO dan sel kanker usus SW480
(Ito et al., 2003). e-Viniferin juga aktif terhadap
sel kanker murin leukemia P-388 (Sahidin
et al., 2005). Sel kanker murin leukemia P-388
merupakan sel yang digunakan oleh NCI
(National Cancer Institute) untuk skrining ekstrak
atau senyawa murni yang bersifat anti kanker.

Oligomer resveratrol adalah senyawa
turunan  3,5,4 -trihidroksistilben, merupakan
metabolit sckunder utama tumbuhan famili
Cyperaceae, Dipterocarpaceae, Gnetaceac,
Leguminosae, dan Vitaceae. Dipterocarpaceae
atau keluarga kayu meranti tersebar di hutan
tropis dengan populasi cukup besar, yaitu
terdiri dari 16 genus dan sekitar 600 spesies
(Sotheeswaran and Pasupathy, 1993, Cichewicz
et al., 2002, Hakim, 2002). Hopea gregaria sebagai
salah satu spesies dari genus Hopea (Dipterocat-
paceac) merupakan  tumbuhan  endemik
Sulawesi Tenggara dan sampai saat ini belum
ada yang melaporkan kandungan kimianya.
Dalam paper ini selain melaporkan isolasi dan
penentuan struktur tiga oligomer resveratrol
dari H. gregaria, juga aktivitas senyawa-senyawa
tersebut terhadap benur udang A. salina dan sel
murin leukemia P-388 akan dibahas.

Metodologi
Bahan

Titik leleh ditentukan dengan ‘micro melting
point apparatus’. Putaran optik: polarimeter Perkin-
Elmer 341 dalam MeOH. Spektrum UV: Caty
Varian 100 Conc. Dan spektrum IR: Perkin-Elmer
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Spectrum One FT-IR spectrophotometers. Spek-
trum 'H dan 1*C NMR: spektrofotometer JEOL
ECP400, yang beroperasi pada 500 MHz ('H) dan
100,53 MHz (13C). Kromatografi cair vakum (KCV)
menggunakan Si-gel 60 GFass (Merck), kromatografi
kolom tekan (KKT): Si-gel 60 (230-400 mesh)
(Merck), kromatografi radial (KR): Si-gel 60 PFas4
(Merck), dan analisis Kromatografi Lapis Tipis
(KLT): plat KLT Kieselgel 60 Fzss 0,25 mm
(Merck). Pelarut yang digunakan berkualitas teknis
yang didestilasi.

Kulit batang H. gregaria Sloot., diperoleh dati
Hutan Pohara, Kendari Sulawesi Tenggara.
Tumbuhan tersebut diidentifikasi di Herbarium
Bogoriense, Bogor.

Jalannya penelitian

Serbuk kulit batang (1,0 kg) diekstraksi
dengan aseton 3 x 5 L. Ekstrak aseton dipekatkan
pada tekanan rendah dan diperoleh gum berwarna
coklat gelap (100 g). Ekstrak aseton dilarutkan
kembali ~ dalam  MeOH-dietileter ~ (1:2  v/v)
menghasilkan fraksi terlarut MeOH-dietileter berupa
padatan gum berwarna coklat gelap (60 g). Seluruh
ekstrak tersebut difraksinasi dengan kcv meng-
gunakan kolom @ 10 c¢m, adsorben:Si-gel (150g) dan
dengan eluen campuran etilasetat-#-heksan (30%—
100%, MeOH 100%), menghasilkan 5 fraksi utama
F1-F6 berturut-turut 3,0, 2,5, 3,0, 17,0, dan 19,0.
Pemisahan fraksi F2 (400 mg) dengan KR secara
berulang dengan eluen 10% MeOH-CHCl;
menghasilkan a-viniferin (1) (180 mg). Dengan cara
yang sama dari F3 diperoleh vatikanol B (2) (40 mg),
sedangkan fraksinasi F4 (1,0 g) diperoleh hopeafenol

3)(50 mg).

Uji aktivitas biologis

Uji aktivitas senyawa hasil isolasi meliputi
sifat toksik terthadap benur udang A. salina (BST)
menggunakan metode Meyer, data hasil eksperimen
diolah menggunakan ‘Bliss metode” dan tingkat
aktivitasnya dinyatakan dalam LCso (Meyer e al,
1982), sedangkan sifat sitotoksik terhadap sel murin
leukemia P-388 ditentukan dengan metode Alley dan
tingkat aktivitasnya dinyatakan dalam nilai 1Cso
(Alley ez al., 1988).

Hasil Dan Pembahasan

Senyawa 1 diperoleh sebagai padatan
kuning gelap dengan titik leleh 221 °C (terurai)
dan putaran optik spesifik [o|p?’ +60° (c 0,1
MeOH). Spektrum 'H dan 13C NMR (Tabel I),
menunjukkan senyawa ini memiliki rumus
molekul CyH3009, dan DBE 28, atau merupa-
kan trimer resveratrol. Karakter trimer
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resveratrol dapat terlihat dari spektrum 'H
NMR yang memperlihatkan tiga pasang sinyal
proton aromatik berkopling o0 dengan
integrasi masing-masing 2H pada 6u 7,06, 6,75,
7,26, 6,80, 7,08, dan 6,82 ppm, mengindikasikan
adanya tiga unit 4-hidroksifenil, mewakili 12
DBE. Tiga pasang sinyal proton berkopling
meta dengan integrasi masing-masing 1H pada
du 6,01, 6,25, 6,76, 6,27, 6,63 dan 6,25 ppm
yang mewakili tiga unit sistem 1,2,3,5-
tetrasubstitusibenzen, mewakili 12 DBE. Selain
itu, adanya tiga pasang sinyal proton alifatik
yang mewakili enam metin pada du 6,10, 3,99,
5,96, 4,73, 4,93 dan 4,65 ppm, menunjukkan
bahwa ikatan vinilik (C-sp?) pada resveratrol
telah mengalami adisi menjadi C-sp? atau
membentuk tiga unit cincin furan, mewakili 3
DBE. Tidak adanya metil atau metilen pada
ujung rantai  kerangka, mengindikasikan
senyawa ini membentuk siklik, yaitu siklik 9
yang mewakili satu DBE. Senyawa 1 memiliki
kesamaan parameter yang sangat tinggi dengan
a-viniferin (Kitanaka ez a/, 1990).

Senyawa 2 diperoleh sebagai padatan
coklat dengan titik leleh 209 °C (terurai) dan
putaran optik spesifik [a]p? -35° (c 0,1%
MeOH). Spektrum 3C NMR (Tabel II) mem-
perlihatkan 47 sinyal mewakili 56 C, yang terdiri
dari 12 C-oksiaril, 36 C aromatik dan empat
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pasang  C-alifatik. Dua pasang C-alifatik pada
Sc 90,5, 48,9 ppm (A), dan 94,7, 57,7 ppm (B),
menun-jukkan ~ keberadaan = dua  cincin
dihidrofuran, sedangkan dua pasang C-alifatik
lainnya pada 8¢ (ppm) 37,2, 53,3 (B), dan 57,6,
49,3 (C) membentuk sistem 1,1,2,3 4,4-heksa-
substitusi-butana. Sementara itu spektrum 'H
NMR menunjukkan 22 sinyal yang mewakili 32
proton. Berdasarkan spektrum 'H dan 13C
NMR (Tabel I), dimana C-oksiaril selain pada
cincin benzofuran berarti mengikat gugus
hidroksil seperti oligomer resveratrol lainnya,
maka senyawa ini memiliki rumus molekul
Cs¢H42012 dan DBE 306, atau merupakan suatu
tetramer tresveratrol. Hal ini terlihat dari
spektrum 'H NMR yang menunjukkan empat
pasang proton aromatik kopling orfo untuk
empat unit 1,4-disubstitusibenzen, mewakili 16
DBE pada 8y 7,22, 6,76 ppm (cincin Al), 7,14,
6,67 ppm (B1), 6,38, 6,48 ppm (C1), 7,17, 6,75
ppm (D1). Dua pasang sinyal berkopling weta
pada 8u 0,26, 6,10 ppm (A2), 6,17, 6,45 (C2),
mengindikasikan adanya dua unit sistem
1,2,3,5-tetrasubstitusibenzen, yang mewakili 8
DBE. Sinyal singlet di daerah aromatik dengan
du 6.03 ppm (B2), menunjukkan lima karbon
pada cincin B2 sudah tersubstitusi membentuk
sistem 1,2,3,5,6-pentasubstitusibenzen, mewa-
kili 4 DBE. Selain itu satu pasang sinyal
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Tabel I. Data spektrum 'H dan '*C NMR senyawa 1, 2 dan 3

1 2 3
N
° | SHCH,m,]) |5C(ppm) SH 5C SH 5C
1a : 1314 |- 130,9 : 131,0
2/6a | 7,06 2H, 4, 8,5) 1276 | 7,22 (2H, 4, 8.8) 1303 | 7,13 (2H, 4, 8,8) 130,3
3/5a | 6,75 (2H, d, 8,5) 1151 | 6,77 (2H, d,8.,8) 116,08 | 6,78 (2H, 4, 8,8) 116,0
4a - 157,3 - 158,7 - 1584
7a_ | 6,10 (1H, bry) 858 | 5,76 (1H, 4, 11,7) 90,5 | 5,76 (1H,4,12,1) | 882
8a | 3,99 (1H, bry) 457 | 443 (1H, 4, 11,7) 480 | 422(1H,4,121) | 498
9a - 1182 | - 1419 - 142,4
10a - 1405 | - 124.6 - 1212
11a - 158,8 - 155,8 - 158,8
12a | 6,01 (1H, 4, 2,0) 1080 | 6,27 (1H, 4,2,2) 101,7 | 6,53 (11, 4,2.,2) 101,1
13a - 161,0 - 156,8 - 157,2
14a | 6,25 (1H, 4,2,0) 97,4 6,10 (1H, brs) 105,8 | 6,28 (1H, d,2,2) 106,4
1b R 1316 |- 133,6 R 1352
2/6b | 7,26 (2H, d,8,5) 1277 | 7,16 (2H, 4, 8.9) 130,8 | 6,89 (2H, 4, 8,8) 1293
3/5b | 6,80 (2H, 4, 8,5) 1155 | 6,69 (2H, 4, 8.9) 1155 | 6,53 (2H, d, 8,8) 1152
4b - 1577 | - 156,0 - 155,6
7b | 5,96 (1H, 4,9,5) 894 | 5,20 (1H, 4,3.9) 372 | 581 (1H, o) M2
8b | 4,73 (11, 4,9,5) 23 |- 533 | 3,92 (1H, o) 482
9b - 1202 | - 1432 - 140,5
10b - 139,1 - 115,8 - 118,6
11b - 158,9 - 158,9 - 159,3
12b | 6,76 (11, 4, 1,5) 1056 | 6,05 (1M, brs) 96,6 | 5,73 (11, 4, 1,8) 952
13b - 160,0 - 155,0 - 157,1
14b | 6,27 (1H, 4, 1,5) 96,0 | - 1223 | 5,16 (1H, 4, 1,8) 111,3
1c - 131,9 - 131,5
2/6¢ | 7,08 (2H, 4, 8,5) 128,1 6,40 (2H, 4, 8,8) 1293
3/5¢c | 6,82 (2H, d, 8,5) 115,5 6,50 (2H, d, 8,8) 1159
4c - 157.8 - 156,4
7c | 4,93 (11, d, 6,5) 950 | 4,07 (11, ») 57.6
8c 4,65 (1H, 4, 6,5) 55,0 4,54 (1H, 4, 10,6) 49,3
9¢ - 119,1 - 141,8
10c : 1381 | - 123 4
11c - 1603 | - 1618
12¢ | 6,63 (1H, 4, 2,0) 1052 | 6,19 (1H, 4, 1.,8) 958
13¢ R 1611 |- 1567
T4c | 6,25 (1H, 4, 2,0) 96,5 | 6,47 (1, 4, 1.8) 107,1
1d - 1347
2/6d 7,18 2H, 4, 8.,8) 1283
3/5d 6,77 (2H, 4, 8,8) 116,1
4d - 158,1
7d 5,37 (1H, d, 4.8) 947
8d 4,67 (1H, d, 5,1) 577
9d - 148,1
10d 6,12 (1H, brd, 1,8) | 107,6
11d - 1593
12d 6,28 (1H, 4, 2.,2) 102,3
13d - 159,3
14d 612 (1H, brd, 1,8) | 107,6
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Tabel II. Nilai LCso dan ICso senyawa hasil isolasi

Senyawa LCs (ug/mL)(BST) ICso (pM)(P-388)
a-Viniferin (1) 49.0+538 25,8+0,7
Vatikanol B (2) 207,7+57,1 56,8+23
Hopeafenol (3) 153,9 £ 33,5 57103

Tabel I1I. Sifat sitotoksik a-viniferin, vatikanol B dan hopeafenol terhadap sel kanker manusia

Senyawa a (uM) b* | c* | d¥ | ex* f (nM) g* | h* | j*
. . . + ++
o-Viniferin (1) 185411 - B + ) 52+03 i i )
. . ++
Vatikanol B (2) > 100 o e 48403 .
B +
Hopeafenol (3) 286 + 3.4 - B B B 213+19 i i i

berkopling meta, masing-masing berintegrasi 1H
dan 2H pada 8y 6,26, 6,08 ppm (D2), mewakili
4 DBE, mengindikasikan bahwa cincin D2
berada diujung kerangka atau tidak berkon-
densasi. Empat DBE lainnya berasal dari dua
cincin benzofuran (2 DBE) dan sistem
1,1,2,3,4,4-heksasubstitusibutana  yang mem-
bentuk kerangka bisiklo[5,3,0]dekana (2 DBE).
Karakter spektrum 'H dan 13C NMR senyawa 2
sama dengan vatikanol B (Tanaka, 2000b).
Senyawa 3 diperoleh sebagai padatan
putih dengan titik leleh 212 °C (terurai) dan
putaran optik spesifik [a]p? -470° (c 0,1
MeOH). Senyawa ini merupakan tetramer
resveratrol dengan rumus molekul CsH42012
dan DBE 36, terdiri dati dua dimer resveratrol
yang simetri satu sama lain, schingga spektrum
NMR baik '"H maupun BC (Tabel I) hanya
menampilkan spektrum setengah struktur. Dua
pasang sinyal proton aromatik betkopling orfo
pada Ou 7,13, 6,78, 6,89 dan 06,53 ppm,
menunjukkan adanya dua pasang unit
4-hidroksifenil, mewakili 8 DBE. Selain itu
muncul pula dua pasang sinyal proton
berkopling meta pada 6u 6,53, 6,28, 5,73 dan
5,16 ppm yang mewakili adanya dua pasang
unit sistem 1,2,3 5-tetrasubstitusibenzen atau
8 DBE. Untuk sinyal-sinyal alifatik du 7,13
(Bc 88,2) ppm dan 4,22 (8¢, 49,8) ppm,
menunjukkan adanya cincin dihidrofuran, yang
mewakili dua unit dihidrobenzofuran atau 2
DBE. Sedangkan dua sinyal alifatik lainnya
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H-7b dan H-8b berada pada sistem siklohepten,
yang mewakili satu pasang sistem siklohepten
atau 2 DBE. Berdasarkan unit-unit dan DBE
yang dimilikinya, spektrum senyawa 3 pada
Tabel I sesuai untuk hopeafenol (Tukiran, 2004).

Sifat toksik terhadap benur udang
A. salina dan sitotoksik terhadap sel kanker
murin leukemia P-388 dari senyawa hasil isolasi
masing-masing ditetapkan berdasarkan pada
nilai LCso (ng/mL) dan ICso (uM) seperti dapat
dilihat pada Tabel II. Senyawa
dikategorikan bersifat toksik bila memiliki nilai
LCsy < 100 pg/mL Meyer e al, 1982),
sedangkan sifat sitotoksik memiliki tiga
tingkatan, yaitu sangat aktif bila nilai ICso < 10
uM, aktif dengan nilai ICso 10-20 pM, dan nilai
1Cso > 20 uM dinyatakan tidak aktif (Ito ez af,
2003). Berdasarkan patokan tersebut, maka
a-viniferin (1) termasuk senyawa bersifat toksik
tetapi tidak aktif terhadap sel kanker murin
leukemia P-388, sedangkan vatikanol B (2)
merupakan senyawa yang tidak bersifat toksik
dan juga tidak bersifat sitotoksik. Selanjutnya
hopeafenol (3) tidak toksik tetapi sangat aktif
terhadap sel kanker murin leukemia P-388.

Bila  dibandingkan  tethadap  hasil
pengujian sifat sitotoksik yang dilakukan Ito
etal. (2003) terhadap sembilan sel kanker
manusia yaitu tiga sel kanker usus {SW480(a),
DLD-1(b), COLO201(c)}, dua sel kanker
prostat {PC3(d), LNCaP(e)}, tiga sel kanker
leukemia {HLG60(f), K562(g), U937(h)}, dan

murni
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satu sel kanker neuroblastoma {SH-SY5Y()}
(Tabel I1I).

Berdasarkan Tabel II dan Tabel III,
tampak bahwa hopeafenol (3) yang bersifat
sangat aktif terhadap sel murin leukemia P-388,
memiliki  aktivitas dengan kategori aktif
tethadap sel leukemia HLG0. Selanjutnya
a-viniferin (1), dan vatikanol B (2) yang bersifat
tidak aktif terthadap sel murin leukemia P-388,
tetapi kedua senyawa tersebut memiliki kategori
sangat aktif tethadap sel leukemia HLGO.
Bahkan o-viniferin (1) aktif terhadap beberapa
sel kanker manusia lainnya. Dengan demikian,
hasil skrining oligomer resveratrol meng-
gunakan sel murin leukemia P-388, minimalnya
dapat memberikan gambaran aktivitas senyawa
tersebut terhadap sel kanker manusia terutama
sel leukemia HLGO.

Daftar Pustaka

Tiga oligomer resveratroi..............

Kesimpulan

Tiga oligomer resveratrol telah berhasil
diisolasi dari kulit batang Hopea gregaria, yaitu o-
viniferin (1), vatikanol B (2) dan hopeafenol (3).
a-Viniferin (1) bersifat toksik tetapi tidak aktif
terhadap sel kanker murin leukemia P-388,
sedangkan hopeafenol (3) bersifat tidak toksik
tetapi memiliki prospek untuk menjadi senyawa
anti kanker. Sel kanker manusia yang dapat
diinhibisi oleh ketiga senyawa tersebut adalah
sel kanker leukemia HLGO.
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