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Abstrak: Senyawa saponin steroid baru, B-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosida (1),
bersama dengan empat steroid yang diketahui (2-5) diisolasi dari kulit batang dari Aglaia glabrata. Struktur kimia
senyawa baru dijelaskan berdasarkan data-data spektroskopi. Semua senyawa diuji aktivitas sitotoksiknya
terhadap sel leukemia murine P-388. Diantara senyawa yang diisolasi tersebut, stigmasterol (4) menunjukkan

aktivitas sitotoksik terkuat dengan nilai 1Cso sebesar 12.2 pg/mL.

Kata kunci: Aglaia glabrata, p-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosida, Aktivitas

sitotoksik, Saponin, Meliaceae

Abstract: The new steroidal saponin, fsitosterol-3-O-4-D-galactopyranosyl-(1—4)-3-D-glucopyranoside (1),
along with four known steroids (2-5) were isolated from the stem bark of Aglaia glabrata. The chemical structures
of the new compound was elucidated on the basis of spectroscopic data. All of the compounds were tested for their
cytotoxic effects against P-388 murine leukemia cells. Among those isolated compounds, stigmasterol (4) showed

strongest cytotoxic activity with 1Cso value of 12.2 zg/mL.

Keywords: Aglaia glabrata, /sitosterol-3-O-/4D-galactopyranosyl-(1—4)-4-D-glucopyranoside, cytotoxic

activity, Saponin, Meliaceae

PENDAHULUAN

Genus Aglaia, terdiri dari lebih dari 100 spesies yang sebagian besar tersebar di hutan hujan tropis di
wilayah Indo-Malaysia (Ebada et al., 2011; Muellner et al., 2005). Investigasi fitokimia tanaman dalam genus ini
sebelumnya telah mengungkapkan adanya berbagai senyawa dengan aktivitas biologis yang menarik, termasuk
{rocaglamidaJ (Dreyer et al., 2001; Salim et al., 2007), bisamida (Saifah et al., 1999; Inada et al., 2000; Duong et al.,
2007; Julinton et al., 2015), triterpenoid tipe damaran (Roux et al., 1998; Zhang et al., 2010; Harneti et al., 2012),
triterpenoid tipe sikloartan (Khalit et al., 1999; Weber et al., 2000; Awang et al., 2012), triterpenoid tipe glabretal
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(Su et al., 2006), steroid (Yang et al., 2008; Harneti et al. ., 2014) dan flavonoid (Nugroho et al., 1999). Pada
penelitian sebelumnya, telah dijelaskan beberapa senyawa baru termasuk triterpenoid tipe dammaran (Harneti et al.,
2012), steroid (Harneti et al., 2014) dan bisamida (Julinton et al., 2015) dari tanaman Aglaia di Indonesia. Dalam
pencarian lebih lanjut senyawa sitotoksik baru dari tanaman Aglaia di Indonesia, ekstrak metanol dari kulit batang
Aglaia glabrata menunjukkan sitotoksik yang signifikan terhadap sel murine leukimia P-388 dengan nilai 1Csp 35
pg/mL. A. glabrata merupakan tumbuhan tingkat tinggi dan tersebar terutama di bagian selatan Pulau Sulawesi di
Indonesia (Inada et al., 1997 dan Mabberley et al., 1995; Heyne., 1982). Kulit batangnya telah digunakan sebagai
obat rakyat Indonesia untuk menurunkan demam dan mengobati luka memar (Mabberley et al., 1995; Hidayat et
al.,, 1994 dan Heyne., 1982). Meskipun metabolit sekunder dari spesies Aglaia lain telah diteliti sebelumnya,
komposisi kimia dari % glabarata belum dilaporkan]. Isolasi, penjelasan struktur, dan evaluasi sitotoksik dari

senyawa yang diisolasi ini dijelaskan di sini.

BAHAN DAN METODE

Sampel yang digunakan adalah kulit batang LAgIaia eximia dikumpulkan dari Kebun Raya Bogor, Bogor,
Provinsi Jawa Barat, Indonesia pada Agustus 2013. Tanaman tersebut diidentifikasi oleh Herbarium Bogoriense,

Bogor, Indonesia dengan specimen voucher (No. Bo-1295316).

Bahan

n-heksana, etil asetat, methanol, aseton, kloroform, air (aquades), silika gel Geo (70-230 mesh), ODS RP-
18 Fosq4, silika del GF2s4 untuk pemisahan senyawa larutan HoSO4 10% sebagai pereaksi penampak noda, seperangkat
alat uji sel P-388 (sel P-388, DMSO, dan PBS (Phophate Buffer Saline)

Alat

Titik leleh diukur pada peralatan titik leleh elektrotermal dan tidak dikoreksi. Rotasi optik direkam pada
polarimeter otomatis ATAGO AP-300. Spektra IR direkam pada spektrum Perkin-Elmer-100 FT-IR di KBr. Spektra
massa diperoleh dengan spektrometer massa Water Qtof HR-MS XEVotm. Spektra *H- dan *C-NMR diperoleh
dengan spektrometer JEOL JNM A-500 menggunakan TMS sebagai standar internal. Pemisahan kromatografi
dilakukan pada silika gel 60 (Merck). Pelat kaca PTLC dilapisi dengan silika gel GFzs4 (Merck, 0,25 mm). Pelat
KLT [lapisi dengan silika gel GF254 (Merck, 0,25 mm) dan deteksi dilakukan dengan menyemprotkan 10% H,SO,

dalam etanol, diikuti dengan pemanasan.

Ekstraksi dan Isolasi

Kulit batang kering (2,5 kg) A. glabrata diekstraksi berturut-turut dengan n-heksana, EtOAc, dan MeOH.
Penguapan menghasilkan ekstrak kasar n-heksana (39,7 g), EtOAc (27,5 g), dan MeOH (85 g). Ekstrak n-heksana,
etil asetat dan metanol menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel leukemia murine P-388 dengan nilai 1Cso
masing-masing 40,5, 35,4 dan 45,5 pg/mL. Sebagian dari ekstrak EtOAc (25 g) dipisahkan dengan kromatografi
cair vakum menggunakan elusi gradien }n—heksana—EtOAc—MeOH dengan meningkatkan polaritas untuk
menghasilkan 21 fraksi (A01-A21). Fraksi Al5 (4,3 g) dilakukan kromatografi kolom silika gel menggunakan
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campuran CHCls-aseton (10:0 — 1:1) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 12 fraksi (B01-B12). Fraksi BO4
(160 mg) dipisahkan lebih lanjut dengan kromatografi kolom kilat pada silika gel, dielusi dengan CHCIs:EtOAc
(1:1) untuk memberikan senyawa 1 (21,6 mg). Fraksi A06 (2,20 g) dilakukan kromatografi kolom silika gel
menggunakan campuran n-heksana-aseton (10:0-7:3) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 10 fraksi (CO1-
C10). Fraksi C04-C06 (245 mg) digabungkan dan dilakukan kromatografi kolom gel silika menggunakan campuran
n-heksana-EtOAc (10,0 - 1:1) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 7 fraksi (D01-D07). Fraksi D04 (84 mg)
merupakan KLT preparatif pada gel silika GF2s4, dielusi dengan n-heksana: EtOAc (3:2) dan n-heksana: aseton (7:3)
menghasilkan senyawa 2 (10,8 mg) dan senyawa 3 (12,5 mg). Fraksi A07-A08 (2,6 g) digabungkan dan
dikromatografi pada kolom gel silika menggunakan campuran n-heksana-aseton (10:0 — 3:2) sebagai pelarut elusi
untuk menghasilkan 15 fraksi (A6.1-A6.15 ). Fraksi LAB.S ](45 mg) dikristalisasi dengan metanol menghasilkan
senyawa 4 (18 mg). Fraksi A08-A10 (2,4 g) digabungkan dan difraksinasi dengan kromatografi kolom pada gel
silika 60 menggunakan campuran n-heksana-EtOAC (10,0 - 1:1) untuk menghasilkan 15 fraksi (E7.1-E7.15). Fraksi
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E7.8 (250 mg) dikromatografi pada kolom silika gel menggunakan campuran CHClz — MeOH (20:1 - 1:2)
menghasilkan senyawa 5 (20,5 mg).

Pengujian aktivitas sitotoksik

Sel P-388 ditumbuhkan ke dalam 96-well plate dengan kepadatan sel awal kira-kira 3 x 10* sel cm, Setelah
24 jam inkubasi untuk perlekatan dan pertumbuhan sel, berbagai konsentrasi sampel ditambahkan. Senyawa yang
ditambahkan pertama kali dilarutkan dalam DMSO pada konsentrasi yang dibutuhkan. Enam konsentrasi berikutnya
yang diinginkan disiapkan menggunakan PBS (larutan buffer fosfat, pH = 7,30 - 7,65). Sumur kontrol hanya
menerima DMSO. Pengujian dihentikan setelah masa inkubasi 48 jam dengan menambahkan reagen MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; juga disebut sebagai thiazol blue] dan inkubasi dilanjutkan
selama 4 jam lagi, di mana larutan MTT-stop yang mengandung SDS (sodium dodecyl sulfate) ditambahkan dan
dilakukan inkubasi 24 jam lagi. Kepadatan optik dibaca dengan menggunakan microplate reader pada 550 nm. Nilai
1Cso diambil dari grafik persentase sel hidup yang diplot dibandingkan dengan kontrol (%), yang hanya menerima
PBS dan DMSO, versus konsentrasi senyawa yang diuji (ug/mL). Nilai 1Cso adalah konsentrasi yang dibutuhkan
untuk 50% penghambatan pertumbuhan. Setiap pengujian dan analisis dijalankan dalam rangkap tiga dan dirata-

rata.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kulit batang kering A. glabrata diekstraksi berturut-turut dengan n-heksana, etil asetat, dan metanol pada
suhu kamar. Ekstrak etil asetat difraksinasi dengan kromatografi vakum-cair (KCV)) pada silika gel Geo
menggunakan elusi gradien. Fraksi KCV kemudian dipisahkan dengan kromatografi kolom fase normal untuk
menghasilkan senyawa 1-5.

Senyawa 1 diperoleh berupa serbuk amorf berwarna putih dan tidak larut baik dalam metanol maupun
aseton. Rumus molekulnya ditentukan sebagai C41H70011 menurut spektrum HR-TOFMS (ditemukan m/z 738.9171
[M]+ (dihitung untuk Ca1H70O11 m/z 738.9179) dengan tujuh derajat ketidakjenuhan. Spektrum IR menunjukkan
adanya gugus hidroksil (3394 cm™) dan ikatan rangkap terisolasi (1631 cm). Spektrum *H-NMR (Tabel 1),
menampilkan sinyal untuk dua karakteristik singlet dari gugus metil tersier (CHs-18 dan CHs-19) yang beresonansi

)
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pada 81 0,65 dan 0,95 ppm, tiga gugus metil sekunder (84 0,90, 0,80, dan 0,78, masing-masing untuk CH3-21, CHs-
26, CHs-27), dan satu metil primer (CHs-29) beresonansi pada &y 0,83 dan sejumlah tumpang tindih proton untuk
metin alifatik dan metilena. Selain itu, dua proton anomerik diamati di daerah bidang yang relatif turun pada 64 4,21
(1H,d, J=7,8 Hz, H-1') dan 4,87 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1"). Fungsionalitas tambahan terdiri dari metin teroksigenasi
dan metilena beresonansi pada & 3.0-4.9 dan proton olefinik pada 4 5.32 (1H, br s, H-6).

Analisis terperinci dari spektra *C dan DEPT 135 NMR mengungkapkan 41 resonansi karbon yang
konsisten dengan rumus molekul yang ditentukan, terdiri dari tujuh metin sp?, sebelas metin teroksigenasi termasuk
dua karbon anomerik (34 100.8, C-1’dan C-1°") yang ditugaskan untuk dua unit gula, dua metilen teroksigenasi,
metin olefin (8¢ 121,2, C-6), enam metil, dan tiga karbon kuartener, yang konsisten dengan analisis data *H NMR
(Tabel 1). Fungsionalitas ini menyumbang tiga dari tujuh derajat ketidakjenuhan yang membutuhkan senyawa
menjadi struktur tetrasiklik. Data tersebut menunjukkan bahwa senyawa 1 merupakan steroid stigmastan yang
memiliki dua gugus heksosa dalam bentuk hemi-asetal.

Kehadiran kerangka stigmastan terutama dikonfirmasi oleh korelasi H-'H COSY dan HMBC (Gambar 2).

Pada spektrum HMBC, korelasi diamati dari sinyal proton H-6 ke C-8 (3¢ 31.5) dan C-10 (8¢ 36.2), sedangkan
korelasi antara H-6 dan H-7 diamati pada spektrum *H-'H COSY, menunjukkan ikatan rangkap terletak di C-5/C-6.
Interpretasi ini konsisten dengan A® spirostana (Agrawal et al., 1985).
[Pada interpretasi lebih lanjut hpektrum HMBC senyawa 1, korelasi dari proton metilen H-1 (84 1.78, m dan 1.85,
m) dan H-4 (84 2.09, m dan 2.35, dd, J = 2.6, 13,6 Hz) ke karbon teroksigenasi pada 8¢ 76,9 diamati. Korelasi ini
mengungkapkan bahwa karbon teroksigenasi terletak di C-3. Proton metin yang terlindung secara khusus pada &y
3,46 (H-3) dipecah menjadi triplet dengan konstanta kopling kecil 4,5 Hz. Ini menunjukkan bahwa H-3 tidak
menunjukkan korelasi periplanar dengan proton tetangganya, sehingga H-3 berada dalam orientasi ekuatorial,
sedangkan atom oksigen yang terikat pada C-3 berada dalam orientasi aksial, menunjukkan konfigurasi 8

Dalam spektrum HMBC, korelasi diamati dari sinyal proton H-19 ke C-9 dan C-10, memungkinkan lokasi
gugus metil tersier ini melekat pada C-10. Gugus metil tersier lainnya ditetapkan berdasarkan korelasi dari H-18 ke
C-17, C-14, C-12, dan C-13, dan dari H-17 ke C-18, menunjukkan bahwa gugus metil dari C-18 adalah melekat
pada C-13. Meskipun C-18 dan C-19 diklasifikasikan sebagai gugus metil tersier, mereka beresonansi pada
pergeseran kimia yang berbeda. Karbon metil sudut C-18 (8¢ 11.7) menunjukkan sinyal pada daerah medan yang
relatif tinggi daripada C-19 (8¢ 19.2) karena terdapat interaksi y-gauche.

Rantai samping struktur tetrasiklik disimpulkan dari spektrum HMQC, *H-*H COSY, dan HMBC. Dalam
spektrum HMBC, korelasi muncul dari proton metil pada 84 0,90 (H-21) menjadi karbon metilen pada C-22 (8¢
33,5) dan karbon metin sp® pada C-20 (8¢ 35,5). Selanjutnya, korelasi proton vicinal H-20 dan H-21 diamati dalam
spektrum *H-'H COSY, mengungkapkan gugus metil sekunder C-21 melekat pada C-20. Pada spektrum HMBC,
proton metil tersier dari H-26 (34 0.80) dan H-27 (8 0.78) berkorelasi dengan sinyal karbon pada C-24 dan C-25,
sedangkan spektrum *H-'H COSY menunjukkan korelasi antara H -25 dan H-26, menunjukkan bahwa kelompok
metil C-26 dan C-27 berada dalam posisi geminal melekat pada C-25. Gugus metil lain ditetapkan menurut korelasi
yang diamati dari sinyal proton pada ¢ 0,83 (m, CH3-29) menjadi karbon metin pada C-24 (8¢ 45,2) dan karbon
metilen pada C-28 (8¢ 22,7), sedangkan proton metilena beresonansi pada 8¢ 1,17 dan 1,26 (m, H-28) menunjukkan
korelasi dengan karbon metil pada 8¢ 11,8 (C-29), serta C-23, C-24, dan C-25, menunjukkan bahwa etil kelompok
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melekat pada C-24. Korelasi HMBC lebih lanjut antara proton metin pada 84 1.07 (H-17) dan karbon pada 8¢ 19.0
(C-21) dan 35.5 (C-20) memungkinkan penugasan rantai samping yang melekat pada inti steroid pada C-17. Data
tersebut di atas mengungkapkan bahwa aglikon ditentukan sebagai B-sitosterol yang terkait erat dengan data yang
dilaporkan (Pateh et al., 2009; Jaju et al., 2009; Wang et al., 2009).

Kehadiran gugus gula ditetapkan berdasarkan resonansi proton anomerik yang relatif terlindung pada &u
4.21 (d, J = 7.8, H-1"), menunjukkan korelasi dengan sinyal karbon pada 8¢ 100.8 (C-1’) di HMQC spektrum.
Selanjutnya, proton teroksigenasi lainnya diamati memiliki korelasi dengan sinyal karbon pada 8¢ > 60 ppm.
Pergeseran kimia untuk karbon anomerik ini tergantung pada konfigurasinya (Agrawal et al., 1985). Menurut Qiu
et al. (2000), gugus gula memiliki konfigurasi B yang menunjukkan munculnya sinyal karbon anomerik pada 8¢ >
99 ppm, sedangkan konfigurasi o menunjukkan nilai 8c < 94 ppm yang lebih kecil. Selain itu, nilai konstanta kopling
dapat diterapkan secara umum untuk mengevaluasi konfigurasi anomerik (Agrawal et al., 1985). Nilai konstanta
kopling (3J) untuk C-1’ adalah 7,8 Hz menunjukkan kopling trans-diaxial, sehingga memungkinkan hubungan B-
glikosidik untuk kelompok gula pertama (Tchinda et al., 2002). Lebih lanjut dikonfirmasi dalam spektrum HMBC
dengan korelasi antara H-1 dan C-3 aglikon. Korelasi ini, dalam kombinasi dengan pergeseran kimia C-3 yang
relatif ke bawah (8¢ 76,9) menyarankan gugus gula terkait pada C-3 karena sebagian besar saponin memiliki bagian
gula di situs ini (Agrawal et al., 1985).

Jenis gula yang berikatan dengan aglikon dikenali berdasarkan nilai konstanta vicinal coupling (J).
Hubungan Karplus memberikan nilai perkiraan untuk 3J sebagai fungsi sudut dihedral antara proton. Proton vicinal
pada kedua orientasi aksial memiliki *Jaa ~ 12 Hz yang jauh lebih besar dari 3Jee = 3Jae =~ 2-5 Hz. Dalam molekul
dengan heteroatom (gula piranosa), kopling vicinal lebih kecil, dengan nilai tipikal 2Jaa ~ 9 Hz dan 3Jae =~ 4 Hz
(Tchinda et al., 2002). Proton H-1’/H-2> memiliki nilai 3J sebesar 7,8 Hz, menunjukkan kopling trans-diaxial.
Besarnya nilai tetapan vicinal coupling J = 9.1Hz juga diamati untuk H-4’/H-5’, menunjukkan konformasi glukosa.
Kehadiran unit heksosa juga dikonfirmasi dalam spektrum HMBC dengan korelasi antara H-2’ dan C-1’, C-3’, dan
C-4’. Korelasi juga diamati dari H-3’ ke C-5°, dari H-4’ ke C-2’dan C-5’, dan dari H-5" ke C-3’ dan C-4’.
Konektivitas proton glukosa terungkap dalam spektrum *H- *H COSY oleh puncak silang dari proton vicinal H-1’
ke H-2’dan H-3’ ke H-2".

Sinyal proton anomerik lain dari bagian gula kedua muncul sebagai doublet pada &4 4,87 (H-1"); konstanta
kopling J = 7,8 Hz menunjukkan konfigurasi  dari residu gula kedua. Jumlah sinyal anomerik menentukan jumlah
monosakarida (Agrawal et al., 1985). Satu-satunya perbedaan dibandingkan dengan glukosa pertama adalah
konstanta kopling H-4"dan H-5""tampak lebih kecil (J = 5,2 Hz), menunjukkan kopling aksial-ekuator. Akibatnya,
kelompok gula kedua ditugaskan sebagai galaktosa. Posisi galaktosa diungkapkan oleh korelasi yang diamati dari
H-1""dengan karbon oxymethine glukosa pada 8¢ 76,8, menunjukkan hubungan interglikosidik (1—4). Selain nilai
pergeseran kimia C-4’(8¢ 76.8) dibandingkan dengan C-4 (8¢ 70.3) dari metil glikosida menunjukkan gula terikat
pada karbon ini. Dengan demikian, senyawa 1 ditentukan sebagai saponin baru dan diberi nama pB-sitosterol-3-O-f3-
D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida.

Pola fragmentasi juga diselidiki untuk memastikan struktur senyawa saponin yang memiliki dua bagian
gula. Dalam ESI-MS, ion molekuler [M]+ (m/z 738.9171) menghasilkan ion fragmen utama pada m/z 577.7930,
415.1431, dan 396.2939 yang dihasilkan dari hilangnya satu galaktosil, satu glukosil, dan satu molekul air secara
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berturut-turut. . lon fragmen pada m/z 415.1431 dianggap sebagai ion diagnostik untuk aglikon B-sitosterol (Jaju et
al., 2009; Zhang et al., 2014).

Perbandingan spektrum 'H dan 3C dari senyawa hasil isolasi dengan literatur (Jaju et al., 2009),
mengungkapkan bahwa kedua senyawa tersebut berkerabat dekat baik pada gugus aglikon maupun glukosa yang
terikat langsung pada C-3 aglikon. Namun, perbedaan utama muncul dari berbagai jenis hubungan interglikosidik.
Pergeseran kimia C-2’ dari glu (8¢ 81.3) yang dilaporkan dalam literatur lebih terlindung dibandingkan dengan
senyawa yang diisolasi, menunjukkan hubungan interglikosidik P(1—2). Perbedaan lain dihasilkan dari
monosakarida yang berbeda di mana sitosterol dari literatur yang dilaporkan memiliki dua unit glikosil.

Senyawa yang telah diketahui, stigmast-5-en-3p,43-diol (2) (Kimura et al., 1995), stigmasterol-3-O-B-D-
glukosida (3) (Tchinda et al., 2002; Wang et al., 2009; Donfack et al., 2012), stigmasterol (4) (Chaturvedula dan
Prakash, 2012), dan stigmasterol 3-O-B-D-glukosida (5) (Tchinda et al., 2002; Wang et al., 2009, dan Donfack et
al., 2012) diidentifikasi dengan membandingkan data spektroskopi mereka dengan nilai yang dilaporkan.

OH

HO’&&VO
Ho

OH

Gambar 1. Senyawa (1) B-sitosterol-3-O-p-D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida, (2) stigmast-

5-en-3B,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-p-D-glukosida, stigmasterol (4) stigmasterol, (5)dan stigmasterol 3-O-B-D-
glukosida (5)

29

N HMBC

=— IH-'H cosY

Gambar 2. Spektrum korelasi HMBC dan *H-'H COSY senyawa (1)
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Tabel 1. Data *H dan *3C NMR senyawa 1-5

Position BC NMR H NMR
8¢ (mult.) 8u (integral, mult., J Hz)
1 36.8 (1) 1.78 (1H, m)
1.85 (1H, m)
2 314 (f) 1.52 (1H, m)
1.90 (1H, m)
3 76.9 (d) 3.46 (1H, t, 4.5)
4 38.3 () 2.09 (1H, m)
2.35 (1H, dd, 2.6, 13.6)
5 140.5 (s) -
6 121.2 (d) 5.32 (1H, br. s)
7 29.3 (1) 1.69 (1H, m)
1.80 (1H, m)
8 31.5(d) 1.94 (1H, m)
9 49.6 (d) 0.89 (1H, m)
10 36.2 (s) -
1 20.7 (t) 1.38 (1H, m)
1.50 (1H, m)
12 39.2 (t) 1.13 (1H, m)
2.80 (1H, m)
13 41.9 (s) -
14 56.2 (d) 1.01 (1H, m)
15 23.9 (Y 1.24 (1H, m)
1.59 (1H, m)
16 27.8 () 1.25 (1H, m)
1.59 (1H, m)
17 55.4 (d) 1.07 (1H, dd, 1.9, 3.2)
18 11.7 (q) 0.65 (3H, s)
19 19.2 () 0.95 (3H, 5)
20 35.5 (d) 1.35 (1H, m)
21 19.0 (q) 0.90 (3H, d, 6.5)
22 335 (f) 0.99 (1H, m)
1.50 (1H, m)
23 25.5 (t) 1.14 (1H, m)
1.77 (1H, m)
24 45.2 (d) 0.91 (1H, d, 6.5)
25 28.7 (d) 1.63 (1H, dd, 6.5, 11.7)
26 19.7 () 0.80 (3H, d, 6.5)
27 18.6 (q) 0.78 (3H, d, 6.5)
28 22.7 (t) 1.17 (1H, m)
1.26 (1H, m)
29 11.8 (q) 0.83 (3H, d, 6.7)
1 100.8 (d) 4.21(1H,d, 7.8)
2 73.5 (d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
& 76.9 (d) 3.13 (1H, dd, 3.9, 9.1)
5' 70.1 (d) 3.03 (1H, dd, 5.8, 9.1)
6' 61.1 (t) 3.64 (1H, dd, 5.8,9.7)
3.40 (1H, m)
1" 100.8 (d) 4.87 (1H, d, 7.8)
2" 73.5 (d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3" 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
4 76.9 (d) 4.89 (1H, d, 5.2)
5 70.1 (d) 4.43 (1H,1,5.2)
6" 61.1(t) 3.64 (1H, dd, 5.8, 9.7)

3.40 (1H, m)
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Hasil uji sitotoksik dari lima senyawa yang diisolasi 1-5 terhadap sel leukemia murine P-388 dilakukan
sesuai dengan metode yang dijelaskan dalam makalah sebelumnya (Harneti et al., 2012; Sahidin et al., 2005 dan
Alley et al., 1998 ) dan digunakan Artonin E (ICsp 0,3 pg /mL) sebagai kontrol positif (Hakim et al., 2007). Aktivitas
sitotoksisitas senyawa 1-5 ditunjukkan pada Tabel 2, Di antara senyawa tersebut, stigmasterol (4), tidak adanya
bagian gula menunjukkan aktivitas terkuat, sedangkan stigmast-5-en-3,4p-diol (2), adanya gugus hidroksil pada
cincin A menunjukkan aktivitas yang lemah. Hasil ini menunjukkan bahwa keberadaan gula dan gugus hidroksil

dalam struktur steroid dapat menurunkan aktivitas sitotoksik.

Tabel 1. Uji sitotoksik senyawa 1-5 terhadap sel P-388 murine leukemia.

Compounds 1Cs0 (M)

B-sitosterol-3-O-B-D-galactopyranosyl(1—4)-p-D- 45.8

glucopyranosida (1)

stigmast-5-en-3p,4p3-diol (2) 46.2

stigmasterol-3-O-B-D-glucosida (3) 52.0

stigmasterol (4) 12.2

stigmasterol 3-O-B-D-glucosidea (5) 51.8

Avrtonin E (positif control) 0.20
KESIMPULAN

Hasil isolasi ekstrak etil asetat dari kulit batang A. glabrata didapatkan lima senyawa golongan steroid yaitu (1)
B-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida merupakan senyawa baru, (2) enyawa stigmast-
5-en-3p,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-f3-D-glukosida, (4) stigmasterol, dan (5) stigmasterol 3-O-B-D-glukosida

dimana senyawa (4) aktivitas sitotoksik terkuat dengan nilai 1Cso sebesar 12.2 pg/mL.
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Abstrak: Senyawa saponin steroid baru, B-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil-(1—4)-3-D-glukopiranosida (1),
bersama dengan empat steroid yang diketahui (2-5) diisolasi dari kulit batang dari Aglaia glabrata. Struktur kimia
senyawa baru dijelaskan berdasarkan data-data spektroskopi. Semua senyawa diuji aktivitas sitotoksiknya
terhadap sel leukemia murine P-388. Diantara senyawa yang diisolasi tersebut, stigmasterol (4) menunjukkan

aktivitas sitotoksik terkuat dengan nilai 1Csq sebesar 12.2 ug/mL.

Kata kunci: Aglaia glabrata, p-sitosterol-3-O-p-D-galaktopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosida, Saponin,

Sitotoksik, Meliaceae

Abstract: A new steroidal saponin, f-sitosterol-3-O-f4-D-galactopyranosyl-(1—4)-4-D-glucopyranoside (1),
along with four known steroids (2-5) were isolated from the stem bark of Aglaia glabrata. The chemical structures
of the new compound was elucidated on the basis of spectroscopic data. All of the compounds were tested for their
cytotoxic effects against P-388 murine leukemia cells. Among those isolated compounds, stigmasterol (4) showed

strongest cytotoxic activity with 1Csg value of 12.2 zg/mL.

Keywords: Aglaia glabrata, sitosterol-3-O-4-D-galactopyranosyl-(1—4)-4-D-glucopyranoside, Saponin,

Cytotoxic, Meliaceae

PENDAHULUAN

Genus Aglaia, terdiri dari lebih dari 100 spesies yang sebagian besar tersebar di hutan hujan tropis di
wilayah Indo-Malaysia (Ebada et al., 2011; Muellner et al., 2005). Investigasi fitokimia taraman-dalam genus ini
sebelumnya telah mengungkapkan adanya berbagai senyawa dengan aktivitas biologis yang menarik, termasuk
rocaglamida (Dreyer et al., 2001; Salim et al., 2007), bisamida (Saifah et al., 1999; Inada et al., 2000; Duong et al.,
2007; Julinton et al., 2015), triterpenoid tipe damaran (Roux et al., 1998; Zhang et al., 2010; Harneti et al., 2012),
triterpenoid tipe sikloartan (Khalit et al., 1999; Weber et al., 2000; Awang et al., 2012), triterpenoid tipe glabretal
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(Su et al., 2006), steroid (Yang et al., 2008; Harneti et al. ., 2014) dan flavonoid (Nugroho et al., 1999). Pada
penelitian sebelumnya, telah dijelaskan beberapa senyawa baru termasuk triterpenoid tipe dammaran (Harneti et al.,
2012), steroid (Harneti et al., 2014) dan bisamida (Julinton et al., 2015) dari tanaman Aglaia di Indonesia. Dalam
pencarian lebih lanjut senyawa sitotoksik baru dari tanaman Aglaia di Indonesia, ekstrak metanol dari kulit batang
Aglaia glabrata menunjukkan sitotoksik yang signifikan terhadap sel murine leukimia P-388 dengan nilai 1Csq 35
pug/mL. A. glabrata merupakan tumbuhan tingkat tinggi dan tersebar terutama di bagian selatan Pulau Sulawesi di
Indonesia (Inada et al., 1997 dan Mabberley et al., 1995; Heyne., 1982). Kulit batangnya telah digunakan sebagai
obat rakyat Indonesia untuk menurunkan demam dan mengobati luka memar (Mabberley et al., 1995; Hidayat et
al., 1994, dan Heyne., 1982). Meskipun metabolit sekunder dari spesies Aglaia lain telah diteliti sebelumnya,
komposisi kimia dari A. glabarata belum dilaporkan. Isolasi, penjelasan struktur, dan evaluasi sitotoksik dari

senyawa yang diisolasi ini dijelaskan di sini.

BAHAN DAN METODE

Sampel yang digunakan adalah kulit batang Aglaia eximia dikumpulkan dari Kebun Raya Bogor, Bogor,
Provinsi Jawa Barat, Indonesia pada Agustus 2013. Tanaman tersebut diidentifikasi oleh Herbarium Bogoriense,

Bogor, Indonesia dengan specimen voucher (No. Bo-1295316).

Bahan

n-Heksana, etil asetat, methanol, aseton, kloroform, air (aquades), silika gel Geo (70-230 mesh), ODS RP-
18 Fs4, silika del GF2s4 untuk pemisahan senyawa larutan H,SO, 10% sebagai pereaksi penampak noda, seperangkat
alat uji sel P-388 (sel P-388, DMSO, dan PBS (Phophate Buffer Saline)

Alat

Titik leleh diukur pada peralatan titik leleh elektrotermal dan tidak dikoreksi. Rotasi optik direkam pada
polarimeter otomatis ATAGO AP-300. Spektra IR direkam pada spektrum Perkin-Elmer-100 FT-IR di KBr. Spektra
massa diperoleh dengan spektrometer massa Water Qtof HR-MS XEVotm. Spektra *H- dan **C-NMR diperoleh
dengan spektrometer JEOL JNM A-500 menggunakan TMS sebagai standar internal. Pemisahan kromatografi
dilakukan pada silika gel 60 (Merck). Pelat kaca PTLC dilapisi dengan silika gel GFzs4 (Merck, 0,25 mm). Pelat
KLT lapisi dengan silika gel GF254 (Merck, 0,25 mm) dan deteksi dilakukan dengan menyemprotkan 10% H,>SO4

dalam etanol, diikuti dengan pemanasan.

Ekstraksi dan Isolasi

Serbuk kulit batang kering (2,5 kg) A. glabrata diekstraksi berturut-turut dengan n-heksana, EtOAc, dan
MeOH. Penguapan menghasilkan ekstrak kasar n-heksana (39,7 g), EtOAc (27,5 g), dan MeOH (85 g). Ekstrak n-
heksana, etil asetat dan metanol menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel leukemia murine P-388 dengan nilai
ICso masing-masing 40,5, 35,4 dan 45,5 ug/mL. Sebagian dari ekstrak EtOAc (25 g) dipisahkan dengan kromatografi
cair vakum menggunakan elusi gradien n-heksana-EtOAc-MeOH dengan meningkatkan polaritas untuk
menghasilkan 21 fraksi (A01-A21). Fraksi A15 (4,3 g) dilakukan kromatografi kolom silika gel menggunakan
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campuran CHCls-aseton (10:0 — 1:1) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 12 fraksi (B01-B12). Fraksi B04
(160 mg) dipisahkan lebih lanjut dengan kromatografi kolom kilat pada silika gel, dielusi dengan CHCI3:EtOAC
(2:1) untuk memberikan senyawa 1 (21,6 mg). Fraksi A06 (2,20 g) dilakukan kromatografi kolom silika gel
menggunakan campuran n-heksana-aseton (10:0-7:3) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 10 fraksi (C01—
C10). Fraksi C04-CO06 (245 mg) digabungkan dan dilakukan kromatografi kolom gel silika menggunakan campuran
n-heksana-EtOAc (10,0 - 1:1) sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 7 fraksi (D01-D07). Fraksi D04 (84 mg)
merupakan KLT preparatif pada gel silika GFzs4, dielusi dengan n-heksana: EtOAc (3:2) dan n-heksana: aseton (7:3)
menghasilkan senyawa 2 (10,8 mg) dan senyawa 3 (12,5 mg). Fraksi A07-A08 (2,6 g) digabungkan dan
dikromatografi pada kolom gel silika menggunakan campuran n-heksana-aseton (10:0 — 3:2) sebagai pelarut elusi
untuk menghasilkan 15 fraksi (A6.1-A6.15 ). Fraksi A8.5 (45 mg) dikristalisasi dengan metanol menghasilkan
senyawa 4 (18 mg). Fraksi A08-A10 (2,4 g) digabungkan dan difraksinasi dengan kromatografi kolom pada gel
silika 60 menggunakan campuran n-heksana-EtOAC (10,0 — 1:1) untuk menghasilkan 15 fraksi (E7.1-E7.15). Fraksi
E7.8 (250 mg) dikromatografi pada kolom silika gel menggunakan campuran CHClz; — MeOH (20:1 - 1:2)

menghasilkan senyawa 5 (20,5 mg).

Pengujian aktivitas sitotoksik

Sel P-388 ditumbuhkan ke dalam 96-well plate dengan kepadatan sel awal kira-kira 3 x 10* sel cm3, Setelah
24 jam inkubasi untuk perlekatan dan pertumbuhan sel, berbagai konsentrasi sampel ditambahkan. Senyawa yang
ditambahkan pertama kali dilarutkan dalam DMSQO pada konsentrasi yang dibutuhkan. Enam konsentrasi berikutnya
yang diinginkan disiapkan menggunakan PBS (larutan buffer fosfat, pH = 7,30-7,65). Sumur kontrol hanya
menerima DMSO. Pengujian dihentikan setelah masa inkubasi 48 jam dengan menambahkan reagen MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; juga disebut sebagai thiazol blue] dan inkubasi dilanjutkan
selama 4 jam lagi, di mana larutan MTT-stop yang mengandung SDS (sodium dodecyl sulfate) ditambahkan dan
dilakukan inkubasi 24 jam lagi. Kepadatan optik dibaca dengan menggunakan microplate reader pada 550 nm. Nilai
ICso diambil dari grafik persentase sel hidup yang diplot dibandingkan dengan kontrol (%), yang hanya menerima
PBS dan DMSO, versus konsentrasi senyawa yang diuji (ug/mL). Nilai 1Cso adalah konsentrasi yang dibutuhkan
untuk 50% penghambatan pertumbuhan. Setiap pengujian dan analisis dijalankan dalam rangkap tiga dan dirata-

rata.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kulit batang kering A. glabrata diekstraksi berturut-turut dengan n-heksana, etil asetat, dan metanol pada
suhu kamar. Ekstrak etil asetat difraksinasi dengan kromatografi vakum-cair (KCV)) pada silika gel Geo
menggunakan elusi gradien. Fraksi KCV kemudian dipisahkan dengan kromatografi kolom fase normal untuk
menghasilkan senyawa 1-5.

Senyawa 1 diperoleh berupa serbuk amorf berwarna putih dan tidak larut baik dalam metanol maupun
aseton. Rumus molekulnya ditentukan sebagai C41H70011 menurut spektrum HR-TOFMS (ditemukan m/z 738.9171
[M]+ (dihitung untuk Cs1H70011 m/z 738.9179) dengan tujuh derajat ketidakjenuhan. Spektrum IR menunjukkan
adanya gugus hidroksil (3394 cm™) dan ikatan rangkap terisolasi (1631 cm™). Spektrum 'H-NMR (Tabel 1),

menampilkan sinyal untuk dua karakteristik singlet dari gugus metil tersier (CHz-18 dan CHs-19) yang beresonansi
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pada 64 0,65 dan 0,95 ppm, tiga gugus metil sekunder (34 0,90, 0,80, dan 0,78, masing-masing untuk CH3-21, CHs-
26, CH3-27), dan satu metil primer (CH3-29) beresonansi pada oy 0,83 dan sejumlah tumpang tindih proton untuk
metin alifatik dan metilena. Selain itu, dua proton anomerik diamati di daerah bidang yang relatif turun pada &4 4,21
(1H,d, J=7,8 Hz, H-1") dan 4,87 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1"). Fungsionalitas tambahan terdiri dari metin teroksigenasi
dan metilena beresonansi pada 54 3.0-4.9 dan proton olefinik pada & 5.32 (1H, br s, H-6).

Analisis terperinci dari spektra 3C dan DEPT 135 NMR mengungkapkan 41 resonansi karbon yang
konsisten dengan rumus molekul yang ditentukan, terdiri dari tujuh metin sp®, sebelas metin teroksigenasi termasuk
dua karbon anomerik (6 100.8, C-1’dan C-1") yang ditugaskan untuk dua unit gula, dua metilen teroksigenasi,
metin olefin (8¢ 121,2, C-6), enam metil, dan tiga karbon kuartener, yang konsisten dengan analisis data *H NMR
(Tabel 1). Fungsionalitas ini menyumbang tiga dari tujuh derajat ketidakjenuhan yang membutuhkan senyawa
menjadi struktur tetrasiklik. Data tersebut menunjukkan bahwa senyawa 1 merupakan steroid stigmastan yang
memiliki dua glukosa dalam bentuk hemi-asetal.

Kehadiran kerangka stigmastan terutama dikonfirmasi oleh korelasi *H-'H COSY dan HMBC (Gambar 2).
Pada spektrum HMBC, korelasi diamati dari sinyal proton H-6 ke C-8 (6¢ 31.5) dan C-10 (&¢c 36.2), sedangkan
korelasi antara H-6 dan H-7 diamati pada spektrum *H-'H COSY, menunjukkan ikatan rangkap terletak di C-5/C-6.
Interpretasi ini konsisten dengan A°® spirostana (Agrawal et al., 1985).

Interpretasi lebih lanjut spektrum HMBC senyawa 1, korelasi dari proton metilen H-1 (84 1.78, m dan 1.85,
m) dan H-4 (84 2.09, m dan 2.35, dd, J = 2.6, 13,6 Hz) ke karbon teroksigenasi pada d¢c 76,9 diamati. Korelasi ini
mengungkapkan bahwa karbon teroksigenasi terletak di C-3. Proton metin yang terlindung secara khusus pada oy
3,46 (H-3) dipecah menjadi triplet dengan konstanta kopling kecil 4,5 Hz. Ini menunjukkan bahwa H-3 tidak
menunjukkan Kkorelasi periplanar dengan proton tetangganya, sehingga H-3 berada dalam orientasi ekuatorial,
sedangkan atom oksigen yang terikat pada C-3 berada dalam orientasi aksial, menunjukkan konfigurasi
(Pustaka???).

Dalam spektrum HMBC, korelasi diamati dari sinyal proton H-19 ke C-9 dan C-10, memungkinkan lokasi
gugus metil tersier ini melekat pada C-10. Gugus metil tersier lainnya ditetapkan berdasarkan korelasi dari H-18 ke
C-17, C-14, C-12, dan C-13, dan dari H-17 ke C-18, menunjukkan bahwa gugus metil dari C-18 adalah melekat
pada C-13. Meskipun C-18 dan C-19 diklasifikasikan sebagai gugus metil tersier, mereka beresonansi pada
pergeseran kimia yang berbeda. Karbon metil sudut C-18 (¢ 11.7) menunjukkan sinyal pada daerah medan yang
relatif tinggi daripada C-19 (8¢ 19.2) karena terdapat interaksi y-gauche.

Rantai samping struktur tetrasiklik disimpulkan dari spektrum HMQC, *H-'H COSY, dan HMBC. Dalam
spektrum HMBC, korelasi muncul dari proton metil pada 4 0,90 (H-21) menjadi karbon metilen pada C-22 (8¢
33,5) dan karbon metin sp® pada C-20 (8¢ 35,5). Selanjutnya, korelasi proton vicinal H-20 dan H-21 diamati dalam
spektrum *H-'H COSY, mengungkapkan gugus metil sekunder C-21 melekat pada C-20. Pada spektrum HMBC,
proton metil tersier dari H-26 (4 0.80) dan H-27 (8w 0.78) berkorelasi dengan sinyal karbon pada C-24 dan C-25,
sedangkan spektrum 'H-H COSY menunjukkan korelasi antara H -25 dan H-26, menunjukkan bahwa kelompok
metil C-26 dan C-27 berada dalam posisi geminal melekat pada C-25. Gugus metil lain ditetapkan menurut korelasi
yang diamati dari sinyal proton pada 6¢ 0,83 (m, CH3-29) menjadi karbon metin pada C-24 (&c 45,2) dan karbon
metilen pada C-28 (8¢ 22,7), sedangkan proton metilena beresonansi pada 8¢ 1,17 dan 1,26 (m, H-28) menunjukkan
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korelasi dengan karbon metil pada &¢c 11,8 (C-29), serta C-23, C-24, dan C-25, menunjukkan bahwa etil kelompok
melekat pada C-24. Korelasi HMBC lebih lanjut antara proton metin pada 64 1.07 (H-17) dan karbon pada d¢ 19.0
(C-21) dan 35.5 (C-20) memungkinkan penugasan rantai samping yang melekat pada inti steroid pada C-17. Data
tersebut di atas mengungkapkan bahwa aglikon ditentukan sebagai B-sitosterol yang terkait erat dengan data yang
dilaporkan (Pateh et al., 2009; Jaju et al., 2009; Wang et al., 2009).

Kehadiran gugus gula ditetapkan berdasarkan resonansi proton anomerik yang relatif terlindung pada 64
4.21 (d, J = 7.8, H-1’), menunjukkan korelasi dengan sinyal karbon pada &c 100.8 (C-1’) di HMQC spektrum.
Selanjutnya, proton teroksigenasi lainnya diamati memiliki korelasi dengan sinyal karbon pada 8¢ > 60 ppm.
Pergeseran kimia untuk karbon anomerik ini tergantung pada konfigurasinya (Agrawal et al., 1985). Menurut Qiu
et al. (2000), gugus gula memiliki konfigurasi f yang menunjukkan munculnya sinyal karbon anomerik pada 8¢ >
99 ppm, sedangkan konfigurasi o menunjukkan nilai 6¢c < 94 ppm yang lebih kecil. Selain itu, nilai konstanta kopling
dapat diterapkan secara umum untuk mengevaluasi konfigurasi anomerik (Agrawal et al., 1985). Nilai konstanta
kopling (3J) untuk C-1’ adalah 7,8 Hz menunjukkan kopling trans-diaxial, sehingga memungkinkan hubungan B-
glikosidik untuk kelompok gula pertama (Tchinda et al., 2002). Lebih lanjut dikonfirmasi dalam spektrum HMBC
dengan korelasi antara H-1’ dan C-3 aglikon. Korelasi ini, dalam kombinasi dengan pergeseran kimia C-3 yang
relatif ke bawah (8¢ 76,9) menyarankan gugus gula terkait pada C-3 karena sebagian besar saponin memiliki bagian
gula di situs ini (Agrawal et al., 1985).

Jenis gula yang berikatan dengan aglikon dikenali berdasarkan nilai konstanta vicinal coupling (3J).
Hubungan Karplus memberikan nilai perkiraan untuk 3J sebagai fungsi sudut dihedral antara proton. Proton vicinal
pada kedua orientasi aksial memiliki ®Jaa = 12 Hz yang jauh lebih besar dari Jee =~ 3Jae ~ 2-5 Hz. Dalam molekul
dengan heteroatom (gula piranosa), kopling vicinal lebih kecil, dengan nilai tipikal ®Jaa = 9 Hz dan 3Jae = 4 Hz
(Tchinda et al., 2002). Proton H-1°/H-2> memiliki nilai 3J sebesar 7,8 Hz, menunjukkan kopling trans-diaxial.
Besarnya nilai tetapan vicinal coupling J = 9.1Hz juga diamati untuk H-4’/H-5, menunjukkan konformasi glukosa.
Kehadiran unit heksosa juga dikonfirmasi dalam spektrum HMBC dengan korelasi antara H-2’ dan C-1°, C-3’, dan
C-4’. Korelasi juga diamati dari H-3> ke C-5°, dari H-4’ ke C-2’dan C-5°, dan dari H-5" ke C-3* dan C-4’.
Konektivitas proton glukosa terungkap dalam spektrum *H- 1 H COSY oleh puncak silang dari proton vicinal H-1’
ke H-2’dan H-3" ke H-2’.

Sinyal proton anomerik lain dari bagian gula kedua muncul sebagai doublet pada &4 4,87 (H-1”); konstanta
kopling J = 7,8 Hz menunjukkan konfigurasi f dari residu gula kedua. Jumlah sinyal anomerik menentukan jumlah
monosakarida (Agrawal et al., 1985). Satu-satunya perbedaan dibandingkan dengan glukosa pertama adalah
konstanta kopling H-4’dan H-5"tampak lebih kecil (J = 5,2 Hz), menunjukkan kopling aksial-ekuator. Akibatnya,
kelompok gula kedua ditugaskan sebagai galaktosa. Posisi galaktosa diungkapkan oleh korelasi yang diamati dari
H-1">dengan karbon oxymethine glukosa pada 3¢ 76,8, menunjukkan hubungan interglikosidik p(1—4). Selain nilai
pergeseran kimia C-4’(5¢ 76.8) dibandingkan dengan C-4 (8¢ 70.3) dari metil glikosida menunjukkan gula terikat
pada karbon ini. Dengan demikian, senyawa 1 ditentukan sebagai saponin baru dan diberi nama j3-sitosterol-3-O-3-
D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida.

Pola fragmentasi juga diselidiki untuk memastikan struktur senyawa saponin yang memiliki dua bagian
gula. Dalam ESI-MS, ion molekuler [M]+ (m/z 738.9171) menghasilkan ion fragmen utama pada m/z 577.7930,
415.1431, dan 396.2939 yang dihasilkan dari hilangnya satu galaktosil, satu glukosil, dan satu molekul air secara
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berturut-turut. . lon fragmen pada m/z 415.1431 dianggap sebagai ion diagnostik untuk aglikon B-sitosterol (Jaju et
al., 2009; Zhang et al., 2014).

Perbandingan spektrum 'H dan *C dari senyawa hasil isolasi dengan literatur (Jaju et al., 2009),
mengungkapkan bahwa kedua senyawa tersebut berkerabat dekat baik pada gugus aglikon maupun glukosa yang
terikat langsung pada C-3 aglikon. Namun, perbedaan utama muncul dari berbagai jenis hubungan interglikosidik.
Pergeseran kimia C-2’ dari glu (6¢c 81.3) yang dilaporkan dalam literatur lebih terlindung dibandingkan dengan
senyawa yang diisolasi, menunjukkan hubungan interglikosidik P(1—2). Perbedaan lain dihasilkan dari
monosakarida yang berbeda di mana sitosterol dari literatur yang dilaporkan memiliki dua unit glikosil.

Senyawa yang telah diketahui, stigmast-5-en-33,4p-diol (2) (Kimura et al., 1995), stigmasterol-3-O-3-D-
glukosida (3) (Tchinda et al., 2002; Wang et al., 2009; Donfack et al., 2012), stigmasterol (4) (Chaturvedula dan
Prakash, 2012), dan stigmasterol 3-O-B-D-glukosida (5) (Tchinda et al., 2002; Wang et al., 2009, dan Donfack et

al., 2012) diidentifikasi dengan membandingkan data spektroskopi mereka dengan nilai yang dilaporkan.

OH OH

o)
0 HO’&@/
HO&/O 3 HO 4 HO

HO o OH 5

Gambar 1. Senyawa (1) p-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida, (2) stigmast-

5-en-3B,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-B-D-glukosida, stigmasterol (4) stigmasterol, (5)dan stigmasterol 3-O-B-D-
glukosida (5)

— H-H CcosY

Gambar 2. Spektrum korelasi HMBC dan *H-H COSY senyawa (1)
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Tabel 1. Data *H dan *C NMR senyawa 1-5

Position B3C NMR 'H NMR
8¢ (mult.) du (integral, mult., J Hz)
1 36.8 (1) 1.78 (1H, m)
1.85 (1H, m)
2 31.4 (1) 1.52 (1H, m)
1.90 (1H, m)
3 76.9 (d) 3.46 (1H, t, 4.5)
4 38.3 (1) 2.09 (1H, m)
2.35 (1H, dd, 2.6, 13.6)
5 140.5 (s) -
6 121.2 (d) 5.32 (1H, br. s)
7 29.3 (1) 1.69 (1H, m)
1.80 (1H, m)
8 31.5(d) 1.94 (1H, m)
9 49.6 (d) 0.89 (1H, m)
10 36.2 (s) -
11 20.7 (1) 1.38 (1H, m)
1.50 (1H, m)
12 39.2 (1) 1.13 (1H, m)
2.80 (1H, m)
13 41.9 (s) -
14 56.2 (d) 1.01 (1H, m)
15 23.9 (t) 1.24 (1H, m)
1.59 (1H, m)
16 27.8 (t) 1.25 (1H, m)
1.59 (1H, m)
17 55.4 (d) 1.07 (1H, dd, 1.9, 3.2)
18 11.7 (q) 0.65 (3H, s)
19 19.2 (q) 0.95 (3H, s)
20 35.5(d) 1.35 (1H, m)
21 19.0 (q) 0.90 (3H, d, 6.5)
22 33.5 () 0.99 (1H, m)
1.50 (1H, m)
23 25.5 (1) 1.14 (1H, m)
1.77 (1H, m)
24 45.2 (d) 0.91 (1H, d, 6.5)
25 28.7 (d) 1.63 (1H, dd, 6.5, 11.7)
26 19.7 (q) 0.80 (3H, d, 6.5)
27 18.6 (q) 0.78 (3H, d, 6.5)
28 22.7 (1) 1.17 (1H, m)
1.26 (1H, m)
29 11.8 (q) 0.83(3H, d, 6.7)
iy 100.8 (d) 4.21 (1H, d, 7.8)
2' 73.5 (d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
4 76.9 (d) 3.13 (1H, dd, 3.9,9.1)
5 70.1 (d) 3.03 (1H, dd, 5.8,9.1)
6’ 61.1 (t) 3.64 (1H, dd, 5.8, 9.7)
3.40 (1H, m)
1" 100.8 (d) 4.87 (1H, d, 7.8)
2" 73.5 (d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3" 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
4" 76.9 (d) 4.89 (1H, d, 5.2)
5 70.1 (d) 4.43 (1H,1,5.2)
6" 61.1 (1) 3.64 (1H, dd, 5.8, 9.7)

3.40 (1H, m)
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Hasil uji sitotoksik dari lima senyawa yang diisolasi 1-5 terhadap sel leukemia murine P-388 dilakukan
sesuai dengan metode yang dijelaskan dalam makalah sebelumnya (Harneti et al., 2012; Sahidin et al., 2005 dan
Alley et al., 1998 ) dan digunakan Artonin E (ICsp 0,3 ng /mL) sebagai kontrol positif (Hakim et al., 2007). Aktivitas
sitotoksisitas senyawa 1-5 ditunjukkan pada Tabel 2. Di antara senyawa tersebut, stigmasterol (4), tidak adanya
bagian gula menunjukkan aktivitas terkuat, sedangkan stigmast-5-en-3,4p-diol (2), adanya gugus hidroksil pada
cincin A menunjukkan aktivitas yang lemah. Hasil ini menunjukkan bahwa keberadaan gula dan gugus hidroksil

dalam struktur steroid dapat menurunkan aktivitas sitotoksik.

Tabel 1. Uji sitotoksik senyawa 1-5 terhadap sel P-388 murine leukemia.

Compounds ICs0 (LM)

[-sitosterol-3-O-p-D-galactopyranosyl(1—4)-B-D- 45.8

glucopyranosida (1)

stigmast-5-en-33,4p-diol (2) 46.2

stigmasterol-3-O-B-D-glucosida (3) 52.0

stigmasterol (4) 12.2

stigmasterol 3-O-B-D-glucosidea (5) 51.8

Artonin E (positif control) 0.20
KESIMPULAN

Hasil isolasi ekstrak etil asetat dari kulit batang A. glabrata didapatkan lima senyawa golongan steroid
yaitu (1) p-sitosterol-3-O-p-D-galaktopiranosil(1—4)-p-D-glukopiranosida merupakan senyawa baru, (2) enyawa
stigmast-5-en-3p,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-B-D-glukosida, (4) stigmasterol, dan (5) stigmasterol 3-O-B-D-

glukosida dimana senyawa (4) aktivitas sitotoksik terkuat dengan nilai ICso sebesar 12.2 ug/mL.
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Abstrak: Steroid saponin baru, B-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil-(1—4)-p-D-glukopiranosida (1), bersama
dengan empat steroid yang diketahui (2-5) diisolasi dari kulit batang dari Aglaia glabrata. Struktur kimia
senyawa baru dijelaskan berdasarkan data-data spektroskopi. Semua senyawa diuji aktivitas sitotoksiknya
terhadap sel kanker leukemia murine P-388. Diantara senyawa yang diisolasi tersebut, stigmasterol (4)
menunjukkan aktivitas sitotoksik terkuat dengan nilai 1Cso sebesar 12.2 ug/mL.

Kata kunci: Aglaia glabrata, B-sitosterol-3-O-p-D-galaktopiranosil-(1—4)-p-D-glukopiranosida, aktivitas
sitotoksik, Meliaceae

Abstract: The new steroidal saponin, f-sitosterol-3-O-3-D-galactopyranosyl-(1—4)-3-D-glucopyranoside (1),
along with four known steroids (2-5) were isolated from the stem bark of Aglaia glabrata. The chemical
structures of the new compound was elucidated on the basis of spectroscopic data. All of the compounds were
tested for their cytotoxic effects against P-388 murine leukemia cancer cells. Among those isolated compounds,
stigmasterol (4) showed strongest cytotoxic activity with 1Cso value of 12.2 ug/mL.

Keywords: Aglaia glabrata, f-sitosterol-3-O-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-f-D-glucopyranoside, cytotoxic
activity, saponin, Meliaceae

PENDAHULUAN senyawa baru termasuk triterpenoid tipe damaran

Genus Aglaia, terdiri dari lebih dari 100 spesies (Harneti et al. 2012), steroid (Harneti et al. 2014) dan
yang sebagian besar tersebar di hutan hujan tropis di bisamida (Julinton et al. 2015) dari tanaman Aglaia
wilayah Indo-Malaysia (Ebada et al. 2011; Muellner di Indonesia. Dalam pencarian lebih lanjut senyawa
et al. 2005). Investigasi fitokimia tanaman dalam sitotoksik baru dari tanaman Aglaia di Indonesia,
genus ini sebelumnya telah mengungkapkan adanya ekstrak metanol dari kulit batang Aglaia glabrata
berbagai senyawa dengan aktivitas biologis yang menunjukkan sitotoksik yang signifikan terhadap sel
menarik, termasuk rokaglamida (Dreyer et al. 2001; kanker murine leukimia P-388 dengan nilai 1Csy 35
Salim et al. 2007), bisamida (Saifah et al. 1999; pg/mL. A. glabrata merupakan tumbuhan tingkat
Inada et al. 2000; Duong et al. 2007; Julinton et al. tinggi dan tersebar terutama di bagian selatan Pulau
2015), triterpenoid tipe damaran (Roux et al. 1998; Sulawesi di Indonesia (Inada et al. 1997 &
Zhang et al. 2010; Harneti et al. 2012), triterpenoid Mabberley et al. 1995; Heyne. 1987). Kulit
tipe sikloartan (Khalit et al. 1999; Weber et al. 2000; batangnya telah digunakan sebagai obat rakyat
Awang et al. 2012), triterpenoid tipe glabretal (Su et Indonesia untuk menurunkan demam dan mengobati
al. 2006), steroid (Yang et al. 2008; Harneti et al. luka memar (Mabberley et al. 1995; Syamsuhidayat
2014) dan flavonoid (Nugroho et al. 1999). Pada et al. 1991; Heyne. 1987). Meskipun metabolit
penelitian sebelumnya, telah dijelaskan beberapa sekunder dari spesies Aglaia lain telah diteliti
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sebelumnya, namun komposisi kimia dari A. glabrata
belum banyak dilaporkan. Isolasi, identifikasi
struktur, dan evaluasi sitotoksik dari senyawa yang
diisolasi ini dijelaskan di sini.

BAHAN DAN METODE

Sampel yang digunakan adalah kulit batang Aglaia
glabrata dikumpulkan dari Kebun Raya Bogor, Bogor,
Provinsi Jawa Barat, Indonesia pada Agustus 2013.
Tanaman tersebut diidentifikasi oleh Herbarium
Bogoriense, Bogor, Indonesia dengan specimen
voucher (No. Bo-1295316).

Bahan

Pelarut n-heksana, etil asetat, metanol, aseton,
kloroform, air (aquades), silika gel Geo (70-230 mesh
dan 230-400 mesh), ODS RP-18 Fas4, silika del GF2s4
untuk pemisahan senyawa larutan H;SOs 10%
sebagai pereaksi penampak noda, seperangkat alat uji
sel P-388 (sel P-388, DMSO, dan PBS (Phophate
Buffer Saline).

Alat

Titik leleh diukur pada peralatan titik leleh
elektrotermal dan tidak dikoreksi. Rotasi optik direkam
pada polarimeter otomatis ATAGO AP-300. Spektra
IR direkam pada spektrum Perkin-Elmer-100 FT-IR di
KBr. Spektra massa diperolen dengan spektrometer
massa Water Qtof HR-MS XEVotm. Spektra 'H- dan
13C-NMR diperoleh dengan spektrometer JEOL JNM
A-500 menggunakan TMS sebagai standar internal.
Pemisahan kromatografi dilakukan pada silika gel 60
(Merck). Pelat kaca PTLC dilapisi dengan silika gel
GF2s4 (Merck, 0,25 mm). Pelat KLT dilapisi dengan
silika gel GFzsa (Merck, 0,25 mm) dan deteksi
dilakukan dengan menyemprotkan 10% H»SO, dalam
etanol, diikuti dengan pemanasan.

Ekstraksi dan Isolasi

Serbuk kulit batang kering (2,5 kg) A. glabrata
diekstraksi berturut-turut dengan n-heksana, EtOAc,
dan MeOH. Penguapan menghasilkan ekstrak kasar n-
heksana (39,7 g), EtOAc (27,5 g), dan MeOH (85 g).
Ekstrak  n-heksana, etil asetat dan metanol
menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel leukemia
murine P-388 dengan nilai 1Csy masing-masing 40,5,
35,4 dan 45,5 pg/mL. Sebagian dari ekstrak EtOAc (25
g) dipisahkan dengan kromatografi cair vakum
menggunakan elusi gradien n-heksana-EtOAc-MeOH
dengan  meningkatkan  polaritas  (10%) untuk
menghasilkan 21 fraksi (A01-A21). Fraksi A15 (4,3 g)
dilakukan kromatografi kolom silika gel menggunakan
campuran CHCls-aseton (10:0 — 1:1) sebagai pelarut
elusi untuk menghasilkan 12 fraksi (A01-A012). Fraksi
A04 (160 mg) dipisahkan lebih lanjut dengan
kromatografi kolom Kkilat pada silika gel, dielusi
dengan CHCI3:EtOAc (1:1) untuk memberikan
senyawa 1 (21,6 mg). Fraksi A06 (2,20 g) dilakukan
kromatografi kolom silika gel menggunakan campuran
n-heksana-aseton (10:0-7:3) sebagai pelarut elusi

untuk menghasilkan 10 fraksi (C01-C10). Fraksi C04—
C06 (245 mg) digabungkan dan dilakukan
kromatografi kolom gel silika menggunakan campuran
n-heksana-EtOAc (10:0 - 1:1) sebagai pelarut elusi
untuk menghasilkan 7 fraksi (D01-D07). Fraksi D04
(84 mg) merupakan KLT preparatif pada gel silika
GF2s4, dielusi dengan n-heksana: EtOAc (3:2) dan n-
heksana: aseton (7:3) menghasilkan senyawa 2 (10,8
mg) dan senyawa 3 (12,5 mg). Fraksi A07-A08 (2,6 g)
digabungkan dan dikromatografi pada kolom gel silika
menggunakan campuran n-heksana-aseton (10:0 — 3:2)
sebagai pelarut elusi untuk menghasilkan 15 fraksi
(A6.1-A6.15). Fraksi A6.5 (45 mg) dikristalisasi
dengan metanol menghasilkan senyawa 4 (18 mpg).
Fraksi A08-A10 (2,4 g) digabungkan dan difraksinasi
dengan kromatografi kolom pada gel silika 60
menggunakan campuran n-heksana-EtOAC (10:0 —
1:1) untuk menghasilkan 15 fraksi (A08-1-A08-15).
Fraksi A.08-6 (250 mg) dikromatografi pada kolom
silika gel menggunakan campuran CHCIl; — MeOH
(20:1 - 1:2) menghasilkan senyawa 5 (20,5 mg).

Pengujian aktivitas sitotoksik

Sel P-388 ditumbuhkan ke dalam 96-well plate
dengan kepadatan sel awal kira-kira 3 x 10* sel cm=.
Setelah 24 jam inkubasi untuk perlekatan dan
pertumbuhan sel, berbagai konsentrasi sampel
ditambahkan. Senyawa yang ditambahkan pertama kali
dilarutkan dalam DMSO pada konsentrasi yang
dibutuhkan. Enam Kkonsentrasi berikutnya yang
diinginkan disiapkan menggunakan PBS (buffer fosfat,
pH = 7,30 - 7,65). Sumur kontrol hanya menerima
DMSO. Pengujian dihentikan setelah masa inkubasi 48
jam dengan menambahkan reagen MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide; juga disebut sebagai thiazol blue] dan
inkubasi dilanjutkan selama 4 jam lagi, di mana larutan
MTT- distop yang mengandung SDS (sodium dodecyl
sulfate) ditambahkan dan dilakukan inkubasi 24 jam
lagi. Kepadatan optik dibaca dengan menggunakan
microplate reader pada 550 nm. Nilai 1Cso diambil dari
grafik persentase sel hidup yang diplot dibandingkan
dengan kontrol (%), yang hanya menerima PBS dan
DMSO, versus konsentrasi senyawa yang diuji
(Mg/mL). Nilai ICsp adalah konsentrasi yang
dibutuhkan untuk 50% penghambatan pertumbuhan.
Setiap pengujian dan analisis dijalankan dalam rangkap
tiga dan dirata-rata.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Serbuk kulit batang kering A. glabrata diekstraksi
berturut-turut dengan n-heksana, etil asetat, dan
metanol pada suhu kamar. Ekstrak etil asetat
difraksinasi dengan kromatografi vakum-cair (KCV))
pada silika gel Ggo menggunakan elusi gradien. Fraksi
KCV kemudian dipisahkan dengan kromatografi kolom
fase normal untuk menghasilkan senyawa 1-5.

Senyawa 1 diperoleh berupa serbuk amorf berwarna
putih dan tidak larut baik dalam metanol maupun
aseton. Rumus molekulnya ditentukan sebagai
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Ca1H70011 menurut spektrum HR-TOFMS (ditemukan
m/z 738.9171 [M]* (dihitung untuk CaiH70011 m/z
738.9179) dengan tujuh derajat ketidakjenuhan.
Spektrum IR menunjukkan adanya gugus hidroksil
(3394 cm™) dan ikatan rangkap terisolasi (1631 cm2).
Spektrum 'H-NMR (Tabel 1), menampilkan sinyal
untuk dua karakteristik singlet dari gugus metil tersier
(CHs-18 dan CH3-19) yang beresonansi pada 3y 0,65
dan 0,95 ppm, tiga gugus metil sekunder (u 0,90,
0,80, dan 0,78, masing-masing untuk CHs-21, CH3-26,
CH3-27), dan satu metil primer (CHs3-29) beresonansi
pada 6y 0,83 dan sejumlah tumpang tindih proton
untuk metin alifatik dan metilena. Selain itu, dua
proton anomerik diamati di daerah bidang yang relatif
turun pada &y 4,21 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1) dan 4,87
(1H, d, J = 7.8 Hz, H-1"). Fungsionalitas tambahan
terdiri dari metin teroksigenasi dan metilena
beresonansi pada &4 3.0-4.9 dan proton olefinik pada
81 5.32 (1H, brs, H-6).

Analisis terperinci dari spektra 3C dan DEPT 135
NMR mengungkapkan 41 resonansi karbon yang
konsisten dengan rumus molekul yang ditentukan,
terdiri dari tujuh metin sp3, sebelas metin teroksigenasi
termasuk dua karbon anomerik (64 100.8, C-1’dan C-
1’’) yang sesuai untuk dua unit gula, dua metilen
teroksigenasi, metin olefin (8¢ 121,2, C-6), enam metil,
dan tiga karbon kuartener, yang konsisten dengan
analisis data 'H NMR (Tabel 1). Fungsionalitas ini
menyumbang tiga dari tujuh derajat ketidakjenuhan
yang membutuhkan senyawa menjadi  struktur
tetrasiklik. Data tersebut menunjukkan bahwa senyawa
1 merupakan steroid stigmastan yang memiliki dua
glukosa dalam bentuk hemi-asetal.

Kehadiran ~ kerangka  stigmastan  terutama
dikonfirmasi oleh korelasi *H-'H COSY dan HMBC
(Gambar 2). Pada spektrum HMBC, korelasi diamati
dari sinyal proton H-6 ke C-8 (8¢ 31.5) dan C-10 (8¢
36.2), sedangkan korelasi antara H-6 dan H-7 diamati
pada spektrum 'H-'H COSY, menunjukkan ikatan
rangkap terletak di C-5/C-6. Interpretasi ini konsisten
dengan A°® spirostana (Agrawal et al. 1985).
Interpretasi lebih lanjut spektrum HMBC senyawa 1,
korelasi dari proton metilen H-1 (64 1.78, m dan 1.85,
m) dan H-4 (84 2.09, m dan 2.35, dd, J = 2.6, 13,6 Hz)
ke karbon teroksigenasi pada 6c 76,9 diamati. Korelasi
ini  mengungkapkan bahwa karbon teroksigenasi
terletak di C-3. Proton metin yang terlindung secara
khusus pada 6n 3,46 (H-3) dipecah menjadi triplet
dengan konstanta kopling kecil 45 Hz. Ini
menunjukkan bahwa H-3 tidak menunjukkan korelasi
periplanar dengan proton tetangganya, sehingga H-3
berada dalam orientasi ekuatorial, sedangkan atom
oksigen yang terikat pada C-3 berada dalam orientasi
aksial, menunjukkan konfigurasi p (Agrawal et al.
1985).

Dalam spektrum HMBC, korelasi diamati dari
sinyal proton H-19 ke C-9 dan C-10, memungkinkan
lokasi gugus metil tersier ini melekat pada C-10. Gugus
metil tersier lainnya ditetapkan berdasarkan korelasi

dari H-18 ke C-17, C-14, C-12, dan C-13, dan dari H-
17 ke C-18, menunjukkan bahwa gugus metil dari C-18
adalah melekat pada C-13. Meskipun C-18 dan C-19
diklasifikasikan sebagai gugus metil tersier, mereka
beresonansi pada pergeseran kimia yang berbeda.
Karbon metil sudut C-18 (8¢ 11.7) menunjukkan sinyal
pada daerah medan yang relatif tinggi daripada C-19
(8¢ 19.2) karena terdapat interaksi y-gauche.

Rantai samping struktur tetrasiklik disimpulkan dari
spektrum HMQC, *H-'H COSY, dan HMBC. Dalam
spektrum HMBC, korelasi muncul dari proton metil
pada &n 0,90 (H-21) menjadi karbon metilen pada C-22
(8¢ 33,5) dan karbon metin sp® pada C-20 (6¢c 35,5).
Selanjutnya, korelasi proton vicinal H-20 dan H-21
diamati dalam spektrum H-H CosY,
mengungkapkan gugus metil sekunder C-21 melekat
pada C-20. Pada spektrum HMBC, proton metil tersier
dari H-26 (o4 0.80) dan H-27 (6n 0.78) berkorelasi
dengan sinyal karbon pada C-24 dan C-25, sedangkan
spektrum *H-H COSY menunjukkan korelasi antara H
-25 dan H-26, menunjukkan bahwa kelompok metil C-
26 dan C-27 berada dalam posisi geminal melekat pada
C-25. Gugus metil lain ditetapkan menurut korelasi
yang diamati dari sinyal proton pada &¢ 0,83 (m, CHs-
29) menjadi karbon metin pada C-24 (6¢c 45,2) dan
karbon metilen pada C-28 (5¢ 22,7), sedangkan proton
metilena beresonansi pada ¢ 1,17 dan 1,26 (m, H-28)
menunjukkan korelasi dengan karbon metil pada 8¢
11,8 (C-29), serta C-23, C-24, dan C-25, menunjukkan
bahwa etil kelompok melekat pada C-24. Korelasi
HMBC lebih lanjut antara proton metin pada 6y 1.07
(H-17) dan karbon pada ¢ 19.0 (C-21) dan 35.5 (C-20)
memungkinkan penugasan rantai samping Yyang
melekat pada inti steroid pada C-17. Data tersebut di
atas mengungkapkan bahwa aglikon ditentukan sebagai
B-sitosterol yang terkait erat dengan data yang
dilaporkan (Pateh et al. 2009; Jaju et al. 2009; Wang et
al. 2009).

Kehadiran gugus gula ditetapkan berdasarkan
resonansi proton anomerik yang relatif terlindung pada
dn 4.21 (d, J = 7.8, H-1’), menunjukkan Korelasi
dengan sinyal karbon pada ¢ 100.8 (C-1") di HMQC
spektrum. Selanjutnya, proton teroksigenasi lainnya
diamati memiliki korelasi dengan sinyal karbon pada
8¢ > 60 ppm. Pergeseran kimia untuk karbon anomerik
ini tergantung pada konfigurasinya (Agrawal et al.,
1985). Menurut Qiu et al. (2000), gugus gula memiliki
konfigurasi B yang menunjukkan munculnya sinyal
karbon anomerik pada 8¢ > 99 ppm, sedangkan
konfigurasi o menunjukkan nilai 8¢ < 94 ppm yang
lebih kecil. Selain itu, nilai konstanta kopling dapat
diterapkan secara umum untuk mengevaluasi
konfigurasi anomerik (Agrawal et al., 1985). Nilai
konstanta kopling (3J) untuk C-1° adalah 7,8 Hz
menunjukkan  kopling  trans-diaxial,  sehingga
memungkinkan hubungan B-glikosidik untuk kelompok
gula pertama (Tchinda et al. 2002). Lebih lanjut
dikonfirmasi dalam spektrum HMBC dengan korelasi
antara H-1’ dan C-3 aglikon. Korelasi ini, dalam
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Tabel 1. Data 'H dan *C NMR senyawa 1-5

Position 13C NMR 'H NMR
8¢ (mult.) du (integral, mult., J Hz)
1 36.8 (1) 1.78 (1H, m)
1.85 (1H, m)
2 31.4 (1) 1.52 (1H, m)
1.90 (1H, m)
3 76.9 (d) 3.46 (1H, t, 4.5)
4 38.3 (t) 2.09 (1H, m)
2.35 (1H, dd, 2.6, 13.6)
5 140.5 (s) -
6 121.2 (d) 5.32 (1H, br. s)
7 29.3 (1) 1.69 (1H, m)
1.80 (1H, m)
8 31.5(d) 1.94 (1H, m)
9 49.6 (d) 0.89 (1H, m)
10 36.2 (s) -
11 20.7 (t) 1.38 (1H, m)
1.50 (1H, m)
12 39.2 () 1.13 (1H, m)
2.80 (1H, m)
13 41.9 (5) -
14 56.2 (d) 1.01 (1H, m)
15 23.9 (1) 1.24 (1H, m)
1.59 (1H, m)
16 27.8 (1) 1.25 (1H, m)
1.59 (1H, m)
17 55.4 (d) 1.07 (1H, dd, 1.9, 3.2)
18 11.7 (q) 0.65 (3H, s)
19 19.2 (q) 0.95 (3H, s)
20 35.5 (d) 1.35 (1H, m)
21 19.0 (q) 0.90 (3H, d, 6.5)
22 33.5 () 0.99 (1H, m)
1.50 (1H, m)
23 25.5 (1) 1.14 (1H, m)
1.77 (1H, m)
24 45.2 (d) 0.91(1H, d, 6.5)
25 28.7 (d) 1.63 (1H, dd, 6.5, 11.7)
26 19.7 (q) 0.80 (3H, d, 6.5)
27 18.6 (q) 0.78 (3H, d, 6.5)
28 22.7 (t) 1.17 (1H, m)
1.26 (1H, m)
29 11.8(q) 0.83 (3H, d, 6.7)
1 100.8 (d) 4.21 (1H,d, 7.8)
2’ 73.5(d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
4 76.9 (d) 3.13 (1H, dd, 3.9, 9.1)
5 70.1 (d) 3.03 (1H, dd, 5.8, 9.1)
6’ 61.1 (t) 3.64 (1H, dd, 5.8, 9.7)
3.40 (1H, m)
1” 100.8 (d) 4.87 (1H,d, 7.8)
2" 73.5(d) 2.89 (1H, dd, 3.9, 7.8)
3" 76.8 (d) 3.06 (1H, m)
4" 76.9 (d) 4.89 (1H,d, 5.2)
5" 70.1 (d) 4.43 (1H,t,5.2)
6" 61.1 (t) 3.64 (1H, dd, 5.8, 9.7)

3.40 (1H, m)
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kombinasi dengan pergeseran kimia C-3 yang relatif ke
bawah (8¢ 76,9) menyarankan gugus gula terkait pada
C-3 karena sebagian besar saponin memiliki bagian
gula di situs ini (Agrawal et al. 1985).

Jenis gula yang berikatan dengan aglikon dikenali
berdasarkan nilai konstanta vicinal coupling (3J).
Hubungan Karplus memberikan nilai perkiraan untuk
3] sebagai fungsi sudut dihedral antara proton. Proton
vicinal pada kedua orientasi aksial memiliki 3Jaa =~ 12
Hz yang jauh lebih besar dari 3Jee = 3Jae = 2-5 Hz.
Dalam molekul dengan heteroatom (gula piranosa),
kopling vicinal lebih kecil, dengan nilai tipikal *Jaa ~ 9
Hz dan 3Jae = 4 Hz (Tchinda et al., 2002). Proton H-
1’/H-2> memiliki nilai 3J sebesar 7,8 Hz, menunjukkan
kopling trans-diaxial. Besarnya nilai tetapan vicinal
coupling J = 9.1Hz juga diamati untuk H-4’/H-5,
menunjukkan konformasi glukosa. Kehadiran unit
heksosa juga dikonfirmasi dalam spektrum HMBC
dengan korelasi antara H-2’ dan C-1’, C-3’, dan C-4’.
Korelasi juga diamati dari H-3* ke C-5°, dari H-4" ke
C-2’dan C-5’, dan dari H-5° ke C-3° dan C-4’.
Konektivitas proton glukosa terungkap dalam spektrum
1H- 1 H COSY oleh puncak silang dari proton vicinal
H-1’ ke H-2’dan H-3* ke H-2’.

Sinyal proton anomerik lain dari bagian gula kedua
muncul sebagai doublet pada 1 4,87 (H-1”); konstanta
kopling J = 7,8 Hz menunjukkan konfigurasi  dari
residu gula kedua. Jumlah sinyal anomerik menentukan
jumlah monosakarida (Agrawal et al., 1985). Satu-
satunya perbedaan dibandingkan dengan glukosa
pertama adalah konstanta kopling H-4’’dan H-
5’tampak lebih kecil (J = 5,2 Hz), menunjukkan
kopling aksial-ekuator. Akibatnya, kelompok gula
kedua ditugaskan sebagai galaktosa. Posisi galaktosa
diungkapkan oleh korelasi yang diamati dari H-
1’dengan karbon oxymethine glukosa pada &c 76,8,
menunjukkan hubungan interglikosidik f(1—4). Selain
nilai pergeseran kimia C-4’(6c 76.8) dibandingkan
dengan C-4 (8¢ 70.3) dari metil glikosida menunjukkan
gula terikat pada karbon ini. Dengan demikian,

OH

senyawa 1 ditentukan sebagai saponin baru dan diberi
nama [-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil(1—4)-p-
D-glukopiranosida.

Pola fragmentasi juga diselidiki untuk memastikan
struktur senyawa saponin yang memiliki dua bagian
gula. Dalam ESI-MS, ion molekuler [M]+ (m/z
738.9171) menghasilkan ion fragmen utama pada m/z
577.7930, 415.1431, dan 396.2939 yang dihasilkan dari
hilangnya satu galaktosil, satu glukosil, dan satu
molekul air secara berturut-turut. lon fragmen pada m/z
415.1431 dianggap sebagai ion diagnostik untuk
aglikon p-sitosterol (Jaju et al. 2009; Zhang et al.
2014).

Perbandingan spektrum 'H dan 3C dari senyawa
hasil isolasi dengan literatur (Jaju et al. 2009),
mengungkapkan bahwa kedua senyawa tersebut
berkerabat dekat baik pada gugus aglikon maupun
glukosa yang terikat langsung pada C-3 aglikon.
Namun, perbedaan utama muncul dari berbagai jenis
hubungan interglikosidik. Pergeseran kimia C-2° dari
glu (8¢ 81.3) yang dilaporkan dalam literatur lebih
terlindung dibandingkan dengan senyawa yang
diisolasi, menunjukkan hubungan interglikosidik
B(1—2). Perbedaan lain dihasilkan dari monosakarida
yang berbeda di mana sitosterol dari literatur yang
dilaporkan memiliki dua unit glikosil.

Senyawa yang telah diketahui, stigmast-5-en-
3B,4B-diol (2) (Kimura et al. 1995), stigmasterol-3-O-
B-D-glukosida (3) (Tchinda et al. 2002; Wang et al.
2009; Donfack et al. 2012), stigmasterol (4)
(Chaturvedula & Prakash 2012), dan stigmasterol 3-O-
B-D-glukosida (5) (Tchinda et al. 2002; Wang et al.
2009 & Donfack et al. 2012) diidentifikasi dengan
membandingkan data spektroskopi mereka dengan nilai
yang dilaporkan.

Hasil uji sitotoksik dari lima senyawa yang diisolasi
1-5 terhadap sel leukemia murine P-388 dilakukan
sesuai dengan metode yang dijelaskan dalam makalah
dan Alley et al., 1998) dan digunakan Artonin E (ICsp

Gambar 1. Senyawa (1) B-sitosterol-3-O-B-D-galaktopiranosil(1—4)-B-D-glukopiranosida, (2) stigmast-5-en-
3B,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-B-D-glukosida, stigmasterol (4) stigmasterol, (5)dan stigmasterol 3-O-B-D-

glukosida (5).
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1H-1H cosy

Gambar 2. Spektrum korelasi HMBC dan *H-'H COSY senyawa (1).

Tabel 2. Uji sitotoksik senyawa 1-5 terhadap sel P-388 murine leukemia.

Compounds 1Cs0 (M)
[-sitosterol-3-O-B-D-galactopyranosyl(1—4)-p-D- 45.8
glucopyranosida (1)
stigmast-5-en-3p,4p-diol (2) 46.2
stigmasterol-3-O-B-D-glucosida (3) 52.0
stigmasterol (4) 12.2
stigmasterol 3-O-B-D-glucosidea (5) 51.8
Artonin E (positif control) 0.20

0,3 ng /mL) sebagai kontrol positif (Hakim et al.,
2007). Aktivitas sitotoksisitas senyawa 1-5 ditunjukkan
pada Tabel 2. Di antara senyawa tersebut, stigmasterol
(4), tidak adanya bagian gula menunjukkan aktivitas
terkuat, sedangkan stigmast-5-en-3,4p-diol (2), adanya
gugus hidroksil pada cincin A menunjukkan aktivitas
yang lemah. Hasil ini menunjukkan bahwa keberadaan
gula dan gugus hidroksil dalam struktur steroid dapat
menurunkan aktivitas sitotoksik.

KESIMPULAN

Hasil isolasi ekstrak etil asetat dari kulit batang A.
glabrata didapatkan lima senyawa golongan steroid
yaitu @ B-sitosterol-3-O-p-D-
galaktopiranosil(1—4)-p-D-glukopiranosida
merupakan senyawa baru, (2) senyawa stigmast-5-en-
3B,4p-diol, (3) stigmasterol-3-O-B-D-glukosida, (4)
stigmasterol, dan (5) stigmasterol 3-O-p-D-glukosida
dimana senyawa (4) aktivitas sitotoksik terkuat
dengan nilai ICsp sebesar 12.2 pg/mL.
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