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Laporan yang berjudul ”Studi Derivat Chatechin Sebagai Bahan Baku Antivirus HIV
Tahap 1 : Derivatisasi Isolat Catechin dan wuncaria gambir roxb.” ini merupakan
pengembangan obat baru anti virus HIV/AIDS dan senyawa bahan alam. Penelitian ini
merupakan studi pendahuluan dalam pengadaan bahan baku obat untuk mengatasi
HIV/AIDS. Indonesia mempunyai kekayaan hayati yang besar terutama tanaman obat
yang secara turun temurun telah digunakan sebagai obat tradisional. Banyak tanaman
obat yang secara empirik telah digunakan masyarakat sebagai terapi imun dan terapi
adjuvant pada infeksi HIV/AIDS. Oleh karena itu dalam rangka kemandirian bahan baku
obat maka dilakukan upaya penelitian derivatisasi chatechin ini.

Penelitian ini dikerjakan bersama melalui kerjasama antar institusi LIPI dan Pusat
Biomedis dan Teknologi dasar Kesehatan. Pemerksaan bersama sangat membutuhkan
kerjasama antara institusi, baik mengenai tukar informasi mengenai metode pemeriksaan,
cara isolasi dan derivatisasi, sampai pada penyampaian hasil. Bersama ini kami sampaikan
bahwa keberhasilan ini sdak terlepas dari kerja keras peneliti dan litkayasa dalam
menyelesaikan kerja bersama.

Akhir kata semoga Laporan ini dapat dimanfaatkan dan dapat berguna bagi kesehatan
masyarakat.

Jakarta, Desember 2012
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RINGKASAN EKSEKUTIF

Judul: Derivat Catechin sebagai Bahan Baku Antivirus HIV. TAHAP I: Derivatisasi Isolat
Catechin dari Uncaria gambir ROXB.

Nama penyusun: Lina Rustanti, M.Mol. Biol., Apt.

Latar belakang: Kasus HIV/AIDS di Indonesia masih cukup tinggi. Akan tetapi, obat-
obat antiretroviral (ARV) yang ada saat ini memiliki banyak keterbatasan. Indonesia
memiliki potensi sumber daya hayati yang besar dalam etnofarmakologi. Salah satunya
adalah ekstrak gambir yang selama ini merupakan komoditi ekspor besar sebagai bahan
penyamak. Ekstrak gambir ini memiliki kandungan catechin yang tinggi. Derivat catechin,
antara lain epigallocatechin gallate (EGCG) dan epicatechin gallate (ECG), telah terbukti
secara molekuler memiliki potensi inhibitor enzim integrase sehingga menghambat
penempelan virus HIV pada sel CD4, selain juga menghambat enzim polymerase dan
reverse transcriptase (RT).

EGCG dan ECG yang selama ini beredar di pasaran berasal dari ekstrak teh hijau.
Harganya mahal karena perlu jumlah simplisia yang besar untuk mendapatkan isolamnya.
Oleh karena itu, penelitian ini menderivatisasi isolat catechin gambir menjadi EGCG dan
ECG sebagai kandidat antivirus HIV.

Tujuan: Penelitian ini merupakan studi pendahuluan dalam rangka kemandirian bahan
baku obat untuk mengatasi HIV/AIDS. Pada penelitian ini dilakukan sintesis senyawa
turunan catechin, yaitu EGCG dan ECG, dimana digunakan catechin sebagai senyawa
induknya. Adapun tahapan yang akan ditempuh dalam penelitian ini menuju keluaran
produk adalah sebagai berikut:

Tahap I (tahun 2012) : Derivatisasi EGCG dan ECG dari isolat catechin Uncaria
gambir Roxb.

Tahap II (tahun 2014) : Kultur beberapa strain virus HIV yang berasal dari Indonesia dan
uji aktivitas farmakologi senyawa EGCG dan ECG sebagai anti-HIV secara invitro
(molekuler)

Tahap III (tahun 2015) : Studi interaksi molekuler obat dan reseptor untuk
mengetahui mekanisme aksi farmakologi

Tahap IV (tahun 2016) : Studi formulasi senyawa hasil derivatisasi sebagai sediaan
antivirus dan studi toksisitas

Hasil utama: Hasil utama dari penelitian ini adalah produk dan metode. Produk derivat
catechin yang berhasil didapatkan dalam penelitian ini baru catechin gallate, yang
didapatkan dengan cara derivatisasi isolat catechin Uncaria gambir Roxb. dengan metode
sintesa tak langsung dengan proteksi gugus hidroksil catechin.

Relevansi: Senyawa yang berhasil didapatkan dalam penelisan ini potemsial untuk

dikembangkan lebih lanjut sebagai antivirus untuk HIV-1., Ini juga mendukung
kemandirian bahan baku obat.
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Kesimpulan: Catechin gallate berhasil disintesa melalui derivatisasi isolat catechin dan
ekswak Uncaria gambir Roxb. Metode yang paling optimal untuk menghasilkan senyawa
catechin gallate dari isolat catechin adalah dengan derivatisasi secara tidak langsung, yaitu
melalui tahap proteksi gugus OH pada catechin dan juga proteksi senyawa pereaksinya
yaitu methyl gallate. Epimer catechin gallate, yaitu Epicatechin gallate (ECG) masih belum
terbentuk karena masib perlu optimasi metode oksidasi-reduksi untuk pembentukan

senyawa epimer.

Senyawa target kedua yaitu Epigallocatechin gallate (EGCG) tidak berhasil disintesa dan
derivatisasi catechin dikarenakan ketidakselektifan gugus untuk penambahan hidroksil.
Pembentukan senyawa EGCG dari catechin sebagai starting material memerlukan tahap
reaksi yang lebih kompleks yang membutubkan cold chain dan reaksi pada suhu sangat

dingin (-80 °C).

Saran: Untuk pengembangan derivat catechin menuju antivirus HIV utamanya ECG yang
dihasilkan dalam penelitian ini, perlu dilakukan penelitian lanjut mengenai metode
epimerisasi yang paling tepat dengan reagen yang sesuai dan mudah didapat.

Pengembangan senyawa EGCG dari isolat catechin bisa dilakukan tetapi memerlukan
peralatan yang tidak sederhana karena perlunya reaksi pada suhu dingin. Sebagai altematif,
bisa dikembangkan penelitian untuk membuat EGCG dengan cara sintesa murmj,
Pengembangan senyawa EGCG dari isolat catechin bisa dilakukan tetapi memerlukan
peralatan yang tidak sederhana karena perlunya reaksi pada suhu dingin. Sebagai alternatif,,
bisa dikembangkan penelitian untuk membuat EGCG dengan cara sintesa mumi.
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ABSTRAK

Latar belakang : Jumlah kasus Acquired Immunune Deficiency Syndrom (AIDS) di
Indonesia yang dilaporkan sebanyak 24.131 kasus di 33 provinsi. Dari jumlah kasus
tersebut, 4.250 kasus atau 18.7% diantaranya meninggal dunia. Sampai saat ini Obat-obat
yang ada hanya bertujuan untuk memperlambat perkembangan infeksi HIV menjadi
AIDS dan memperpanjang angka harapan hidup pasien dengan AIDS. Indonesia
mempunyai kekayaan hayati yang besar terutama tanaman obat yang secara turun
temurun telah digunakan sebagai obat tradisional. Banyak tanaman obat yang secara
empirik telah digunakan masyarakat sebagai terapi imun dan terapi adjuvant pada
infeksi HIV/AIDS. Salah satu tanaman obat yang potensial sebagai antivirus yaitu
Uncaria gambir Roxb. Tanaman gambir banyak mengandung chatecin dengan derivatisasi
akan diharapkan terbentuk senyawa Epigallocatechin gallate (ECGC) dan Epicatechin
gallate (ECG). Senyawa ini yang berperan sebagai antivirus dan diharapkan akan menjadi
bahan baku antivirus.

Metode : Tahap pengerjaan meliputi : karakterisasi ekstrak gambir (non spesifik: kadar air,
susut pengeringan, kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam serta spesifik : penetapan
kadar chatecin). Tahap selanjutnya adalah isolasi dan pemumian chatecin dari ekstrak
gambir. Isolat catechin yang diperoleh diderivatisasi dengan menggunakan metode
langsung dan tidak langsung. Metode langsung ini merupakan esterifikasi secara langsung
chatecin dan asam galat dan metode tak langsung meliputi proteksi, esterifikasi dan
deproteksi. Hasil reaksi diidentifikasi dengan menggunakan : Spektrofotometer IR,
LCMSMS dan NMR.

Hasil : Karakterisasi non spesifik untuk susut pengeringan 16,04 %, kadar air 11,96 %,
kadar abu total 1,01 %, kadar abu tidak larut asam 0,42%. Kadar chatecin 92%. Purifikasi
chatecin sebanyak diperoleh 5,235 gram. Metode sintesa tidak langsung optimal untuk
derivatisasi catechin, sedangkan metode langsung tidak menghasitkan produk yang
catechin gallate. Epicatechin gallate dan Epigallocatechin gallate belum berhasil
didapatkan.

Kata kunci : HIV, catechin, ECG, EGCG, derivatisasi, Uncaria gambir Roxb.
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I. PENDAHULUAN

Menurut data Ditjen Pengendalian Penyakit dan Penyehatan Lingkungan (PP
&PL) Kementerian Kesehatan Rl per Desember 2010, secara kumulatif jumlah kasus
Acquired Immunune Deficiency Syndrom (AIDS) di Indonesia yang dilaporkan sebanyak
24.131 kasus di 33 provinsi. Angka kejadian AIDS tertinggi dilaporkan dari provinsi
Papua, diikuti oleh Bali dan DKI Jakarta. Proporsi kasus tertinggi adalah pada usia

produktif sebanyak 49,07%. Dari jumlah kasus tersebut, 4.250 kasus atau 18.7%

1
diantaranya meninggal dunia.

Sampai saat ini, belum ada obat yang sepenuhnya dapat menyembuhkan
Human Immunodeficiency Virus (HIV)/AIDS. Obat-obat yang ada hanya bertujuan
untuk memperlambat perkembangan infeksi HIV menjadi AIDS dan memperpanjang
angka harapan hidup pasien dengan AIDS. Antiretroviral (ARV) yang sudah ada
berfungsi untuk menghambat replikasi virus, salah satunya yaitu dengan mengikat enzim
reverse lranscriptase dan protease yang diperlukan dalam replikasi HIV. Harga ARV
cukup tinggi dan sebagian ARV yang dipakai di Indonesia merupakan produk impor.
Untuk mengoptimalkan akses terhadap obat- obat ARV tersebut diperlukan dana
subsidi yang besar. Selain itu, ARV yang selama ini digunakan memiliki banyak
keterbatasan, antara lain; munculnya interaksi dengan obat-obatan lain mengingat pasien
dengan AIDS sebagian besar mengkonsumsi obat lain selain ARV, jumlah dan jenis

obatnya terbatas, banyak efek samping yang ditimbulkan sehingga mengakibatkan

2
rendahnya tingkat kepatuhan pasien serta munculnya resistensi. Resistensi juga

3
dipicu oleh variasi genetik dari virus.

Indonesia mempunyai kekayaan hayati yang besar terutama tanaman obat yang secara
turun temurun telah digunakan sebagai obat tradisional. Banyak tanaman obat yang
secara empirik telah digunakan masyarakat sebagai terapi imun dan terapi adjuvant

pada infeksi HIV/AIDS.! Berdasarkan hasil Riskesdas 2010, presentase penduduk

4
umur 215 tahun yang memilih pengobatan tradisional adalah sebesar 45,17%.

Salah satu tanaman obat yang potensial sebagai antivirus yaitu Uncaria gambir Roxb.



Gambir merupakan tanaman khas dari daerah Sumatera Barat, Sumatera Selatan dan

Bengkulu. Ekstrak kering gambir merupakan komoditas unggulan dari daerah tersebut.

5
Hampir 90% pasokan gambir untuk ekspor dihasilkan dari Sumatera Barat. Secara

tradisional, gambir telah banyak digunakan sebagai obat diare, disen#i, antivirus, luka

67
bakar dan sariawan mulut (obat kumur). Kandungan kimia gambir adalah catechin (7-

33%), asam catechu tanat (20-55%), pyrocathecol (20-30%), gambir fluoresen (1-3%),
catechu merah (3-5%), quersetin (2-4%), fixed oil (1-2%), lilin (1-2%) dan alkaloid

dalam kadar kecil. Selain itu, gambir juga mengandung catechin yang mempunyai

gugus gallat seperti gallocatechin dan catechin gallate.g Sedangkan kandungan
katekin di daun teh hijau berkisar sekitar 10% bobot kering, termasuk ECG dan EGCG.
Derivat katekin yang berpotensi sebagai antivirus yaitu epigallocatechin gallate (EGCG)
dan epicatechin gallate (ECG).’

Molekul CD4 merupakan target pengikatan HIV dalam proses terjadinya infeksi.
EGCG telah terbukti secara molekuler mampu menghambat infeksi HIV dengan cara
mengikat asam amino Arginin (Arg59) dan Aspargin (Asn39) pada rantai samping
CD4+ T-sel yang merupakan sisi aktif untuk berikatan dengan HIV envelope
glycoprotein (gpl20). Dengan terblokimya CD4 reseptor, maka gpl20 pada IV
envelope tidak bisa mengikat permukaan sel CD4 untuk fusi. Berdasarkan simulasi
molekular docking pada gambar 1, EGCG mengikat domain D1 pada CD4
membentuk EGCG-CD4 complex. Ikatan hidrogen terbentuk antara Arg59 pada CD4
dengan O8 pada gugus karboksil EGCG. Pada saat ada HIV, gugus NH yang berasal
dari backbone Glisin (Gly431) pada gpl20 virus membentuk ikatan hidrogen dengan
gugus amin Asn39 pada CD4. lkatan hidrogen ini justru menstabilkan ikatan antara

EGCG dengan CD4 membentuk kompleks gpl20-EGCG-CDA4. Dengan demikian,

9
EGCG berperan sebagai HIV-1 entry inhibitor.



9
Gambar 1. Ikatan EGCG terhadap gp120 dan CD4 dalam komplek gp120-EGCG-CD4.

Penelitian lain menemukan bahwa EGCG dan ECG merupakan inhibitor enzimn
HIV-1 integrase. Dengan cara tersebut, materi genetik HIV tidak bisa berintegrasi
dengan DNA pada sel CD4 T-sel manusia sehingga tidak terekspresikan. Gambar 1

berikut menjelaskan lokasi ikatan EGCG dengan enzim HIV-1 integrase, yaitu

10
mengikat asam amino Glutamin (GIn148)dan Tyrosin (Tyr 143).

10
Gambar 2. Interaksi senyawa Epigallocatechin gallate dengan enzim HIV-1 integrase.

Disamping itu, ada pula penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa catechin
terasetilasi mampu menginhibisi enzim polymerase sehingga menghambat

terbentuknya asam nukleat HIV. Inhibition concentration (1C50) EGCG dan ECG

3
terhadap enzim polymerase berturut-turut adalah 0,73 pM dan 0,76 uM. EGCG dan
ECG juga terbukti poten sebagai inhibitor enzim HIV-1 Reverse Transcriptase (RT)
dengan IC50 sebesar 0,0066 pM dan 0,084 pMberturut-turut terhadap hasil kloning



1

1
HIV-1 RT.

Penelitian tersebut diatas menggunakan isolat EGCG dan ECG yang berasal dari daun

teh hijau. EFGCG merupakan salah satu jenis catechin. Ekstrak gambir memiliki
%
kandungan catechin yang tinggi yaitu sebesar 80-90% , sedangkan pada ekstrak teh

hijau kandungan EGCG dan ECG sekitar 30-40%9. Ekstrak gambir telah banyak
diteliti baik khasiat maupun toksisitasnya. Penelitian mengenai mutagenitasnya
membuktikan bahwa ekstrak gambir tidak bersifat mutagenik. Akan tetapi, belum ada
data mengenai kandungan FGCG dan ECG di dalam gambir maupun data mengenai
derivatisasi EGCG dan ECG dari isolat catechin gambir. Oleh karena itu,
penelitian ini akan menderivatisasi catechin yang berasal dari ekstrak gambir menjadi

EGCG dan ECG.

Penelitian mengenai genotyping virus HIV yang dilakukan oleh Pusat Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan Balitbangkes telah berhasil mengidentifikasi HIV strain
dari delapan site di Indonesia. Disamping itu, Balitbangkes juga menyimpan isolat
virus yang bisa digunakan untuk pengembangan obat antiviral yang spesifik untuk virus
yang ada di Indonesia. Penelitian selanjumnya akan memanfaatkan hasil isolat virus
tersebut dalam bentuk kultur dan RNA untuk studi farmakologi molekuler jika EGCG
dan ECG sudah berhasil didapatkan. Pada tahap selanjunya akan juga dilakukan
simulasi interaksi struktur obat dan reseptor untuk memperkirakan hubungan

antara struktur dan aktivitas farmakologisnya.

Pada penelitian ini dilakukan sintesis senyawa turunan catechin, yaitu EGCG dan ECG,
dimana digunakan catechin sebagai senyawa induknya. Senyawa turunan catechin ini
diperoleh melalui %iga jenis reaksi sintesis. Pertama, reaksi proteksi terhadap gugus
hidroksi pada cincin A dan B kerangka dasar caftechin dan juga proteksi pada asam
gailat. Jenis reaksi kedua merupakan reaksi esterifikasi gugus bhidroksi pada C-3
dengan asam galat. Reaksi ketiga adalah deproteksi menggunakan 10% Pd/C dan
gas H2. Hasil reaksi diidentifikasi dengan menggunakan  kromatografi lapis

tipis (KLT)dan  dimumikan dengan menggunakan kromatografi kolom.



Identifikasi  struktur molekul dilakukan  dengan menggunakan

spekwofotometer FT-IR, LC-MS/MS, dan spekwometer Nuclear Magnetic
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Resonance ( HNMR dan C NMR).

Penelitian ini merupakan studi pendahuluan dalam rangka kemandirian bahan baku
obat untuk mengatasi HIV/AIDS. Adapun tahapan yang akan ditempuh dalam
penelitian ini menuju keluaran produk adalah sebagai berikut:

Tahap I (tahun 2012) : Derivatisasi Epigallocatechin gallate (EGCG) dan
Epicatechin gallate (ECG) dari isolat catechin Uncaria gambir Roxb.

Tahap 1 (tahun 2014) : Kultur beberapa strain virus HIV yang berasal dari Indonesia
dan uji aktivitas farmakologi senyawa EGCG dan Epicatechin gallate (ECG)
sebagai anti-HIV secara invitro (molekuler)

Tahap I (tahun 2015) : Studi interaksi molekuler obat dan reseptor untuk
mengetahui mekanisme aksi farmakologi

Tahap IV (tahun 2016) : Studi formulasi senyawa hasil derivatisasi sebagai sediaan

antivirus dan studi toksisitas



HI1. TUJUAN DAN MANFAAT

A. TUJUAN

Tujuan Umum:
Pengembangan obat baru antivirus HIV dan senyawa bahan alam Uncaria gambir Roxb.

Tujuan Khusus:

1. Mendapatkan isolat catechin dari ekstrak gambir

2. Idenxfikasi dan karakterisasi catechin

3. Mendapatkan senyawa EGCG dan ECG melalui tahapan derivatisasi dan catechin
4. Identifikasi dan karakterisasi senyawa EGCG dan ECG

B. MANFAAT

Melalui penelitian ini, diharapkan akan didapat senyawa EGCG dan ECG yang berkhasiat
antivirus dan potensial melawan infeksi HIV. Didapatkannya senyawa ini melalui
derivatisasi catechin merupakan tahap awal pengembangan obat baru untuk HIV/AIDS
menuju tercapainya kemandirian bahan baku obat HIV/AIDS.



IL TINJAUAN PUSTAKA

HIV termasuk ke dalam lentivirus yang masuk ke dalam family Retroviridae. Di dalam
genomnya terdapat 3 gen utama, yaitu: gag pol dan env. Gen gag mengkode protein
prekursor Gag yang dibelah oleh protease viral menjadi protein matriks, capsid, dan
mucleocapsid. Gen pol mengkode enzim virus yang digunakan untuk memulasi sintesis
motein prekursor GagPol. Gen env diekspresikan pertama kali sebagai sebuah poliprotein
precursor yang dibelah oleh protease seluler menjadi protein permukaan gp120 dan protein

transmembran gp41.16

Siklus hidup virus HIV terdiri dari 6 tahap yaitu: (1) binding and fusion, (2) reverse
wanscription, (3) integration, (4) transcription, (5) assembly,(6) budding. Pada tahap
binding and fusion, Siklus hidup virus HIV dimulai dengan virus yang berikatan dengan
reseptor CD4 dan satu dari 2 co-receptor pada permukaan T-limfosit. Kemudian virus
berfusi dengan sel inang. Setelah fusi, virus akan melepaskan RNA ke dalam sel inang.
Pada tahap Reverse Transcription, enzim reverse transcriptase akan mengkonversi RNA
single-stranded menjadi DNA double-stranded. Pada tahap Integration, DNA HIV yang
baru terbentuk masuk ke dalam inti sel inang dan menyisip ke dalam DNA sel inang. DNA
yang terintegrasi ini dinamakan provirus. Provirus dapat inaktif untuk beberapa tahun,
tidak memproduksi atau memproduksi beberapa kopi HIV. Pada tahap Transcription,
ketika sel inang menerima sinyal untuk menjadi aktif, provirus menggunakan enzim inang,
yaitu RNA polymerase untuk mengkopi material genetic HIV menjadi mRNA. Pada tahap
Assembly, Enzim protease akan memotong rantai panjang protein HIV menjadi protein
individual yang lebih kecil. Protein HIV yang lebih kecil akan terkopi bersamaan dengan
RNA dan partikel virus yang baru akan terbentuk. Di tahap budding, virus baru yang
terbentuk akan mendorong keluar dari sel inang dan mengambil sisi luar envelo pe sel yang
akan melapisi sel. Envelope ini dinamakan HIV glycoprotein yang berguna bagi virus
untuk berikatan dengan CD4 dan co-receptor. Kopi HIV terbaru dapat bergerak untuk

menginfeksi sel lainnya.'”

Obat anti-HI'V memiliki target pada tahap-tahap yang berbeda pada siklus hidup virus. Saat
ini ada 24 obat yang telah disetujui oleh Food and Drug Administration (FDA) Amerika
Serikat. Kedua puluh empat obat ini diklasifikasikan menjadi empat kelompok yang

berbeda: Fusion/Entry Inhibitor (¥I), Reverse Trancriptase Inhibitors (RT-I), Integrase



Inhibitor (IN), dan Protease Inhibitor (PI).'®

Mutasi genetik yang mengakibatkan resistensi obat meningkat dan terakumulasi pada
genom HIV. Hal ini terutama dikarenakan dua alasan yaitu: (a) kurangnya aktivitas
pembacaan-bukti RT, menghasilkan laju mutasi yang wnggi per pasang basa dalam setiap
siklus replikasi'® dan (b) laju replikasi virus HIV yang tinggi.?® Seluruh terapi anti-HIV
saat ini selalu mengarah kepada resistensi obat karena mutasi virus yang menjadi salah satu
penyebab utama kegagalan terapi.?‘l Beberapa tanaman obat yang mengandung terpenoid,

kumarin, alkaloid, polifenol, tannin, dan flavonoid telah terbukti mampu memiliki ak#ivitas

anti-HIV.?

ECG merupakan inhibitor spesifik dan efektif terhadap aktivitas polimerase virus. ECG
juga merupakan inhibitor HIV-1 RT yang poten dengan nilai ICsy 0.5pg/ml. Isomer (-)
menunjukkan aktivitas inhibitor sedangkan isomer (+) tidak. Untuk sisi ikatan protein bagi
ECG masih belum jelas. ECG memiliki potensi kecil sebagai inhibitor HIV-RT.? Selain
berperan sebagai anti-HIV, ECG dan EGCG juga berperan dalam antivirus influenza.
Untuk awal skrining aktivitas antivirus pada influenza, ECG dan EGCG pada konsentrasi
50pM menghambat lebih dari S0% pembentukan plak virus influenza A dan B. ECG lebih
baik dalam penghambatan plak pada virus H3N2 sedangkan EGCG lebih dalam
penghambatan pada virus influenza B/Yamagata. Sedangkan +(-) katekin hanya mampu
menghambat pembentukan 20% plak pada konsentrasi 600uM. Senyawa katekin dan
derivatnya mampu menghambat adsorpsi virus ke sel darah merah pada jenis virus
influenza yang berbeda dengan tingkat sensitivitas yang berbeda. EGCG memiliki
kemampuan menghambat adsorpsi virus influenza ke darah yang lebih baik dibandingkan
ECG. ECG dan EGCG menghambat enzim neuraminidase secara signifikan pada
konsentrasi tinggi (550 uM dan 350 pM). Melalui uji sitotoksik menggunakan A77 assay,
nilai CCs¢ ECG lebih tinggi dibandingkan EGCG yang menandakan EGCG lebih toksik
dibandingkan ECG. Nilai CCso ECG dan EGCG berturut-turut adalah 525,9 uM dan 275,4
uM. ECG dan EGCG juga menghambat sintesis RNA virus influenza.* Studi ini juga
menunjukkan gugus galat yang terdapat pada ECG dan EGCG berperan penting dalam
aktivitasnya sebagai antivirus.'*® Pada sebuah penellitian ditemukan bahwa penambahan
rantar panjang acyl (C16-C18) pada EGCG akan menambah aktivitas anti influenza

virusnya sebesar 44 kalinya. Kemampuan kimia EGCG melawan degradasi oksidatif juga



meningkat dengan adanya asilasi.?® Gugus galat pada kedua senyawa ini berperan penting

dalam penghambatan aktivitas HIV-1 RT. **%°




IV.PERTANYAAN PENELITIAN

Pada penelitian ini, pertanyaan penelitian yang hendak dijawab  adalah:
"Apakah Epigallocatechin gallate (EGCG) dan Epicatechin gallate (ECG) bisa

disintesa dari isolat catechin Uncaria gambir Roxb.?”
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V.METODE

A.KERANGKA PIKIR PENELITIAN

A/

EGCG &ECG dari teh hijau
terbukti secara molekuler
berpotensi antivirus HIV

Problem: perlujumiah besar
simplisia, handling cost mahal

v

Ekstrak gambir mengandung
catechin dalam jumlah besar

/

[solat catechin dari ekstrak

gambir (rendemen besar~90%)

s

B. TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN
Ekstrak gambir kualitas 1 diperoleh dari Padang. Tempat pengambilan gambir terpilih

akan dicatat. Ekstraksi dengan air dilakukan di Universitas Andalas dengan metode

Sintesis EGCG dan ECG
dari catechin gambir (2012)

™A

Senyawa derivat

catechin dan

b

metode sintesa

-Studi molekuler
farmakologi/uji potensi

Potensi

antivirus

(2013)
v

-Studi Struktur activity
relationship
(2014)

Modelling

structure

4

drug-rece ptor

-Fonnulasi menuju produk
obat jadi

-Stud: toksisitas

(2015)

\‘ Produk
obat

yang telah terstandar. Ekstrak gambir disebut memiliki kualitas I menurut Farmakope
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Herbal bila kandungan katekin dalam ekstrak gambir tidak kurang dari 90%. Isolasi,
identifikasi dan karakterisasi catechin dilakukan di Laboratorium Farmasi Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan. Sintesis, epimerisasi dan derivatisasi akan
dilakukan di laboratorium Kimia LIPI, Serpong, Banten. Penelitian akan dilaksanakan

selama 8 (delapan) bulan pada tahun 2012.

C. JENIS PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian laboratorium eksperimental (non intervensi)

D.DESAIN PENELITIAN

Penelitian ini bersifat eksploratif

E. SAMPEL PENELITIAN
Sampel adalah ekstrak air gambir kualitas ! yang berasal dari Padang, yang diekstraksi

dari simplisia daun Uncaria gambir Roxb. dengan metode standar oleh Universitas

Andalas.

F. DATA YANG DIKUMPULKAN:
1. Identitas dan karakter ekstrak gambir
2. Identitas dan karakter isolat catechin
3. Identitas dan karakter derivat catechin (ECG, ECGC)

4. Rendemen catechin dan derivatnya

G. BAHAN DAN PROSEDUR KERJA

1. Bahan
Ekstrak gambir, baku EGCG (Sigma Aldrich), baku EGC (Sigma Aldrich), baku

ECG (Sigma Aldrich), baku catechin (Sigma Aldrich), baku catechin gallate (Sigma
Aldrich), baku epikatekin (Sigma Aldrich), Baku gallic acid (Sigma Aldrich),
ethanol p.a (Merck), ethanol teknis, TFA (Merck), HCL 32% p.a (Merck), acetone
p.a (Merck), acetone teknis, toluene p.a (Merck), n-hexane p.a (Merck), n-hexane
teknis, Chloroform p.a (Merck), Dichloromethane pa (Merck), Diethyl ether p.a
(Merck), petroleum ether p.a (Merck), dimethyl sulfoxide (Merck), acetic acid
glacial (Merck), silica gel 60 Aluminium sheets (Merck), cellulose HPTLC
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Aluminium sheets (Merck), merkuri chlorida (Merck), timbal (II) asetat (Merck),

ansaldehid solotion (Sigrea), bismut mitrat (Merck), amonmum chlorida (Duchefa),
asam formiat (Merck), asam asetat anhidrat (Merck), na asetat anhidrat (Merck), iron
(I1I) chloride (Merck), ethyl acetate p.a (Merck), ethyl acetate teknis, methanol
HPLC grade (Merck), acetonitrile HPLC grade, silica gel, benzy chloride, benzyl
bromide, kalium karbonat, natrium karbonat, n,n dimethyl formamide, pyridine,
methyl gallate, dicyclohexylcarboimide, DMAP, PA(OR)2/C, 10%Pd/C,
tetrahydrofuran, dioxan, H2, reagen test cyanide, iron II LR, manganese LR,
nitrate/nitrite-N test, vario sulfat, spadns reagent solution, cooper no 2, ammonia no
1, potasium peroksodisulfat, reagen test chloride, trietilamina, silicon oil, sodium
karbonat anhidrat, lanolin, grease glisseal, vaselin, album, pita indikator PH
universal, verification standard kit multidirect, eriochrome black T, pipet

milrokapiler, tube kapiler, desiccator, botol dan pyrex bowl.

2. Alat
HPLC, NMR, LC MS/MS, spektrofotometer, rotavapor, hotplate, oven, termometer,

kondensor, alat gelas.

3. Prosedur kerja

a. Karakterisasi Ekstrak

Karakterisasi ekstrak dilakukan berdasarkan prosedur karakterisasi ekstrak gambir

pada Farmakope Herbal. **

b. Isolasi catechin

Isolasi catechin dari ekswak gambir dilakukan dengan isolasi secara langsung
dengan etil asetat melalui kolom gravitasi. Setelah elusi, Map-tiap fraksi yang
keluar ditampung dengan erlenmeyer lalu dipekatkan dengan rotavapor.
Selanjutnya isolat dikeringkan dalam oven sampai dengan berat tetap dengan suhu
105°C selama 1 jam. Kemudian dari isolat yang didapat, diukur kadar catechin

dengan spektofotometer.
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c. Purifikasi isolat catechin

Isolat catechin yang didapat dipurifikasi dengan metode Kromatografi Kolom
Cair Vakum (KKCV). Untuk satu kali purifikasi, sejumlah 7 gram isolat yang
didapat dari tahap isolasi dilarutkan dalam 10 m} metanol dan ditambahkan 21
gram silika gel 60 (impreg). Kolom disiapkan dengan cara memasukkan sejumlah
70 gram silika gel S00 macroporus ke dalam kolom, selanjutnya ditekan sambil
divakum. Sampel yang telah diimpreg ke dalam silika gel 60 dimasukkan ke
dalam kolom. Elusi dilakukan dengan menggunakan heksan-etil asetat dengan
metode gradien eluen (peningkatan kepolaran) dengan tampungan 100 ml.

Gradien solven yang digunakan adalah sesuai dengan tabel 1 berikut:

Tabel 1. Gradien solven purifikasi isolat catechin

WEIERE R e o bt ki e e
| . Heksan | ' EtilAsetat = | Metanol
i 100 0 0
2 80 15 5
2 60 35 5
a. 50 a5 5
5. 45 55 5
6. 0 100 0
¥ 0 0 100

Selanjutnya dimonitor dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Fraksi

dengan Rf yang sama dikumpulkan dan dievaporasi.

. Derivatisasi catechin

Untuk mencart metode yang paling tepat untuk derivatisasi catechin, terlebih
dahulu dilakukan optimasi metode. Optimasi dilakukan dengan dua cara yaitu

dengan metode tak langsung (proteksi) dan metode langsung.

1). Metode Langsung
Metode ini merupakan metode esterifikasi secara langsung catechin dengan

asam gallat, menggunakan katalis asam paratoluensulfuric acid (p-toluen

sulfuric acid). Reaksi dilakukan pada suhu 80 °C dengan menggunakan refluks
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dan destrak. Pelarut yang digunakan adalah sikloheksana sejumlah 5-10 mL.

Digunakan pelarut sikloheksana untuk menangkap air, dikarenakan berat jenis

air lebih besar daripada sikloheksana.

Catechin, asam gallat dan p-toluen sulfunic acid yang telah ditimbang
dimasukkan ke dalam labu bundar sintesis. Kemudian ditambah dengan 10 mL
sikloheksana. Labu dihubungkan dengan alat refluks dan destrak (diisi dengan
sikloheksana sampai atas, hingga menetes ke labu). Kemudian distirer pada
suhu 80 °C. Monitoring menggunakan eluen heksana dan etil asetat pada t=5

jam, 23 jam dan 29 jam.

2). Metode Tak Langsung
Metode tak langsung meliputi 4 tahap yaitu tahap proteksi, hidrolisis,
esterifikasi dan purifikasi.

2.a) Tahap Proteksi
Proteksi dilakukan baik terhadap catechin maupun methyl gallate. Pelarut
yang digunakan adalah DMF (dimetil formamida). Reaksi dilakukan pada
suhu ruang. Untuk proteksi catechin, sebagai gugus pelindung, digunakan
benzyl chloride. Benzyl chloride merupakan leaving group yg baik.
Perbandingan catechin dan benzil chlorida setelah optimasi adalah 1:8.
Sebelumnya dipakai perbandingan 1:6 namun hasilnya kurang optimal.
Sejumlah 4,05 mmol catechin dan 32,4 mmol benzil klorida dimasukkan
ke dalam labu sintesis, kemudian ditambah dengan 27,2 mmol Na>COj3 dan
pelarut DMF, distirer dan ditutup rapat, direaksikan pada suhu ruang
selama 74 jam. Monitoring produk menggunakan KLT dengan eluen
heksan dan etil asetat dengan perbandingan 3:7. Setelah reaksi selesai,
hasil reaksi dinetralisasi dengan NaOH 1%, diekswak dengan etil asetat
dan air, kemudian diambil fraksi etil asetat, dikeringkan dengan MgSO,
anhidrat dan dievaporasi. Selanjutnya dilakukan pemummian menggunakan
kromatografi kolom gravitasi dengan fasa diam silika gel dan eluen

heksan:etil asetat (3:7).
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Proteksi methyl gallate sebelumnya telah diuji coba menggunakan

perbandingan methyl gallate dan benzil klorida sebanyak 3:10 dan 1:6,
namun hasil yang lebih optimal adalah pada perbandingan 3:10. Sebanyak
3 mmol methyl gallate dicampur dengan 10 mmol benzil klorida dan
dimasukkan ke dalam labu sintesis. Selanjutnya ditambah dengan 21
mmol Na>COs. Pelarut yang digunakan adalah DMF. Reaksi dilakukan
pada suhu ruang dengan distirer dan ditutup rapat selama 38 jam,
Monitoring produk dilakauikan dengan menggunakan KLT dengan eluen
heksan:etil asetat (7:3). Setelah reaksi selesai, hasil reaksi dinetralisasi
dengan NaOH 1%, diekstrak dengan etil asetat dan air, diambil fraksi etil
asetat, dikeringkan dengan MgSO4 anhidrat dan dievaporasi. Selanjutnya
dilakukan pemumian menggunakan kromatografi kolom gravitasi, dengan
fasa diam silika gel dan eluen heksan:etil asetat (7:3) dengan tampungan

10 ml tiap fraksi.

2.b). Tahap Hidrolisis
Methyl gallate setelah diproteksi dan dimumikan dengan hromatografi
kolom gravitasi sebanyak 158,8 mg, selanjutnya dihidrolisis untuk
merubah gugus metoksi pada asam gallate menjadi gugus hidroksil (asam
gallate). Hidrolisis methyl gallate dilakukan dengan menambahkan 3mL
NaOH 2M dan 5 mL etanol, distirer dan ditutup rapat, direaksikan pada
suhu 55°C. Monitoring produk dilakukan dengan KLT menggunakan

eluen Heksan: etil asetat (3:7).
2.c). Tahap Esterifikasi

Proses esterifikasi dilakukan untuk menggabungkan molekul catechin
(Tris-benzyl-catechin gallate) dengan asam gallate . 0,0247 mmol Tris-
benzyl-catechin gallat dimasukkan ke dalam labu sintesis bersama
dengan 0,0247 mmol hasil hidrolisis (Tris-benzyl gallic acid).
Selanjutnya ditambah dengan katalis 0,0247 mmol N,N’-Dicyclohexyl-
carbodiimide (DCC) dan 0,0049 mmol (1/5 dan mol Tris-benzyl-
catechin gallate) 4-dimethylamino-pyridine (DMAP). Kemudian
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ditambah pelarut kloroform 4 ml. Reaksi dilakukan pada suhu ruang,

ditutup rapat dan distirer selama 5 jam.
2.c). Tahap Purifikasi

Setelah proses esterifikasi maka dilakukan proses pemurian
menggunakan kromatografi kolom gravitasi dengan fasa diam silika gel
dan gradien eluen heksan:etil asetat dengan perbandingan sebagaimana

berikut dalam tabel 2 berikut:

Tabel 2. Gradien solven purifikasi catechin gallate

N o S e Iu'e_r_i-:-__.'- 7
e Heksan e - Etil asetat
1. 100 0
2 90 R 10
Ik 80 20
4. 70 30
5. 50 50
6. 0 100
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V1. HASIL

A.HASIL KARAKTERISASI EKSTRAK GAMBIR
Setelah dilakukan karakterisasi ekstrak gambir dengan prosedur mengikuti Farmakope
Herbal dilanjutkan dengan penetapan kadar catechin menggunakan spektrofotometer,

didapatkan hasil sebagaimana tercantum pada tabel 3 berikut:

Tabel 3. Hasil karakterisasi ekstrak gambir

Parameter Hasil (%)
Susut pengeringan 16,04 + 0,035
Kadar Air 11,96 + 0,035
KadarAbu Total 1,01 £ 0,035
Kadar Abu Tidak Larut Asam 0,42 + 0,099
Kadar Catechin 92,45 + 0,247

B. HASIL ISOLASI CATECHIN
Setelah dilakukan isolasi catechin dari ekstrak gambir dengan menggunakan kolom
gravitasi dengan etil asetat sebagain eluen, didapatkan isolat catechin dengan kadar

99,80%+ 0,132.

C.HASIL PURIFIKASI ISOLAT CATECHIN
Dari hasil KKCV diperoleh empat fraksi. Fraksi yang memiliki Rf sama dengan baku
catechin adalah fraksi 2. Fraksi 2 dievaporasi kemudian ditimbang beratnya. Untuk

tahap pertama diperoleh berat fraksi sebanyak S,2354 gram.

Gambar 3. Purifikasi isolat catechin dengan metode KKCV
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D. HASIL DERIVATISASI CATECHIN
1). Catechin terproteksi (5,7-bis(benzyloxy)-2-(3,4-bis(benzyloxy)phenyl)chroman-3-ol)

Hasil monitoring terbentuknya produk catechin terproteksi dengan metode KLT

setelah 74 jam adalah sebagai berikut:

 : LS S =
s o
& j -

Gambar 4. Hasil KLT proses proteksi catechin. K= isolat catechin, K+P = isolat
catechin dan produk catechin terproteksi, P= produk catechin terproteksi. Eluen yang
digunakan adalah heksan: etil asetat (3:7). Fase diam adalah silika gel GF.

Pada proses pemumian catechin terproteksi, fraksi-fraksi dari kolom yang didapat
dimonitor dengan KLT dengan hasil sebagai berikut:

TR

. ol
W oo e o R |

Gambar 5. Hasil KLT proses purifikasi catechin terproteksi. K= isolat catechin.
Berurutan dari kin ke kanan adalah fraksi-fraksi yang ditampung. Produk catechin
terproteksi terlihat pada fraksi ke-1 sampai dengan fraksi ke-22. Eluen yang
digunakan adalah heksan: etil asetat (3:7). Fase diam adalah silika gel GF.

Setelah fraksi-fraksi yang mengandung catechin terproteksi dikumpulkan dan
dievaporasi, dilakukan iden%fikasi dengan NMR proton dan carbon dengan hasil
berikut ini:

FEEE 2322 2u0 357 2ME4AE 2EL
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Gambar 6, Spektra 'H-NMR $,7-bis(benzyloxy)-2-(3,4-
bis(benzyloxy )phenyl)chroman-3-ol (senyawa hasil proteksi catechin)

® e (e seme Srw temd femd  1ees 43ea Kes sien ‘wma wis mae o e e s e Taw e

SLL UF ECIZIF 3rid 5§ * fEn 35% 5Z
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Gambar 7. Spektra “C-NMR 5,7-bis(benzyloxy)-2-(3,4-
bis(benzyloxy)pheny!)chroman-3-ol (senyawa hasil proteksi catechin)

Hasil NMR diatas menunjukkan bahwa catechin terproteksi telah terbentuk .

2). Methyl gallate terproteksi (methyi 3,4,5-tris (benzyloxy) benzoate)

Hasil monitoring terbentuknya produk methyl gallate terproteksi dengan metode

KLT setelah 74 jam adalah sebagai berikut:

Gambar 8. Hasil KLT proses proteksi methyl gallate. MG= methyl gallate, M =
methyl gallate dan produk methyl gallate terproteksi, P= produk methyl gallate
terproteksi. Eluen yang digunakan adalah heksan: etil asetat (7:3). Fase diam adalah

silika gel GF.

Pada proses pemurnian methyl gallate terproteksi, fraksi-fraksi dari kolom yang

didapat dimonitor dengan KLT dengan hasil sebagai berikut:
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Gambar 9. Hasil KL.T proses purifikasi catechin terproteksi. P1= methyl gallate. P2=
methyl gallate dan produk methyl gallate terproteksi. Berurutan dari kiri ke kanan
adalah fraksi-fraksi yang ditampung. Produk methyl gallate terproteksi terlihat pada
fraksi ke-1 sampai dengan fraksi ke-18. Eluen yang digunakan adalah heksan: etil
asetat (7:3). Fase diam adalah silica gel GF.

Setelah fraksi-fraksi yang mengandung methyl gallate terproteksi dikumpulkan dan
dievaporasi, dilakukan identifikasi dengan NMR proton dan carbon dengan hasil

berikut ini:

seaRELS 3 3 saz

e S AW— A

Gambar 10. 'H-NMR methyl 3,4,5-tris (benzyloxy) benzoate
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Gambar 11. ®C-NMR methyl 3,4,5-tris (benzyloxy) benzoate
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Hasil NMR tersebut menunjukkan bahwa methyl gallate terproteksi telah terbentuk.
3). Hasil hidrolisis (3,4,5-tris (benzyloxy) benzoic acid)

Hasil hidrolisis methyl 3,4,5-tris (benzyloxy) benzoate menjadi 3,4,5-tris

(benzyloxy) benzoic acid setelah dimomtor dengan KLT setelah 2 jam reaksi

hidrolisis adalah sebagai berikut:

Gambar 12. Hasil KLT proses hidrolisis methyl 3,4,5-tris (benzyloxy) benzoate
menjadi 3,4,5-wris (benzyloxy) benzoic acid. A = methyl 3,4,5-tris (benzyloxy)
benzoate, A+P = methyl 3,4,5-wris (benzyloxy) benzoate dan 3,4,5-tris (benzyloxy)
benzoic acid. P = 3,4,5-wis (benzyloxy) benzoic acid. Eluen yang digunakan adalah
heksan: etil asetat (3:7). Fase diam adalah silika gel GF.

4). Hasil esterifikasi
KLT hasil esterifikasi molekul Tris-benzyl-catechin gallate dengan asam gallate

setelah setelah 5 jam reaksi esterifikasi dengan pelarut kloroform adalah sebagai

berikut:

Gambar 13. Hasil KLT proses esterifikasi Tris-benzyl-catechin gallate dengan asam
gallate di bawah sinar UV (kiri) dan dilihat secara langsung (kanan). KT = Tris-
benzyl-catechin gallate. KT+P = catechin gallate dan produk esterifikasi (catechin
gallate). P = produk esterifikasi (catechin gallate). Eluen yang digunakan adalah
heksan: etil asetat (3:7).
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VIi. PEMBAHASAN

Pada tahap awal penelitian ini dilakukan karakterisasi sampel ekstrak gambir. Karakterisasi
ini dimaksudkan agar dapat menjamin bahwa produk mempunyai nilai parameter tertentu
yang konstan. Berdasarkan hasil karakterisasi, kadar air ekstrak gambir yang diperoleh
yaitu 11,96% + 0,035% yang berarti ekstrak gambir tersebut telah memenuhi persyaratan
Farmakope Herbal, yaitu tidak melebihi 14%. Penetapan kadar air ini bertujuan untuk
menghindari cepatnya pertumbuhan jamur dalam ekstrak (Soetanto dan Soediro, 1997).
Kadar air yang cukup tinggi dari ekswak ini dikarenakan catechin memiliki banyak gugus
hidroksi yang mengakibatkan ekstrak bersifat higroskopis sehingga ekstrak perlu disimpan
didalam desikator. Kadar susut pengeringan ekstrak sebesar 16,04% + 0,035%. Susut
pengeringan memiliki nilai yang lebih besar dan kadar air. Hal ini menunjukkan bahwa

selain air, minyak atsiri, juga ikut menguap pada suhu 105 °C.

Kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam ditemukan sebesar 1,01% + 0,35% dan
0,42% + 0,099% yang berarti bahwa sampel ekswak gambir telah memenuhi persyaratan
Farmakope Herbal. Kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam menggambarkan
kandungan mineral dalam ekstrak. Pada penetapan kadar abu total dan kadar abu tidak
larut asam, ekstrak dipanaskan pada suhu 700°C yang mengakibatkan senyawa organik
menguap sehingga menyisakan senyawa mineral dan anorganik saja. Dalam hal ini kadar
abu total menunjukkan sisa senyawa anorganik dalam ekstrak sedangkan kadar abu larut

tidak larut asam menunjukkan kandungan unsur anorganik yang tidak larut asam.

Pemeriksaan organoleptik ekswrak meliputi bentuk, wama, bau, dan rasa. Dari hasil
pengamatan didapatkan hasil ekswrak berbentuk padatan berwama coklat kemerahan
dengan rasa pahit. Penentuan organoleptik ini ditentukan dengan panca indera dan

bertujuan untuk pengenalan awal secara sederhana yang masih bersifat subjektif.

Berdasarkan hasil spektrofotometri, kadar catechin dari ekstrak diperoleh sebesar 92,45%
+ 0,247%. Kadar ini telah memenuhi persyaratan Farmakope Herbal dimana kadar
catechin pada ekstrak gabir kualitas 1 tidak boleh kurang dari 90%. Hal ini menunjukkan

bahwa kualitas dari sampel ekswrak Uncariae gambir Roxb tersebut baik.
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Kandungan kimia terbanyak dari ekstrak gambir adalah catechin. 1Isolasi catechin
’ dilakukan berdasarkan perbedaan kelarutan menggunakan pelarut dengan berbagai tingkat
kepolaran. Pelarut yang kepolarannya mendekati kepolaran air seperti metanol, alkohol,
| eter atau aseton digunakan untuk melarutkan catechin. Demikian pula dengan pelarut jenis
‘ semti polar, pelarut jenis ini masih dapat melarutkan catechin dengan baik seperti etil asetat
i dan kloroform. Senyawa yang diduga bukan catechin tidak akan larut. Dari percobaan
yang telah dilakukan sebelumnya diperoleh bahwa catechin dapat larut paling baik dalam
etil asetat (Robinson, trevor: 1995,208), sehingga dalam penelitian ini digunakan metode
isolasi secara langsung dengan pelarut etil asetat untuk mengisolasi catechin dari ekstrak
gambir. Selain itu, isolasi secara langsung dilakukan juga karena di dalam ekswak gambir
kualitas 1 terdapat kandungan catechin dalam jumlah yang besar. Dari isolasi yang
dilakukan diperoleh hasil isolat sebesar 80,74%.

Untuk menghilangkan senyawa selain catechin di dalam isolat dan untuk memperoleh
kadar catechin yang lebih tinggi, dilakukan tahap selanjutnya yaitu pemurnian atau
purifikasi dengan metode KCKYV. Berdasarkan hasil KLT dan analisa LC/MS-MS,
didapatkan senyawa catechin murni yang selan jutnya menjadi starting material pada tahap
derivatisasi. Kadar catechin setelah purifikasi dan diukur dengan spektrofotometri yaitu
99,80%<+ 0,132.

Derivatisasi catechin dilakukan menggunakan catechin mumi yang diperoleh dari tahap
purifikasi sebelumnya. Derivat catechin yang pertama yang akan disintesa adalah catechin

gallat yang selanjutnya akan menjade epicatechin gallate (ECG).

Setelah dilakukan optimasi metode dengan perubahan waktu (lamanya reaksi) serta
konsentrasi reaktan selama 4 (empat) kali percobaan, temyata derivatisasi catechin dengan
metode langsung tidak menghasilkan produk yang diharapkan. Oleh karena itu, percobaan
dilanjutkan dengan metode lain yaitu metode tidak langsung atau dengan sistem proteksi
gugus hidroksil. Metode ini lebih panjang langkahnya dan lebih lama, tetapi
memungkinkan masuknya gugus hidroksi terpilih pada catechin terproteksi pada gugus

karbonil asam galat dengan melepaskan molekul H>O.

Sintesa catechin gallat dilakukan dengan esterifikasi catechin dengan asam gallat.

Esterifikasi dilakukan pada gugus OH pada posisi carbon nomor 3 saja. Oleh karena itu,
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sebelum esterifikasi perlu dilakukan proteksi pada gugus OH lainnya agar methyl gallat

hanya menyerang gugus OH yang menjadi target.

Gambar 14. Reaksi proteksi catechin dengan benzyl chloride.

Proteksi catechin dilakukan dengan menggunakan benzyl chloride (gambar 14). Setelah
diproteksi akan terbentuk tetrabenzil catechin sehingga methyl gallat hanya memiliki
peluang menyerang gugus OH yang bebas. Benzyl chloride dipilih karena Cl merupakan
living group yang baik dan benzil tidak memiliki gugus OH.

Reaksi ini menggunakan catechin dan benzyl chloride dengan perbandingan 1:4 dan 1:8.
Jumlah benzyl chloride jauh lebih besar daripada jumlah catechin agar reaksi berlangsung
' lebih cepat atau kesetimbangan reaksi cenderung ke kanan. Dalam reaksi ini juga
ditambahkan Na;COs3 untuk menarik proton (H) yang berasal dari gugus OH yang telah
! terproteksi. Pelarut yang digunakan adalah DMF (dimetil formamida) dengan jumlah
secukupnya, jika terlalu banyak akan sulit dihilangkan. Reaksi berlangsung pada
temperatur ruang dan distirer selama 74 jam. Monitoring dilakukan dengan metode
Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Dari proses KLT ini diperoleh perbandingan eluen yang
sesuai yaitu heksan dan etil asetat dengan perbandingan 3:7. Dari hasil KLT dapat dilihat
bahwa reaksi dengan perbandingan 1:8 menghasilkan spot yang lebih bagus, maka hasil

reaksi inilah yang dipilih untuk tahap selanjutnya.

Setelah reaksi selesai (dilihat dari monitoring KLT tidak terdapat lagi spot catechin)
dilakukan pemurnian produk dengan metode KKG (kromatografi kolom gravitasi)
menggunakan eluen heksan dan etil asetat dengan perbandingan 3:7. Dari tahap ini
diperoleh senyawa yang murni yang dikonfirmasi dengan analisa NMR dan LCMS
(gambar 6 dan 7).
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gugus hidroksinya. Hal ini ditunjukkan dengan adanya peak singlet tinggi pada pergeseran
kimia (6) 5,13 ppm yang merupakan peak dari proton metoksi dari gugus benzyl
Keberadaan substitusi gugus benzyl pada struktur catechin juga didukung dengan adanya
peak multiplet pada & 6,8 dan 7,34 ppm. Data spektra "C-NMR (gambar 7) memperkuat
adanya substitusi gugus benzyl pada struktur catechin yang ditunjukkan dengan sedikitnya
ada 43 karbon dari spektra BC-NMR yang merupakan jumlah karbon dari produk proteksi.
Substitusi gugus benzyl pada struktur ditandai dengan adanya pergeseran lemia karbon
metoksi pada 0 68,85 dan 72,05 ppm serta adanya pergeseran kimia karbon aromatik pada

sekitar 0 129 ppm.

Pada spektra proton NMR gambar 10 terlihat bahwa substitusi gugus benzyl ditunjukkan
dengan sinyal multiplet proton aromatik pada pergeseran kimia 7,31 dan 7,49 ppm serta
karbon metoksi yang terikat aromatik pada pergeseran kimia 4,88 dan 5,14 ppm.
Berdasarkan spektra karbon NMR pada gambar 11, gugus benzyl tersubstitusi pada methyl
gallate ditunjukkan dengan sedikitnya ada 28 buah karbon yang merupakan jumlah karbon
produk proteksi methyl gallate. Selain itu terdapat sinyal karbon metin aromatik dari gugus
benzyl pada 0 sekitar 129 ppm dan karbon kuartener pada ¢ sekitar 139 ppm. Bukti lain
ditunjukkan dengan adanya sinyal karbon oksi yang terikat pada aromatic pada 9 75,21

Catechin terproteksi yang telah disintesa pada proses sebelumnya bersifat sangat nonpolar
sehingga dibutuhkan asam karboksilat yang bersifat nonpolar juga agar dapat larut dengan
baik dan reaksi esterifikasi dapat terjadi. Asam karboksilat yang akan digunakan adalah
3,4,5-tris-(benzyloxy) benzoic acid yang dibuat dengan dua tahap yaitu penambahan
benzyl pada methyl gallat lalu dihidrolisis (lihat gambar 15). Hidrolisis menggunakan
NaOH dan etanol untuk membentuk gugus karboksil. Reaksi hidrolisis menghasilkan satu

produk sehingga tidak perlu proses pemurnian.
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Gambar 15. Reaksi hidrolisis tris-benzyl methyl gallate menjadi tris-benzyl gallic acid

Proses selanjutnya adalah esterifikasi dengan cara mereaksikan katekin terproteksi dan
4,5,6-tris-benzyl-gallic acid menggunakan pelarut kloroform, katalis DMAP dan aktivator
DCC, pada temperatur ruang selama 5 jam. 3,4,5-tris-(benzyloxy) benzoic acid akan
menyerang satu-satunya gugus OH pada tetrabenzyl catechin sehingga esteriftkasi lebih

mudah terjadi. Ester yang terbentuk adalah benzyl-catechin gallate.

Monitoring dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Dari proses KLT
ini diperoleh perbandingan eluen yang sesuai yaitu heksan dan etil asetat dengan
perbandingan 3:7. Setelah reaksi selesai (dilihat dari monitoring KLT tidak terdapat lagi
spot asam gallat terproteksi dan katekin terproteksi) dilakukan pemurmnian produk dengan
metode KKG (lwomatografi kolom gravitasi) menggunakan eluen heksan dan etil asetat
dengan perbandingan 3:7. Dari tahap ini diperoleh senyawa yang mumi dikonfirmasi

dengan analisa NMR dan LCMS,

Senyawa target kedua yaitu Epigallocatechin gallate (ECGC) ternyata tidak
memungkinkan untuk disintesa dengan cara derivamsasi catechin. Hal ini dikarenakan
gugus hidrogen pada catechin tidak selektif untuk penambahan satu molekul hidroksil,
yang merupakan pembeda dengan senyawa e picatechin gallate (ECG). Ada kemungkinan
reaksi bisa berlangsung namun memerlukan cold chain handling yang cukup rumit karena
reaksi harus berlangsung pada suhu -70°C, dan reagen yang digunakan pun memerlukan
cold chain pada suhu tersebut. Hal ini bisa menjadi pertimbangan pada penelitian

selanjutnya.
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VITI. KESIMPULAN DAN SARAN

A_KESIMPULAN
Penelitian ini telah berhasil mendapatkan isolat catechin dari ekstrak Uncaria gambir
Roxb. Isolat catechin yang didapat setelah dimumikan dengan metode kromatografi
kolom vakum telah berhasil diidentifikasi dan dikarakterisasi dengan HPLC, LC
MS/MS dan NMR. Kadar catechin setelah purifikasi dan diukur dengan
spektrofotometri yaitu 99,80%<+ 0,132,

Proses untuk memperoleh senyawa Epicatechin gallate (ECG) dan Epigallocatechin
gallate (EGCG) dilakukan dengan metode derivatisasi tidak langsung yang dilan jutkan
dengan identifikasi dan karakterisasi senyawa menggunakan KL.T, LC MS dan NMR.
Senyawa ECG dan EGCG belum terbentuk secara optimal. Namun, senyawa epimer

dari ECG, yaitu catechin gallate, telah berhasil diperoleh.

B. SARAN
Untuk pengembangan derivat catechin sebagai kandidat bahan baku senyawa
antirewroviral, perlu penelitian lanjut untuk menghasilkan derivat tersebut pada skala
produksi agar derivat catechin bisa lebih berpotensi dikembangkan secara mandiri di

Indonesia.
Selanjutnya, karena senyawa catechin dan catechin gallate juga potensial sebagai

antiretroviral terhadap HIV, perlu uji farmakologi lebih dalam untuk mengetahui

mekanisme aksi dan seberapa besar potensinya sebagai kandidat senyawa antiretroviral.
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Lampiran 3. Hasil V'ii ZIPLC catechin
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Lampiran 4. Hasil Uji LC/MS-MS catechin
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