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ABSTRACT

The purpose of this study was to obtain new compounds isolated from the active antibacterial fraction,
namely the hexane fraction of the red marine algae Laurencia tronoi, so that these marine algae can be
developed as functional foods. The extraction method used was maceration with methanol-water 50%.
The water methanol extract was continuously fractionated using n-hexane, ethyl acetate and water as
solvents. The n-hexane fraction which has the highest antibacterial activity is then purified to obtain
pure isolates using 3 steps column chromatography. Detection of the separation results at each stage
was carried out using thin layer chromatography. The separation of stages 1 and 2 used a stationary
phase of silica gel 60F2s4 and a mobile phase of hexane-ethylacetate, while the separation of the third
stage used a stationary phase of silica gel 60F2s4 RP-18 and a mobile phase of water-methanol to obtain
pure isolates. Structural characterization of pure isolates using the NMR spectroscopic method. The
pure isolate produced is in the form of a white amorphous solid with the results of interpretation of the
H-NMR, C-NMR, DEPT, HMQC, HMBC and COSY spectrum which is a sesquiterpene compound having
the molecular formula CisH2604 having the name IUPAC 3,3,9a-trimethyl-6-metylene-decahydro-1H-
benzo [7] annulen-1,2,4a, 8-tetraol. This pure isolate is thought to be a new compound because based on
literatur tracing, the same structure as the pure isolate produced in this study has not been found.
Keywords: Laurencia tronoi, new compound, sesquiterpenes.

Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan senyawa baru yang diisolasi dari fraksi aktif
antibakteri yaitu fraksi heksana alga laut merah Laurencia tronoi, sehingga alga laut ini dapat
dikembangkan sebagai pangan fungsional. Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan
metanol-air 50%, Pada ekstrak metanol air dilakukan fraksinasi berkesinambungan dengan menggunakan
pelarut n-heksana, etilasetat dan air. Fraksi n-heksana yang mempunyai aktivitas antibakteri tertinggi
selanjutnya dimurnikan untuk mendapatkan isolat murni dengan menggunakan kromatografi kolom
sebanyak 3 tahap. Pendeteksian hasil pemisahan pada tiap tahap dilakukan dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis. Pemisahan tahap 1 dan 2 menggunakan fasa diam silika gel 60F2s4 dan fasa
gerak heksana-etilasetat, sedangkan pemisahan tahap ke-3 menggunakan fasa diam silika gel 60F254 RP-
18 dan fasa gerak air-metanol hingga didapatkan isolat murni. Karakterisasi struktur isolat murni
menggunakan metode spektrokopi NMR. Isolat murni yang dihasilkan berupa padatan amorf berwarna
putih dengan hasil interpretasi terhadap spectrum H-NMR, C-NMR, DEPT, HMQC, HMBC dan COSY
adalah termasuk golongan senyawa sesquiterpen mempunyai rumus molekul C1sH2604 mempunyai nama
IUPAC 3,3,9a-trimetil-6-metilen-dekahidro-1H-benzo[7] annulen-1,2,4a,8-tetraol. Isolat murni ini
diduga adalah senyawa baru karena berdasarkan penelusuran literatur belum ditemukan struktur yang
sama dengan struktur isolat murni yang dihasilkan dalam penelitian ini.

Kata kunci: Laurencia tronoi, senyawa baru, sesquiterpen.

PENDAHULUAN

Rumput laut merah genus Laurencia sebagian besar berada di perairan tropis dan subtropis
(Abde-Mageed et al., 2010), telah terbukti menjadi sumber yang kaya metabolit sekunder terutama
sesquiterpen, dimana banyak dari metabolit sekunder ini telah dilaporkan memiliki berbagai
aktivitas biologis seperti anti mikroba, anti feedant dan kegiatan sitotoksik (Su et al., 2009).
Laurencia sp. selain berfungsi sebagai bahan makanan sumber karagenan juga mengandung
senyawa terpenoida yang mempunyai bioaktivitas sebagai anti jamur, anti bakteri, anti kanker, anti
proliferatif (Trono, 1988; Dawes, 1990; Yun-Ji et al., 2008; Su et al., 2009).

Yun-Ji et al. (2008) mengisolasi 7 senyawa terpen dari alga laut Laurencia saitoi yaitu
komponen 15-bromo-2,7,19-triacetoxyparguer-9(11)-en-16-ol (), 15-bromo-2,7,16,19-
tetraacetoxypargue-9(11)-ene (2), 15-bromo-2,19-diacetoxyparguer-9(11)-en-7,16-diol (3), 15-
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bromo-2,16,19-triacetoxyparguer-9(11)-en-7-ol (4), 15-bromo-2,16-diacetoxyparguer-9(11)-en-7ol
(5), 15-bromoparguer-9(11)-en-16-ol (6), 15-Bromoparguer-7-en-16-ol (7). Su et al. (2009)
berhasil mengisolasi sequiterpen yang mengandung Br dari alga laut Laurencia similis yaitu
isopalisol (CisH23BrO), lusenensol (CisH24Br.0), palisadin B (CisH240Br2), aplisistatin C
(C1sH21Br0Os), palisadin A (CisH23BrO;) dan hidroksil palisadin C (CisH24Br,0,) beberapa
diantaranya berfungsi sebagai anti kanker. Elatol adalah suatu sesquiterpen yang mengandung Br
diisolasi dari Laurencia dendroydae, yang diawali dengan ekstraksi dengan n-heksana,
menunjukkan kemampuannya sebagai agen antiproliferatif yang ampuh dan antileishmanial (Santos
et al, 2010). Shui-Chun and Yue-Wei (2010), telah mengisolasi 9 sesquiterpen dari Laurencia
okamurai yang diawali dengan ekstraksi menggunakan aseton, yaitu: debromoaplysinol,
bromoaplysinol aplysinol acetate, debromoi-solaurinterol, isolaurinterol, filiformin , «-
isobromocuparene , cuparene-type ether dan deoxyprepacifenol, proses isolasi diawali dengan
mengekstraksi menggunakan aseton selanjutnya ekstrak kasar aseton dipartisi dengan larutan
etanol- air. Dari penelitian-penelitian ini dapat dilihat bahwa baik proses isolasi maupun struktur
sesquiterpen yang diisolasi berbeda dengan struktur sesquiterpen dari hasil penelitian ini, sehingga
penelitian ini memiliki tingkat kebaharuan yang tinggi.

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah mendapatkan senyawa baru yang diisolasi dari
fraksi aktif antibakteri yaitu fraksi heksana alga laut merah Laurencia tronoi.

MATERIAL DAN METODE

Penelitian ini bersifat eksploratif untuk mendapatkan senyawa kimia baru dari fraksi aktif
anti bakteri rumput laut merah L. tronoi yaitu fraksi heksana. Sampel rumput laut diambil di
perairan Pulau Nain, Kabupaten Minahasa Utara, Provinsi Sulawesi Utara.

Sebelum proses ekstraksi terlebih dahulu sampel dikeringkan selanjutnya dikemas dalam
plastik. Prosedur ekstraksi mengikuti Dotulong et al. (2013) adalah sebagai berikut: bubuk alga
laut merah L. tronoi kering diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol -air
50%yv/v. Ekstrak metanol selanjutnya partisi bertingkat menggunakan pelarut n-heksana, etilaset
dan air. Ekstrak metanol dan fraksi-fraksi yang diperoleh diukur aktivitas antibakteri (diameter
zona hambat) (Dotulong et al., 2016). Dari hasil pengukuran diperoleh bahwa fraksi n-heksana
mempunyai aktivitas anti bakteri tertinggi, sehingga fraksi n-heksana inilah yang dipilih untuk
diisolasi senyawa aktif anti bakteri.

Proses isolasi/pemurnian menurut Harborne (2006) adalah sebagai berikut: fraksi n-heksana
L. tronoi sebanyak 1g dipisahkan dengan menggunakan 2 jenis kromatografi kolom (KK) yaitu fasa
diam silika gel 60F2s4 dan fasa gerak heksana-etilasetat serta fasa diam silika gel 60F2s4-RP-18 dan
fasa gerak air-metanol, deteksi hasil pemisahan menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT).
Setelah ditemukan senyawa murni dengan cara deteksi hasil pemisahan dari KK pada KLT.
Selanjutnya dilakukan elusidasi struktur senyawa murni menggunakan spektroslopi NMR (Nuclear
magnetic Resonance) merk JEOL tipe ECA-500 MHz. yaitu H-NMR, Cosy, C-NMR, C dua
dimensi (DEPT, HMBC, HMQC) (Soepratman, 2010). Data spektrum NMR selanjutnya
diinterpretasi untuk mendapatkan struktur dari isolat dan nama IUPAC dari isolat murni tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak n-heksana L. tronoi yang diberi kode f-H ditempatkan pada kolom kromatografi
yang mempunyai diameter (d) dan tinggi (t)—>(d:1,5 cm; t:65 cm) dengan perbandingan ekstrak
dengan silika gel 1:20, dilakukan elusi secara bergradien dengan menggunakan eluen n-heksana-
etilasetat diperoleh 23 fraksi yang diberi kode f-H-1 s/d f-H-23, Selanjutnya fraksi fH-6 yang
mempunyai massa yang cukup yang diisolasi lanjut untuk mencari senyawa murni.

Penelusuran isolat murni dilakukan pada fraksi f-H-6 dengan massa 105,9mg, alasan
dipilihnya fraksi ini untuk ditelusuri lebih lanjut adalah karena terdapat lebih sedikit jumlah
spot/komponen yang dibandingkan dengan fraksi lainnya. Selanjutnya dilakukan pemisahan pada
kromatografi lapis tipis, ditemukan pemisahan senyawa terbaik pada fasa diam silica gel dan fasa
gerak heksana-etilastat 8:2. Fraksi f-H-6 selanjutnya dipisahkan dengan dikromatografi kolom
gravitasi (d=0,8 cm, t=60 cm), menggunakan fasa diam silika gel dan fasa gerak heksana-etilasetat
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gradient 1% secara bertahap menghasilkan 30 fraksi (f-H-6-1 s/d f-H-6-30), dari 30 fraksi yang
dihasilkan dipilih fraksi f-H-6-7 dengan massa 31,5 mg untuk diisolasi lebih lanjut.

Fraksi fH-6-7 dengan berat 31,5mg dikromatografi kolom dengan fasa diam Silika Gel
F6025. RP18 dan dielusi dengan air -metanol gradien 1%. Hasil elusi didapatkan sub fraksi FH-6-7-
1 sampai dengan FH-6-7-14. Isolat murni ditemukan pada sub fraksi FH-6-7-11. Gambar 1
menunjukkan noda atau spot isolat murni pada kromatografi lapis tipis (KLT) dengan fasa diam
silika gel 60F234-RP 18 dan fasa gerak metanol-air 8:2.

A B C

ﬁ

Isolat murni h

1011 12 1011 12 1011 12
Keterangan:

A: Dilihat di bawah sinar UV 254 nm
B: Dilihat di bawah sinar UV 365 nm
C: Disemprot dengan penampak noda H,S0, 10% dalam etanol

Gambar 1. KLT f 6-7-10 s/d f 6-7-12 dengan pelarut metanol-air (8:2).

Ringkasan frakmentasi senyawa, struktur isolat dengan korelasi COSY dan HMBC, struktur
senyawa berdasarkan penomoran IUPAC serta struktur isolat murni ditampilkan pada Gambar 2, 3,
4 dan 5.
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Gambar 2. Fragmen-fragmen isolat murni. Gambar 3. Struktur Isolat dengan Kkorelasi
COSY dan HMBC.
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Gambar 4. Penomoran Senyawa berdasarkan Gambar 5. Struktur Isolat murni.
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Isolat murni yang dihasilkan berupa padatan amorf berwarna putih dengan massa fraksi
sebesar 5mg, dilarutkan dalam metanol, kemudian dielusidasi struktur senyawanya dengan
menggunakan spektroskopi C-NMR, H-NMR, dan 2D-NMR( DEPT 135°, HMQC HMBC dan
COSsY).
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Nilai dan ringkasan data pergeseran kimia 1H-, 13C- dan 2D-NMR senyawa murni
ditampilkan pada Tabel 1, dan konversi nomor karbon terhadap posisi karbon pada struktur
senyawa dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 1. Data pergeseran kimialH-, 13C- dan 2D-NMR senyawa hasil isolasi.

No 8¢ 125 MHz (ppm) &y (Int., mult., J=Hz) 500 MHz (ppm) HMBC COSsY
1 141,2 - H-2, H-10, H-11 -
2 118,0 5,38 (1H; s) H-10

5,05 (1H; s)
3 72,2 4,12 (1H;bs) H-2, H-9, H-11

4 71,9 - H-2, H-9, H-11, H-13
5 70,3 4,47 (1H; d; 3,25) H-10, H-13 -
6 61,2 4,72 (1H; bs) H-9, H-11, H-13 H-11
7 51,2 - H-2, H-9, H-10, H-11, H-13
8 44,3 - H-5, H-11, H-13, H-14
9 38,9 2,20-2,16 (2H) H-2, H-9, H-13
10 38,7 2,50 (2H; d; ) H-2, H-9, H-13 -
11 38,6 2,62 (1H; d; H-6

2,09 ((1H; t;)) H-2, H-9, H-13

12 25,7 1,92 (2H; dd; ) -

13a 1,70 (3H; s

13b 24,3 108 E3H; s; H-5
14 20,7 1,08 (3H; 5) H-5

Tabel 2. Konversi nomor karbon terhadap posisi karbon dalam struktur senyawa.
No Posisi Pada Penomoran 8¢ 125 MHz (ppm)
1 6 141,2
2 6-CH, 118,0
3 8 72,2
4 4a 71,9
5 2 70,3
6 1 61,2
7 % 51,2
8 3 44,3
9 7 38,9
10 5 38,7
1 9 38,6
12 4 25,7
13a 9a-CH; 24,3
13b 3-CHjs 24,3
14 3-CHs 20,7

Senyawa murni yang dihasilkan mempunyai rumus molekul C1sH2604 memiliki nilai DBE 3
yang berasal dari dua buah siklik dan satu buah ikatan rangkap dua diduga merupakan senyawa
golongan sesquiterpen yang bernama 3,3,9a-trimetil-6-metilen-dekahidro-1H-benzo[7]annulen-
1,2,4a,8-tetraol.

KESIMPULAN

Kesimpulan yang dapat ditarik dari hasil penelitian adalah sebagai berikut: sesquiterpen ini
dihasilkan melalui serangkaian tahap yaitu ekstraksi dengan metanol air 50% pada bubuk rumput
laut merah Laurencia tronoi, dilanjutkan dengan fraksinasi berkesinambungan dengan hekasan,
etilasetat dan air, isolasi dan karakterisasi struktur isolat murni dilakukan pada fraksi aktif
antibakteri yaitu fraksi heksana. Isolat murni yang dihasilkan berupa padatan amorf berwarna putih
dari  golongan  sesquiterpen  yang bernama  3,3,9a-trimetil-6-metilen-dekahidro-1H-
benzo[7]annulen-1,2,4a,8-tetraol.
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