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— KONTRAK PENELITIAN
Nm;od.uk Terapan Tahun Anggaran 2017
or: 583 /UN26.21/KU/2017

pada hari ini Rabu tanggal Tujuh b : .
bertandatangan di bawah ini : ! ulan Juni tahun Dua Ribu Tujuh Belas, kami yang

arsono, Ph.D .

1. W ’  Ketua Lembaga Penelitian Universitas Lampung
dalam hal ini bertindak untuk dan atas nama
Lembaga Penelitian Universitas Lampung ,yang
berI_cedudukan di Jalan Prof. Dr. Sumantri
Brojonegoro No 1 Bandar Lampung, untuk
selanjutnya disebut PIHAK PERTAMA;

2. Dr Noviany, M.SI : Dosen FAKULTAS MIPA Universitas Lampung
dalam hal ini bertindak sebagai pengusul dan
Ketua Pelaksana Penelitian Tahun Anggaran
2017 untuk selanjutnya disebut PIHAK

KEDUA,

PIHAK PERTAMA dan PIHAK KEDUA, secara bersama-sama sepakat mengikatkan diri dalam
suatu Kontrak Penelitian Produk Terapan Tahun Anggaran 2017 dengan ketentuan dan

syarat-syarat sebagai berikut:

Pasal 1
Ruang Lingkup Kontrak

PIHAK PERTAMA memberi pekerjaan kepada PIHAK KEDUA dan PIHAK KEDUA menerima
pekerjaan tersebut dari PIHAK PERTAMA, untuk melaksanakan dan menyelesaikan
Penelitian Produk Terapan Tahun Anggaran 2017 dengan judul Pemanfaatan Senyawa-
Senyawa Bioaktif dari TumbuhanTuri (Sesbania grandiflora) yang BerpotensiSebagai Agen

Antituberkulosis

Pasal 2
Dana Penelitian

(1) Besarnya dana untuk melaksanakan penelitian dengan judul sebagaimana dimaksud pada
Pasal 1 adalah sebesar 383 Enam Puluh Dua Juta Lima Ratus Ribu Ruplah sudah
termasuk pajak. )

(2) Dana Penelitian sebagaimana dimaksud pada ayat (1) dibebankan pada Daftar Isian
Pelaksanaan Anggaran (DIPA) Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan Pengembangan,
Kementerian  Riset, Teknologi dan Pendidikan  Tinggi ~Nomor SP  DIPA-

042.06.1.401516/2017, tanggal 06 Desember 2016.

Pasal 3
Tata Cara Pembayaran Dana Penelitian
(1) PIHAK PERTAMA akan membayarkan Dana Penelitian kepada PIHAK KEDUA secara

bertahap dengan ketentuan sebagai berikut: iti itu 70%x
: a penelitian yaitu o)
a. Pembayaran Tahap Pertama sebesar 70% darl total dana P ma Puluh Ribu

Ratus Lt
62500000 = 43750000 ( Empat Puluh Tiga Juta Tyjuh Ra PIHAK KEDUA

, PERTAMA kepada i
Ruplah ) yang akan dibayarkan oleh P"::l:pi rancangan pelaksanaan penelitian

setelah PARA PIHAK membuat dan melen g digunakan,
yang memuat judul penelitian, pendekatan dan mtftodc ;c:elét;in t{l?:afn g:nelitian
data yang akan diperoleh, anggaran yang akan digunaxar

berupa luaran yang akan dicapai.

1dari 5
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b. Pembayaran Tahg

P Kedu

62500000 18750000 Delga sebesar 30% dari total dana penelitian yaitu 30%x
(]

dibayark Pan Bela
men;un;’;}flih PIHAK PERTAMA 'L;’“*; Tujuh Ratus Lima Puluh Ribu Rupiah
e Caintan it ¢ SIMLITABMAS yaity pfa a PIHAK KEDUA setelah PIHAK KEDUA
c. Biaya tamb }E]u-lan' poran Kemajuan Pelaksanaan Penelitian
: ahan dj
pembayaran Tahap }:::3);2;1'1(;11 kepada PIHAK KEDUA bersamaan dengan
sudah di validasi oleh PIHAK ;Eia;! melampirkan Daftar luaran penelitian yang

(2) Dana Penelitian sebagaimana dim
aksu ,
PERTAMA kepada PIHAK KEDUA ke re}c:er?f:ldgaszg:tga{jli))eﬁ(lfﬁt'dlsajurkan oleh PIHAE

Nama . )
Nomor Rekening ' gg;‘aﬂy
Nama Bank . BN10927974

3) PIHAK PERTAMA tid ;
@) terbayarnya sejumlah S{a{n bertanggpng jawab atas keterlambatan dan/atau tidak
iarena kesalahan PIHAK Ell{lis‘:)bl?ﬁazglﬁ dimaksud pada ayat (1) yang disebabkan

i ; menyampaikan d iti
nomor rekening, dan persyaratan lainnya yang tidakpsesuai d::t':agaie?cgltl;:;h?: ke

Pasal 4
Jangka Waktu

Jangka waktu pelaksanaan penelitian sebagai g :
g : . gaimana dimaksud dalam Pasal 1 sampail
selesai 100%, adalah terhitung sejak Tangga 13 April 2017 dan berakhir pada Tanggal%l

Oktober 2017

Pasal 5
Target Luaran

DUA berkewajiban untuk mencapai target luaran wajib penelitian berupa :

[Imiah Jurnal Internasional : Submitted
[Imiah Nasional : Terdaftar
t mencapai target luaran tambahan peneli

(1) PIHAK KE
1. Publikasi
9.Pemakalah Dalam Pertemuan

(2) PIHAK KEDUA diharapkan dapa
tidak ada

(3) PIHAK KEDUA berkewajiban untuk mela
luaran sebagaimana dimaksud pada ayat (1) kepada PI

tian berupa

porkan perkembangan pencapaian target
HAK PERTAMA.

Pasal 6
Hak dan Kewajiban Para Pihak

PRETANS PIHAK KEDUA luaran

(1) Hak dan Kewajiban PI .

a. PIHAK PERTAMA berhak untuk mendapatkan darl
penelitian sebagaimana dimaksud dalam Pasal 7;

b. PIHAK PERTAMA berkewajiban untuk me{nbenkan dlanap s

PIHAK KEDUA dengan jumlah sebagaimana filmaksuc; ;:lja an;, . :; :

dengan tata cara pembayaran sebagaimana dimaksud dalam :

penelitian kepada
2 ayat (1) dan ‘

rima dana penelitian dari PIHAK PERTAMA dengan ‘

a. PIHAK KEDUA berhak mene ; s
jumlah sebagaimana dim sud dalam Pasal 2ayat Ui SERT o

b. PIHAK KEDUA berkewajiban menye HAKawa_smyAMAawa Joacar
yang BcrpotensiSebagai Agen

Penelitian Produk Terapan dengan j'—l‘;n i)
i i {(Sesbania gI' an:
dari TumbuhanTuri ({S¢€ |aksanaan penelitian; I—

Antituberkulosis dan catatan harian pe ._wab dalam penggu g
Atk ewajiban untuk bertanBE TR i tan yang telah disefith

penelitian yang diterimanya sesuai dengan pProP°

(2) Hak dan Kewajiban PIHAK KEDUA:

2dari 5
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d. PIHAK KEDUA }
erk =
laporan penggunaan ;;vajlban untuk menyampai
na sebagaimana dirza_k p?;l:ia.n kepada PIHAK PERTAMA
sud dalam Pasal 7.

Pasal 7
L
aporan Pelaksanaan Penelitian

1) PIHAK KEDUA berkewaji
(1) ewajiban untuk Menyampaikan kepada PIHAK PERTAMA berupa

laporan kemajuan dan la
poran akhj ;
penggunaan anggaran sesuaj deng;rn H?Cngen:u luaran penelitian dan rekapitulasi
PERTAMAyang tersusun secara sistemju-mlah d‘E_ma yang diberikan oleh PIHAK
PIHAK PERTAMA. atis sesuai pedoman yang ditentukan oleh
(2) PIHAK KEDUA berkewajiban men
penelitian yang telah dilaksanakan liuglgla?..};‘l‘kgph?;gn e e ——
(3) PIHAK KEDUA berkewajiban menyerahkan Hardeone Lanoes Komapion do
Rekapitulasi Penggunaan An ardcopy Laporan Kemajuan dan
ggaran 70% kepada PIHAK PERTAMA, paling lambat 8
September 2017 » paling lambat 2
(4) P iah dKEDUArllJerkewajiban mengunggah Laporan Akhir, capaian hasil, Poster, artikel
ilmi an pI.'O il pada SIMLITABMAS paling lambat 31 Oktober 2017 (bagi penelitian
tahun terakhir).
(5) Laporan hasil Penelitian sebagaiman tersebut pada ayat (4) harus memenuhi ketentuan
sebagai berikut:
a. Bentuk/ukuran kertas A4,
b. Di bawah bagian cover ditulis:

Dibiayai oleh:

Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat
Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan Pengembangan
Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi
Sesuai dengan Kontrak Penelitian
Nomor : 071/SP2H/LT/DRPM/IV/2017

Pasal 8
Monitoring dan Evaluasi

akan melakukan Monitoring dan Evaluasi
litian Tahun Anggaran 2017 ini sebelum
h Direktorat Riset dan Pengabdian
engembangan, Kementerian Riset,

PIHAK PERTAMA dalam rangka pengawasan
internal terhadap kemajuan pelaksanaan Pene
pelaksanaan Monitoring dan Evaluasi ekste{na.l ole
Masyarakat, Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan P

Teknologi, dan Pendidikan Tinggi.

Pasal 9
Penilaian Luaran

h Kemite Penilai/ Reviewer

dak tercapai maka
n kembali ke kas

Luaran sesuai

1. Penilaian luaran penelitian dilakukan ole
dengan ketentuan yang berlaku. -
2. Apabila dalam penilaian luaran terdapat luaran l-tgn;\zﬁznd:i’setﬁrka
dana tambahan yang sudah diterima oleh peneli
negara.

pasal 10
ksana dan Substa

Perubahan Susunan Tim Pela
3dari 5
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perubahan terhadap sus
; sunan ti
sat dibenark . m pelaks
d‘u} b : an apabila telah me} laksana dan subst
pengabdian  Masyarakat, Dipeky ndapat persetuju anst pelaksannan Penelitian ini
orat 5% an tertulis dari Direktur Ri
Riget dan

Kementerian Riset, Teknologi enderal p
Bl dan Pendidikan 'I‘i!'lgi;i‘lmuﬂmn Riset dan Pengembangan,

Pasnl 11
P
enggantian Ketua Pelaksana

(1) Apabila PIHAK KEDUA sclak
ini, maka PIHAK KEDUA tlflu{fliu“ pelaksana tidak dapat melaksanakan Penclitian
merupakan salah satu anggota tim k mengusulkan pengganti ketua pelaksana yang
2 Apabila PIHAK KEDUA tidak da 1t epada PIHAK PERTAMA. > yang
sebagaimana dimaksud pada nyt?f}l melaksanakan tugas dan tidak ada pengganti ketua
pcnclitiun kepada PIHAK PERTAMA]' maka PIHAK KEDUA harus umngmubn’liknn dana
(3) Bukti setor sebagaimana dimak yang selanjutnya disetor ke Kas Negara
imaksud pada ayat (2) disimpan oleh PIHAK PERTAMA.

Pasal 12
Sanksi

(1) Apﬂbl'lf‘i salmlpm dengan batas waktu yang telah ditetapkan untuk melaksanakan
Penelitian ini te‘la'h berakhir, namun PIHAK KEDUA belum menyelesaikan tugasnya
terlambat mengirim laporan Kemajuan, dan/atau terlambat mengirim luponm‘nkhh':
maka PIHAK KEDUA dikenakan sanksi administratif berupa penghentian pembayaran
dan tidak dapat mengajukan proposal penelitian dalam kurun waktu dua tahun

berturut-turut.

Apabila PIHAK KEDUA tidak dapat mencapai target luaran sebagaimana dimaksud
dalam Pasal 5, maka kekurangan capaian target luaran tersebut nkan dicatat sebagai
hutang PIHAK KEDUA kepada PIHAK PERTAMA yang apabila tidak dapat dilunasi
oleh PIHAK KEDUA, akan berdampak pada kesempatan PIHAK KEDUA untuk
mendapatkan pendanaan penelitian atau hibah lainnya yang dikelola oleh PIHAK

PERTAMA.

(2)

Pasal 13
Pembatalan Perjanjian
(1) Apabila dikemudian hari terhadap judul Penelitian  sebagaimana t!lmnkn‘t‘ul dn:‘am
i uplikasi dengan Penelitian lain dnn/num_ulrmu an
iRl 1 e A i = perbuatan yang tidak sesuai

: Sx S o baik, dan/atau ,
fit:anya keg:dakjpju;'alln. itikad tidak balk lc{l W MK KEDUA, makn pe janjian
ngan kaidah ilmiah gembalikan dana

dari atau dilakukan 0 e DA jib men
P R . wafi
1}::2:11:322 ini dinyatakan batal dan dl;l p]HKM{ PERTAMA yang gelanjutnyn akan

yang telah diterima kepa
PIHAK PERTAMA.

disetor ke Kas Negara.
(2) Bukti setor sebagaimana dimaksud pada ayat

(1) disimpan oleh

Pasal 14
Pajak-Pajak

¥ ¢ ]'ll)N
kewajiban pajak berupa
: 18 dibayarkan oleh PIHAK

perkenaan dengt
ng berlaku.

segala sesuatu yang hart
s o oo anggangoved PUEAK SR
KEDUA ke kantor pelayanan pajak setempat gesunl K€ .

Pasal 15
"\in” ]

vIpHiudl uenydii uain.



Peral
atan dan/alat Hasil Penelitian

Hasil Pelaksanaan Peneliti ini
pelaksanaan Penelitian inilzga;:]: .Ya.n'g berupa peralatan dan/atau alat yang dibeli dari
milik Negara yang dapat dihibahkan kepada Universitas

Lampung sesuai dengan ketentuan
Peraturan perundan
g-undangan.

Pasal 16
Penyelesalan Sengketa

Apabila terjadi perselisihan antara PIHAK
o o ] PERTAMA danPIHAK KEDUA dalam
pelaksanaan perjanyan int akan dilakukan penyelesaian secara musyawarah dan mufakat,

dan apabila tidak tercapai penyelesaian se
; ; cara ar
penyelesaian dilakukan melalui proses hukum, musyawarah dan mufakat maka

Pasal 17
o Lain-lain

() PIHAK KEDUA menjamin bahwa penelitian dengan judul tersebut di atas belum
pernah dibiayai dan/atau diikutsertakan pada Pendanaan Penelitian lainnya, baik
yang diselenggarakan oleh instansi, lembaga, perusahaan atau yayasan, baik di dalam
maupun di luar negeri.

(2) Segala sesuatu yang belum cukup diatur dalam Perjanjian ini dan dipandang perlu
diatur lebih lanjut dan dilakukan perubahan oleh PARA PIHAK, maka perubahan-
perubahannya akan diatur dalam perjanjian tambahan atau perubahan yang
merupakan satu kesatuan dan bagian yang tidak terpisahkan dari Perjanjian ini.

dibuat dan ditandatangani oleh PARA PIHAK pada hari dan tanggal tersebut
p 2 (dua) dan bermeterai cukup sesuai dengan ketentuan
mpunyai kekuatan hukum yang sama.

Perjanjian ini
di atas, dibuat dalam rangkar
yang berlaku, yang masing-masing me

PIHAK KEDUA

B
METCRAT
AEMPEL_

. - ‘ ."

J

%v&

¥
gy, "
“°, ‘f;ﬂmnw . 0

Eulﬁnllugr.ﬂo". :L‘; Or Noviany MZSi
Ph.D // - 0019117301
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Teil

o (0721) 705173 7 on
(0721) 705173, 701608 Exy '1ag 10 V0. Bandar Lampung 35145

Yang bertanda tangan dibawah ini -

N3Ta :  Dr Nowviany, M Si

NIDN : 0019117301

Fakultas @ MIPA

Alamat :  JLProf Sumantri Brojonegoro No. 1 Gedung Meneng

Bandar Lampung 35145
Menyatakan dengan sesungguhnya bahwa :

1 O.mum “.wmu.__mwam: yang saya terima sudah dihitung dengan benar dan
akan digunakan sepenuhnya untuk mendanai peneltian yang saya
laksanakan yaitu penelitian yang didanai oleh Dana DIKTI TA 2017.
Jenis Hbzh “ Penelitian Produk Terapan Judul Pemanfaatan
Senyawa-Senyawa Bioaktif dari TumbuhanTuri {Sesbania
grandifiora) yang BerpotensiSebagai Agen Antituberkulosis "
dengan jumiah dana sebesar 70% dari nilai pekerjaan Rp. m..mwoccoo..
yaitu Rp 43750000 (Empat Puluh Tiga Juta Tujuh Ratus Lima Puluh

Rbu Rupiah).

Sem naan, ngeluaran keuangan dan
: o e vmnm}mn dengan output kegiatan

stanggungjawabannya yang .
uuthu:mePa penelitian men;jadi tanggung jawab saya sepenuhnya.

Demican pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya-benamya.

Bandar Lampung. 7 Juni 2017
peneliti,

B a4 —
jany} M.SI
g &:GE

NIDN. 001

vIpInudl uenydii udimny



BERITA A p ’

pada hari ini Rabu tangg: .
ggal Tujuh bulan Juni tahun Dua Ribu Tujuh Belas, saya yang

pertanda tangan dibawabh ini :

|. Nama
Jabatan

Alamat

[I. Nama
Jabatan
Fakultas
Alamat

MIPA

sehubungan dengan pel
Lingkungan Universita
583/UN26.21/KU/2017,
Senyawa Bioaktif d
Agen Antituberkulosis”, mak
PERTAMA sebesar
Puluh Tiga Juta Tujuh R
PIHAK KEDUA sebag

Demikian Berita Acara Pembay
mestinya.

L. PIHAK PERTAMA.

ua LPPM

- o oo
;:;‘i’gf?vgm_as Lampung,
1"".‘.
LY

%

aksanaan kegiatan Penelitian Penelitian Produ
s Lampung, sesuai dengan Surat Penugasan

tanggal 07 Juni 2017 dengan judul “P

ari TumbuhanTur
a PIHAK KEDUA berhak

70% dari nilai kontrak = 70 %
atus Lima Puluh Ribu Rupiah

ai Penanggung Jawab Kegiata

aran ini dibuat untuk dap

Warsono, Ph.D.
Ketua L 2 i
embaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat

Universitas Lampung
l. Prof. '
JI. Prof. Sumantri Brojonegoro No.1 Gedung Meneng Bandar Lampung

Disebut Sebagai PIHAK PERTAMA.

Dr Noviany, M.Si
Peneliti Utama (penanggung jawab penelitian)

. J1. Prof.Sumantri Brojonegoro No. 1 Bandar Lampung.
Disebut Sebagai PIHAK KEDUA.

k Terapan di
Penelitian Nomor:
emanfaatan Senyawa-

BcrpotcnslSebagai

i {Sesbania grandiflora) yang
PIHAK

menerima pembayaran dari
= Rp. 43750000, (Empat

x Rp.62500000,-
ening

) dan disalurkan langsung ke Rek

n Penelitian.

at dipergunakan sebagaimana

Bandar Lampung, 7 Juni 2017

Il PIHAK KEDUA.

Ketua penelitian/
pPenangpung Jawab Kegiatan

' & -

.f‘ WY er‘)
pr Noviany M.SI

NIIJN¢{101‘J117301

vIpHiudl uenydii uaii
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AN PENEL)
T
UNIVERSITAS LAL?;,UI:FGPADA MASYARAKAT

GED
Jalan. Prof. Dr SUmarE‘t'NG R_EKTORAT LANTAI 5

Telp.(0721) 705173, 701600 Ext, 136 ¢
ax,

ADDENDUM KONTRAK PENELITIAN

5 ;
PRODUK TERAPAN Tahun Anggaran 2017

Nomor; 1638 MUN26.21/KU2017

I';Iti-l ]mri i[li Kllllli.\‘ tan ‘L‘.Il DL‘lll Buhm NO\‘(‘nlb i
A er tahun Dua Ribu Tuj . i
juh Belas, kami yang

pertandatangan dibawah ini :

! , Ph.D LK
1. Warsono, £ ¢ Ketua Lembaga Penelitian dan Penelitian, Universitas
La']‘lpung. dalam hal ini bertindak untuk dan atas nama
Universitas lampung, yang berkedudukan di JI.
S?ernnnlri Brojonegoro No. 1 Bandar Lampung
35145, untuk  selanjutnya disebut PIHAK
PERTAMA;

Dosen MIPA, Universitas lampung. dalam hal ini
bertindak sebagai pengusul dan Ketua Pelaksana
Penelitian Tahun Anggaran 2017 untuk selanjutnya
disebut PIHAK KEDUA.

7. Dr Noviany, M.Si

a-sama membuat kesepakatan addendum untuk

PIHAK PERTAMA dan PIHAK KEDUA, bersam
2017 dengan ketentuan sebagai

kontrak penelitian skema PRODUK TERAPAN Tahun Anggaran

berikut:

Tertulis dalam Dokumen Nomor: 583 JUN26.21/KU/2017

Pasal 3

Tata Cara Pembayaran Dana Penelitian

bayarkan Dana Penelitian kepada PIHAK KEDUA secara

a Penelitian yaitu 70%x 62500000 =

Rupiah) yang akan
PARA PIHAK

judul Penelitian.

(1) PIHAK PERTAMA akan mem
bertahap dengan ketentuan sebagai berikut:
a. Pembayaran Tahap Pertama sebesar 70%

43750000 (Empat Puluh Tiga Juta Tujuh
dibayarkan oleh PIHAK PERTAMA kepada PIHA
membuat dan melengkapi rancangan pelaksanaan Pene
pendekatan dan metode Penelitian yang digunakan. data ya

akan digunakan, dan tujuan Penelitian berupa |uaran yang axdit = . I -
b. Pembayaran Tahap Kedua sebesar 30% dari total dana penelitian yaitu 30%x 6250000

| iah) dibayarkan olel
18750000 (Delapan Belas Juta Tujuh Ratus Lima Pulub Ribu Rupl.;}h) dnba)i::lnuclak:r:
PIHAK PERTAMA kepada PIHAK KEDUA setela! PIIAK KEDUA mengump

Laporan Kemajuan, Laporan Akhir dan Laporan keuangan.

dari total dan
Ratus Lima Puluh Ribu

K KEDUA sctelah

litian yang memuat
ng akan diperoleh, anggaran yang

kan dicapai.

1dari 2
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PO
;“uﬂ}iﬁ&;PERTAMA

PN
AR :

Dikoreksi Menjadi
Pasal 3
Tata C
ara Pembayaran Dana Penelitian

pIHAK PERTAMA akan memb
bertahap dengan ketentuan s Payarkan Dana Peneli
ebagai berikut: ian kepada PIHAK KEDUA secard

pembayaran Tahap Pertama sebesar dari total dana Peneliti
(Empat Pulubh Tiga Juta Tujuh Rat na Penclitan yaitu 49393000 = 43750000 -
gibayarkan oleh PIHAK PERTAMA kepzs l;:,? a Puluh Ribu Rupiah) yang akan
embuat dan mele . a PIHAK KEDUA setelah PARA PIHAK
I;endekatan dan me?og;ikea!;L;ZTiT?anngan PELaksanaan Penelitian yang memuat judu! Penelitian.

) ; yang digunakan, data ya ; .

akan digunakan, dan tujuan Penelitian berupa luaran yangyalragna:ii:::pilipemieh. g
hap Kedua sebesar dari total dana Penelitian yaitu 49393000 = 5643000
leh PTHAK

Ratus Empat Puluh Tiga Riburupiah) dibayarkan ©
|[kan Laporan

a.

b, Pembayaran Tal

(Lima Juta Enam
PERTAMA kepada PIHAK KEDUA setelah PIHAK KEDUA mengumpt

Kemajuan, Laporan Akhir dan Laporan keuangan.

Pasal 7

Laporan Pelaksanaan Penelitian

capaian hasil, Poster, artikel ilmiah

(4) PIHAK KEDUA berkewajiban mengunggah Laporan Akhir,
g lambal 15 November 2017 (bagi Penelitian rahun terakhir).

dan profil pada SIMLITABMAS palin
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RINGKASAN

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu penyakit yang paling banyak menyebabkan
kematian manusia. Untuk  mengatasi masalah ancaman  kematian  yang
disebabkan TB sudah banyak digunakan obat diantaranya pirazinamid, rifampisin,
isoniazid, streptomisin, dan etambutol. Ada kekurangan pada penggunaan obat-obat
tersebut yaitu penggunaannya secara berlebih dapat menyebabkan patogen TB
resisten terhadap obat-obatan tersebut (multi-drug resistant). Untuk mengurangi
kekurangan obat TB diperlukan agen antituberkulosis yang lebih baik. Salah satu
tumbuhan yang dapat dijadikan sebagai sumber bahan agen anti-TB adalah
tumbuhan turi (Sesbania grandiflora). Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi tiga
senyawa murni, dua diantaranya adalah senyawa jenis 2-arilbenzofuran baru dari
kulit batang S. grandiflora yang dinamai sebagai sesbagrandiflorain A dan B, dan
satu merupakan senyawa golongan flavonoid. Ketiga senyawa hasil isolasi diperoleh
melalui beberapa tahapan isolasi dan ekstraksi dengan teknik maserasi bertingkat,
dilanjutkan dengan fraksinasi dan pemurnian senyawa dengan metode kromatografi
cair vakum (KCV), kromatografi kolom gravitasi (KKG), dan kromatografi lapis
tipis preparatif (KLT Preparatif). Karakterisasi dan identifikasi senyawa-
senyawa hasil isolasi dilakukan dengan cara fisika maupun spektroskopi, diantaranya
penentuan titik leleh, uji kromatografi lapis tipis menggunakan tiga sistem eluen
yang berbeda, dan analisis spektroskopi UV, IR, NMR (1D dan 2D), dan MS.
Fraksinasi dan pemurnian pada fraksi-fraksi yang lebih polar dan berpotensi sebagai
anti-TB akan dilanjutkan pada penelitian tahun kedua untuk mendapatkan kandidat
senyawa bioaktif lainnya. Senyawa-senyawa isolat murni yang telah diidentifikasi
kemudian akan diuji bioaktivitas anti-TB secara in vitro terhadap Mycobacterium
tuberculosis menggunakan metode dilusi agar pada tahap penelitian lanjutan. Hasil
penelitian pada tahun pertama ini telah dipublikasikan pada seminar internasional
ICASMI (13-15 Juli 2017) dan ISNM (24-25 Agustus 2017), serta telah
dipresentasikan juga pada seminar nasional SNK (11-12 September 2017). Selain itu
senyawa-senyawa baru hasil isolasi yang diperoleh pada penelitian ini juga telah
ditulis sebagai artikel ilmiah yang dipublikasikan pada jurnal Natural Products
Research (Impact Factor 2016: 1,828) dengan status under reviewed. Sebagai luaran
tambahan, hasil penelitian pada tahun pertama ini juga telah dibuat sebagai draft
paten sederhana dan rencana akan diusulkan pendaftarannya pada tahun kedua
penelitian.

Kata Kunci: antituberkulosis, arilbenzofuran, Mycobacterium tuberculosis, senyawa
bioaktif, sesbagrandiflorain, Sesbania grandiflora
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BAB 1. PENDAHULUAN

Tuberkulosis atau Tubercle Bacillus (TB) adalah satu dari penyebab kematian
terbesar di dunia yang disebabkan oleh infeksi bakteri (Janin, 2007). Penyakit TB
merupakan sejenis penyakit menular yang sangat mudah penyebarannya melalui
udara oleh mikroorganisme, Mycobacterium tuberculosis, suatu bakteri aerobik
patogenik yang menyerang sistem pernafasan. Sejak satu dekade terakhir, sekitar
satu pertiga populasi manusia di dunia terinfeksi oleh M. tuberculosis (Zumla, 1998).
Berdasarkan data World Health Organization (WHO) pada tahun 2006, sekitar 2 juta
kematian disebabkan hanya penyakit TB setiap tahun. Untuk mengatasi wabah ini,
pencarian beberapa agen antituberkulosis yang efektif berhasil dilakukan,
diantaranya penemuan seperti pirazinamid, rifampisin, isoniazid, streptomisin, dan
etambutol. Dengan ditemukannya obat-obatan tersebut, sejumlah kasus penyakit TB
dapat dikurangkan secara drastis terutama di negara-negara berkembang. Namun
sejak akhir tahun 1980-an, beberapa kasus penyakit TB di seluruh dunia kembali
meningkat pesat disebabkan oleh multidrug resistant (MDR) dari M. tuberculosis
(Sandra, dkk., 2000). Survey yang telah dilakukan oleh lembaga kesehatan dunia
menyatakan Indonesia menempati urutan ketiga penderita TB setelah India dan Cina
(DepKes, 2006). Oleh sebab itu, diperlukan usaha-usaha intensif dan terpadu dari
para peneliti untuk mengidentifikasi target obat baru yang potensial sebagai agen
anti-TB.

Sumber-sumber bahan alam khususnya tumbuhan, sudah sejak lama
digunakan secara luas oleh masyarakat di dunia dalam pengobatan tradisional untuk
mengobati berbagai penyakit termasuk yang disebabkan oleh infeksi bakteri.
Senyawa-senyawa bahan alam telah banyak terbukti dapat dijadikan sebagai sumber
terpenting dalam pencarian obat-obatan baru yang relatif aman dari efek samping dan
murah (Kone, 2004). Penemuan terkini artemisinin sebagai antimalaria dan taksol
sebagai antikanker dari organisme di alam adalah indikasi pentingnya bahan-bahan
alami dalam rangka penemuan obat-obatan baru. Tumbuh-tumbuhan yang secara
traditional berkhasiat sebagai obat, sampai saat ini masih menjadi alternatif utama

untuk penemuan dan pengembangan agen anti-TB baru. Namun demikian, hanya



sebagian kecil saja dari tumbuhan berpotensi tersebut yang dieksplorasi untuk diteliti
kandungan aktifnya (Frame, dkk., 1998).

Corona dkk. pada tahun 2008 telah mengevaluasi bioaktivitas 9 tumbuhan
obat yang digunakan secara tradisional di Meksiko terhadap M. tuberculosis. Dari
penelitian tersebut dilaporkan bahwa diantara 9 tumbuhan yang diujikan, Nasturtium
officinale menunjukkan aktivitas antituberculosis terbaik dengan nilai MIC 100
pug/mL. Newton dkk. (2000) dalam suatu literatur reviewnya melaporkan bahwa
terdapat lebih dari 350 spesies tumbuhan di seluruh dunia telah diuji aktivitas
antituberkulosis. Dari hasil reviewnya dilaporkan bahwa sejumlah ekstrak tumbuhan
dan senyawa tertentu menunjukkan aktivitas antimikroba yang potensial.

Berdasarkan penelusuran literatur yang telah dilakukan, hingga saat ini belum
ada kajian atau studi intensif terhadap tumbuh-tumbuhan di Indonesia khususnya di
daerah Lampung dalam rangka pencarian obat alternatif untuk anti-TB. Tumbuhan
Sesbania grandiflora atau yang dikenal dengan nama lokal turi, merupakan salah
satu tumbuhan obat tradisional yang sering digunakan di kawasan Asia Tenggara dan
India. Semua bagian tumbuhan turi seperti akar, kulit batang, daun, bunga, biji, dan
buah dapat digunakan untuk pengobatan secara tradisional (Wagh dkk., 2009).
Kajian fitofarmakologi sebelumnya yang telah dilakukan pada bagian akar tumbuhan
turi (S. grandiflora) menunjukkan bioaktivitas antituberkulosis yang cukup
signifikan pada isolat yang diperoleh (Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Berdasarkan
paparan di atas dapat dinyatakan bahwa tumbuhan S. grandiflora sangat prospek
untuk diteliti dalam rangka pencarian sumber-sumber alami obat anti-TB. Penelitian
yang dilakukan saat ini merupakan kelanjutan dari kajian fitokimia pada tumbuhan S.
grandiflora terkait dengan pemanfaatannya sebagai salah satu sumber senyawa
bioaktif baru yang potensial sebagai agen anti-TB. Dari hasil penelitian ini telah
berhasil dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa-senyawa fenolik jenis 2-
arilbenzofuran dari ekstrak etilasetat kulit batang tumbuhan S. grandiflora. Proses
fraksinasi dan pemurnian fraksi-fraksi lainnya dari ekstrak etilasetat masih terus
dilanjutkan untuk menggali senyawa-senyawa bioaktif yang berbeda yang berpotensi

sebagai agen anti-TB.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kajian Pustaka

Indonesia merupakan salah satu negara ‘megadiversity’ ketiga dalam hal
keberagaman tumbuh-tumbuhan baik tingkat tinggi maupun rendah. Sebagai negara
yang kaya akan keanekaragaman hayati, eksplorasi sumber-sumber senyawa bioaktif
baru dari tumbuhan akan menjadi lebih praktis dan menguntungkan. Karena hingga
saat ini, tumbuhan masih memegang peranan penting dalam penemuan obat-obatan
baru untuk mengatasi berbagai penyakit manusia (Balunas dan Kinghorn, 2005).
Bahkan menurut Tulp dkk. (2006), diperkirakan hampir 50% obat-obat yang beredar
sekarang bersumber dari tumbuh-tumbuhan. Oleh sebab itu ketertarikan akan sumber
senyawa bioaktif dapat membantu industri pembuatan obat baru yang lebih efisien.

Beberapa pendekatan sudah dilakukan untuk menekan jumlah kematian yang
disebabkan oleh penyakit ini, diantaranya pencarian sumber-sumber alam dan
pembuatan turunan semi sintesis aktif terhadap penyakit TB. Sejumlah obat-obatan
anti-TB saat ini adalah diisolasi dari spesies mikroorganisme jamur. Streptomycin
adalah salah satu contoh obat anti-TB yang popular yang berhasil diisolasi dari
Streptomyces griseus. Senyawa-senyawa aktif lain yang berhubungan seperti
kanamycin, amikacin dan capreomycin juga berhasil diisolasi dari S. capreolus
(Herr, dan Redstone, 1966; Nomoto, dkk., 1978). Turunan-turunan senyawa tersebut
saat ini digunakan dalam kombinasi antibiotik TB yang lain sebagai second-line
drugs.

Beberapa kelompok senyawa calkon dan analognya telah dievaluasi
bioaktivitasnya terhadap M. tuberculosis H37Rv (Lin, dkk., 2002). Diantara
senyawa-senyawa tersebut, dua senyawa calkon 1, 2, dan empat senyawa mirip
calkon 3-6 menunjukkan aktivitas daya hambat >90% terhadap M. tuberculosis.
Bioaktivitas tersebut mengindikasikan bahwa adanya subtituen halogen pada cincin
A dari 2’-hidroksicalkon (senyawa 1-2) meningkatkan aktivitas anti-TB senyawa,
dimana subtitusi halogen pada posisi 3 memperlihatkan aktivitas anti-TB yang lebih
tinggi daripada substitusi halogen pada posisi 2 atau 4. Selain itu, senyawa-senyawa
mirip calkon kebanyakan menunjukkan aktivitas anti-TB yang signifikan diantara

semua senyawa yang diuji. Diperkirakan dalam seri senyawa tersebut kemungkinan
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diperlukan suatu gugus lipofilik di satu sisi dan gugus hidrofilik di sisi lain dari 2-

propen-1-on (senyawa 3-6)

Famili tumbuhan Fabaceae, khususnya spesies-spesies dalam subfamili
Papilionoideae sudah sejak lama menarik perhatian para peneliti tidak hanya
disebabkan oleh variasi struktur senyawa yang dihasilkan, tetapi juga karena
keaktifan biologisnya yang menarik. Beberapa jenis golongan senyawa metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, kumarin, fenilpropanoid, antrakuinon, terpenoid
dan glikosida sianogenat telah berhasil diisolasi dari famili tumbuhan ini (Wink, dan
Mohamed, 2003). Diantara berbagai golongan senyawa tersebut, jenis isoflavonoid
merupakan komponen utama yang ditemukan dalam subfamili Papilionoideae.

Veitch pada tahun 2007 melaporkan bahwa lebih dari 420 senyawa baru jenis
isoflavonoid berhasil diisolasi dari tanaman ini. Sejalan dengan penemuan tersebut,
ternyata di alam, kelompok senyawa ini memiliki sebaran fungsi biologis yang luas
seperti antimikroba, anti serangga, bersifat sebagai zat allelopati (Dixon dan Sumner,
2003), inhibitor terhadap serangan pathogen/penyakit (Graham dan Graham, 2000).
Selain itu hasil kajian klinis terhadap kelompok senyawa isoflavonoid

memperlihatkan pengaruhnya yang positif dalam kesehatan dan nutrisi manusia,
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diantaranya dalam pencegahan penyakit jantung, gejala menopausal dan osteoporosis
(Cogolludo, dkk., 2007; Cornwell, dkk., 2004; Di, dkk., 2008; Joung, dkk., 2003;
Kottra dan Daniel, 2007). Selain jenis isoflavonoid, senyawa golongan
arilbenzofuran juga telah ditemukan oleh Tanaka dkk (2004) dari akar Erythrina
variegata. Dari hasil penelitiannya dilaporkan bahwa dua senyawa tipe 2-
arilbenzofuran, eryvarins P (7) dan Q (8), serta suatu 3-aril-2,3-dihidrobenzofuran,
eryvarin R (9) menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Dari ketiga senyawa isolat tersebut, eryvarin Q (8)

menunjukkan aktivitas antibakteri yang paling potensial terhadap bakteri uji yang

digunakan.
H3CO
HO 0
@) CHO

9b R =OAc

OCHj

Diantara lebih dari 13000 spesies dalam subfamili Papilionoideae, Sesbania
grandiflora adalah salah satu tumbuhan berkhasiat obat yang sangat potensial untuk
dikembangkan sebagai sumber senyawa bioaktif baru. Seluruh bagian tanaman ini,
meliputi akar, kulit batang, gum, daun, bunga dan buah, sudah digunakan secara
turun temurun dalam pengobatan tradisional terutama di daerah Asia Tenggara dan
India. Beberapa kajian efek farmakologi dari ekstrak pada tanaman ini telah banyak
dilakukan dalam rangka memberikan validasi ilmiah mengenai pemanfaatannya
secara tradisional. Penggunaan daun S. grandiflora sebagai suplemen pada perokok

dapat mencegah kerusakan oksidatif pada paru-paru, hati dan ginjal (Ramesh dan
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Begum, 2006; Ramesh, dkk., 2007; 2010). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Doddola et al. (2008) menunjukkan bahwa jus daun S. grandiflora memberikan
aktivitas antiurolithiatic yang signifikan terhadap kandungan batu jenis kalsium
oksalat. Pada tahun 2010, Laladhas dkk. melakukan uji secara in vivo dan in vitro
terhadap ekstrak bunga S. grandiflora menggunakan sel kanker yang berbeda, hasil
penelitian menunjukkan bahwa bunga tersebut dapat dijadikan sebagai kandidat obat
antikanker yang potensial. Selain itu, kajian fitofarmakologi pada ekstrak n-heksana
dari biji S. grandiflora memperlihatkan aktivitas antioksidan, anti-inflamasi,
analgesik dan antipiretik (Shareef, dkk., 2012). Kebanyakan penelitian yang telah
dilakukan pada S. grandiflora hanya sebatas skrining fitokimia dan uji efek
farmakologi dari ekstrak tanaman.

Dari penelusuran literatur yang telah dilakukan, penelitian kimia tumbuhan S.
grandiflora yang tumbuh di Indonesia belum pernah dilakukan. Sejak satu dekade
terakhir ini, penulis telah mengeksplorasi secara intensif senyawa-senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan tumbuhan tersebut dan mengkaji efek farmakologinya
(Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Penelitian awal dilakukan pada bagian akar
tumbuhan S. grandiflora untuk mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif murni yang
memiliki aktivitas anti-TB. Penelitian yang telah dilakukan saat ini merupakan
penelitian kimia pada S. grandiflora khususnya bagian kulit batang kemudian
dilanjutkan dengan pengujian aktivitas anti-TB senyawa-senyawa murni yang
diperoleh. Hasil penelitian tahap pertama menunjukkan bahwa jenis senyawa
metabolit sekunder pada kulit batang S. grandiflora merupakan jenis fenolik yang
berbeda dari kandungan senyawa metabolit sekunder pada bagian akar S.
grandiflora. Penelitian ini masih terus dilanjutkan untuk mendapatkan data secara
menyeluruh mengenai profil kandungan kimia kulit batang S. grandiflora dan

potensinya sebagai agen anti-TB.

2.2 Studi Pendahuluan yang Sudah Dilaksanakan/Hasil yang Sudah Dicapai
Dari penelitian sebelumnya yang telah dilakukan terhadap akar S. grandiflora,
diperoleh 9 senyawa murni dan satu campuran isomer. Sembilan senyawa yang
berhasil diisolasi yaitu suatu terpenoid, asam betulinat (10), dan tujuh senyawa
isoflavonoid, yaitu xenognosin B (11), liquiritigenin  (12), 7,2°,4’-

trihydroxyisoflavone (13), demethylvestitol (14), vestitol (15), medicarpin (16),
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sativan (17), bersama-sama dengan satu senyawa fenolik alam baru, yaitu 1,1'-bi-2-
naftol (18) (Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Semua senyawa hasil isolasi diuji
aktivitasnya secara in vitro terhadap strain bakteri M. tuberculosis. Di antara semua
senyawa uji, 1,1'-bi-2-naftol ditemukan paling aktif pada uji anti-TB dengan nilai

konsentrasi hambat minimum 312.5 x 10 ug/mL.

14R,=H;R, =
15R,=H; R, = CH3
17 R, = CH;; R, = CH,

Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan sebelumnya serta studi
pendahuluan yang dilakukan, dapat dinyatakan bahwa S. grandiflora merupakan
tumbuhan obat tradisional yang bernilai terutama dalam mengatasi berbagai penyakit
yang disebabkan oleh infeksi. Studi lebih lanjut pada S. grandiflora masih perlu
dilakukan untuk mencari senyawa-senyawa aktif lainnya dan mengklarifikasi potensi
lain dari tanaman tersebut sebagai sumber yang bermanfaat bagi penemuan jenis obat
baru khususnya obat anti-TB. Pada penelitian ini akan dilakukan isolasi dan
identifikasi senyawa bioaktif dari kulit batang dan ranting kayu tumbuhan S.
grandiflora, dilanjutkan dengan uji aktivitas anti-TB senyawa isolat terhadap M.
tuberculosis. Senyawa-senyawa murni yang menunjukkan aktivitas anti-TB
diharapkan dapat dijadikan sebagai agen anti-TB baru yang dapat menggantikan obat
anti-TB yang telah resisten.
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2.3 Peta Jalan Penelitian

Tabel 1. Peta

Kegiatan

Jalan Penelitian
Tahun 2008- Tahun 2016- Tahun 2020-
2015 2019 2025

Tahun 2026-
2030

Penelitian awal

Penelitian yang
akan diusulkan

Produk yang
diharapkan

(Target/Luaran)

Penelitian
lanjutan yang
direncanakan

Produk yang
diharapkan
(Target/Luaran

Implementasi/
aplikasi luaran
penelitian
lanjutan)

Produk yang
diharapkan

Target/Luaran

Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Fenolik
Bioaktif dari tumbuhan di Lampung

Isolasi senyawa
bioaktif dari akar
S.arandiflora

d

Uji anti TB

Isolasi senyawa bioaktif dari
kulit batang dan ranting
kayu S. grandiflora

J

Senyawa-senyawa bioaktif anti-TB (Publikasi dijurnal
Internasional/nasional terakreditasi/HKI)

Sintesis dan
Modifikasi gugus
fungsi senyawa

bioaktif

J

Uji anti TB; sel galur tertentu

J

Seny.agen anti-TB
(Pub.dijur.Internas.
/nas.akr/HKI)

Uji toksisitas,
bioassay in vivo,
kajian QSAR/drug

design dan uji

pra-klinik
Obat Obat Obat Obat
anti-TB anti-TB anti-TB anti-TB

Publikasi dijurnal Internasional/nasional terakreditasi/HKI/Bahan Ajar
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BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yang dilakukan meliputi tujuan umum dan tujuan khusus.
Secara umum penelitian kimia pada kulit batang S. grandiflora bertujuan untuk
mengeksplorasi kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder dari kulit batang
tumbuhan dan menguji efek farmakologinya. Tujuan umum dilakukan melalui 4
tahapan yaitu (1) skrining fitokimia; (2) ekstraksi dan isolasi; (3) fraksinasi dan
pemurnian; dan (4) uji bioaktivitas senyawa murni secara in vitro terhadap M.
tuberculosis. Adapun tujuan khusus dalam setiap tahap adalah mendapatkan
senyawa-senyawa bioaktif murni yang bersifat anti-TB dari kulit batang tumbuhan S.
grandiflora yang dilakukan melalui tahapan berikut:
Tahap pertama

Mendapatkan informasi mengenai jenis kandungan senyawa metabolit
sekunder (seperti flavonoid, alkaloid, fenolik, terpenoid/steroid, dan saponin) dari
kulit batang tumbuhan S. grandiflora dan mendapatkan senyawa-senyawa murni dari
jaringan tumbuhan tersebut. Untuk mencapai tujuan pada tahap ini langkah-langkah
yang akan dilakukan adalah proses isolasi, fraksinasi dan pemurnian yang meliputi
maserasi menggunakan pelarut bergradien kepolaran, partisi menggunakan teknik-
teknik kromatografi seperti kromatografi cair vakum, kromatografi kolom gravitasi,
kromatografi kolom flash, dan kromatotron. Senyawa hasil partisi yang diperoleh
kemudian dimurnikan dengan cara kristalisasi, rekristalisasi, kromatografi kolom,
atau kromatografi lapis tipis preparatif. Senyawa yang sudah murni selanjutnya
dikarakterisasi secara fisika dan spektroskopi UV-VIS, IR, NMR, dan MS.
Tahap kedua

Mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif murni yang menunjukkan aktivitas
antituberkulosis. Untuk mencapai tujuan pada tahap ini, senyawa-senyawa murni
yang diperoleh pada tahap pertama kemudian diuji aktivitas biologisnya secara in
vitro terhadap M. tuberculosis menggunakan metode dilusi agar.

3.2 Manfaat Penelitian
Berdasarkan dari paparan di awal bahwa tanaman adalah terbukti sebagai

salah satu sumber terpenting dalam pengembangan bahan-bahan obat baru (Newman,
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dan Cragg, 2007; Newman, dkk., 2003), sehingga perhatian para peneliti tertumpu

pada tumbuhan sebagai sumber potensial agen anti TB yang baru (Pauli, dkk., 2005;

Sanchez dan Kouznetsov, 2010). Beberapa peneliti dalam reviewnya melaporkan

bahwa sejumlah spesies tumbuhan yang diteliti menunjukkan aktivitas anti TB yang

menjanjikan (Arya, 2011; Negi, dkk., 2010). Selain itu sejumlah ekstrak dan
senyawa hasil isolasi dari beberapa tumbuhan dan spesies yang berhubungan,
dilaporkan memperlihatkan aktivitas menghambat yang baik terhadap M.tuberculosis

(Newman, dkk., 2002; Copp dan Pearce, 2007). Dari penemuan-penemuan tersebut,

masih belum dijumpai kandidat obat TB yang lulus uji klinik. Tumbuhan S.

grandiflora merupakan salah satu kandidat obat TB yang berpotensi untuk diteliti

dan dikembangkan.

Sejalan dengan isu permasalahan penyakit TB tersebut dan merujuk dari
hasil-hasil penelitian yang telah dilakukan oleh penulis dan tim terhadap jaringan
akar dan kulit batang tumbuhan S. grandiflora, maka dapat diuraikan beberapa
manfaat penelitian yang dilakukan diantaranya:

a. Senyawa-senyawa murni hasil isolasi (isolat) dari kulit batang S. grandiflora
yang diperoleh dapat digunakan untuk melakukan berbagai uji aktivitas biologis
terhadap sel galur yang berbeda seperti sel tumor/kanker, virus, fungi/jamur, dan
berbagai jenis mikroba.

b. Di bidang farmasi, kedokteran, dan pengobatan, isolat-isolat yang didapatkan
dapat dimanfaatkan sebagai senyawa rujukan (lead compounds) atau bahan
awal/model molekul untuk sintesis, semi sintesis, modifikasi struktur kimia
maupun senyawa-senyawa analog dalam rangka mendesain secara rasional
pola/bentuk obat baru untuk penemuan dan pengembangan obat-obatan.

c. Senyawa-senyawa murni yang menunjukkan bioaktivitas anti-TB yang tinggi,
dapat dipromosikan sebagai obat/agen anti-TB baru dalam rangka menunjang
kesehatan masyarakat.

d. Struktur senyawa bioaktif anti-TB yang diperoleh dapat memberikan kontribusi
pada bidang ilmu kimia organik khususnya dalam mempelajari hubungan struktur
dan keaktifan senyawa (SAR) yang menunjang kemajuan ilmu pengetahuan dan

teknologi.
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian tahun pertama ini telah dilaksanakan selama kurang lebih 6 bulan
terhitung dari bulan Maret 2017 hingga Agustus 2017, di Laboratorium Kimia

Organik Jurusan Kimia, FMIPA Universitas Lampung.

4.2 Bahan dan Alat
A. Bahan Tumbuhan
Bagian tumbuhan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit batang
tumbuhan turi (S. grandiflora) yang diperoleh dari daerah stasiun kereta api Labuhan
Ratu, Bandar Lampung. Determinasi spesies tumbuhan dilakukan di Herbarium
Bogoriense, LIPI, Bogor.
B. Bahan Kimia/Reagen
Bahan kimia yang digunakan diantaranya asam sulfat pekat (H2SO4), serium
(IV) sulfat, kalium iodida, bismuth (I1) nitrat, barium klorida, kalium bromida,
FeCls HgCl,, serbuk Mg, asam asetat glasial, asam klorida, etil asetat (EtOAc),
metanol (MeOH), etanol, n-heksana (n-C¢Hi4), aseton (C3HsO), aseton-ds, akuades
(H20), serium sulfat 1,5% dalam asam sulfat 2 N, diklorometana (CH,Cly), silika gel
Merck G 60 (0.063-0.200 mm), silika gel 60 GFs4, plat KLT, dan plat KLT
preparatif
C. Bahan Uji Bioaktivitas
Mycobacterium tuberculosis, Middle Brook 7H9 broth, Middle Brook 7H10
broth, Media Lowenstein Jensen, OADC, Tween-80, dimetil sulfoksida, gliserol,
etambutol, akuades steril, akua bidestilata, petridis, mikropipet tips.
D. Alat-alat yang digunakan
Alat-alat yang digunakan antara lain alat-alat gelas laboratorium, penguap putar
vakum, komatografi lapis tipis, satu set alat kromatografi cair vakum, satu set kolom
kromatografi, kromatotron, inkubator, timbangan analitik, vortex, tabung
Eppendrof, pengukur titik lelen Fisher John, lampu UV merk Spektroline model
ENF-240 C/F, pipet kapiler, spektrofotometer FT-IR Nicolet Avatar 360
spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), NMR 500 MHz (*H)
dan 125 MHz (**C) spektrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
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micrOTOF-Q II™ spektrometer massa (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA),
serta UV-Vis Cary 100 spektrofotometer (Agilent Technologies).

4.3 Prosedur Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan secara garis besarnya meliputi tahapan
berikut: skrining fitokimia, ekstraksi, isolasi, dan pemurnian senyawa dari Kkulit
batang S. grandiflora; identifikasi struktur senyawa murni secara fisika dan
spektroskopi UV, IR, MS dan NMR; kemudian uji bioaktifitas antituberkulosis
secara in vitro terhadap ekstrak/fraksi dan senyawa murni yang sudah teridentifikasi

strukturnya. Bagan alir penelitian secara ringkas dapat dilihat pada gambar 1.

Kulit batang tumbuhan yang telah

dihaluskan
- maserasi dengan berbagai pelarut
- evaporasi
Ekstrak tumbuhan » Skrining fitokimia

l - Isolasi dan pemurnian
- Penentuan struktur

A B C D E

U

Uji bioaktivitas antituberculosis
secara in vitro

A

Gambar 1. Bagan alir penelitian

A. Skrining Fitokimia

Kulit batang S. grandiflora dicuci bersih dengan air dan diiris kecil-kecil
kemudian dikeringkan dengan cara dijemur di bawah panas sinar matahari selama
kurang lebih satu minggu. Kulit batang yang telah kering lalu digiling hingga
menjadi serbuk halus. Sebanyak 100 gram serbuk halus kulit batang S. grandiflora
direndam menggunakan metanol selama 24 jam sehingga didapatkan ekstrak metanol
yang digunakan untuk skrining fitokimia. Skrining fitokimia dilakukan untuk

mengetahui kandungan jenis/golongan senyawa metabolit sekunder dalam kulit
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batang S. grandiflora, diantaranya uji flavonoid, alkaloid, fenolik, uji
terpenoid/steroid dan saponin.
1. Pemeriksaan Alkaloid

Senyawa alkaloid dalam sampel dapat diketahui keberadaanya dengan cara
menambahkan lima tetes kloroform dan beberapa tetes pereaksi Meyer ke dalam 1 mL
sampel. Terbentuknya endapan putih menunjukan adanya alkaloid. Pereaksi Mayer dibuat
dari satu gram Kl yang dilarutkan dengan 20 mL akuades. Kemudian ke dalam larutan Ki
tersebut ditambahkan 0, 271 gram HgCl, hingga larut (Ratu, 2015).
2. Pemeriksaan Flavanoid

Pemeriksaan senyawa flavanoid dilakukan dengan cara menambahkan satu gram
serbuk Mg dan 10 mL HCL pekat ke dalam 1 mL sampel. Perubahan warna larutan menjadi
kuning atau merah menandakan adanya senyawa flavanoid (Ratu, 2015).
3. Pemeriksaan Steroid dan Terpenoid

Pemeriksaan senyawa terpenorid dan steroid dilakukan dengan cara menambahkan
ImL asam asetat glasial dan 1 mL H,SO, pekat (Lieberman-Burchard) ke dalam 1 mL
sampel. Jika warna berubah menjadi biru/ungu menandakan adanya senyawa steroid.
Sedangkan jika berubah menjadi merah atau kuning menandakan adanya senyawa terpenoid
(Ratu, 2015).
4. Pemeriksaan Tanin

Pemeriksaan senyawa tanin dilakukan dengan cara menambahkan beberapa tetes
FeCl; 1% ke dalam 1 mL sampel. Perubahan warna menjadi biru tua menunjukan adanya
senyawa fenolik. Kemudian ditambahkan 0,5 mL gelatin 2% jika terbentuk endapan
menandakan positif adanya senyawa tanin (Ratu, 2015).
5. Pemeriksaan Saponin

Pemeriksaan senyawa saponin menggunakan metode Forth dilakukan dengan cara
memasukan 1 mL sampel kedalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 10 ml aquades lalu
dikocok selama 30 detik. Apabila terbentuk busa yang mantab (tidak hilang selama 30 detik)

maka identifikasi menunjukan adanya saponin pada sampel tersebut (Ratu, 2015).

B. Ekstraksi

Serbuk halus kulit batang turi ditimbang sebanyak 1500 gram kemudian
direndam dengan menggunakan beberapa pelarut seperti n-heksana selama 1x 24
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan, perlakuan yang sama juga dilakukan
menggunakan pelarut etil asetat dan metanol. Ketiga ekstrak hasil perendaman
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masing-masing disaring dengan kertas saring. Masing-masing filtrat dari berbagai
pelarut yang didapat lalu dipekatkan dengan penguap putar vakum sehingga
diperoleh ekstrak pekat n-heksana (15 g), etil asetat (60 g), dan metanol (53 g). Pada
penelitian awal ini, ekstrak etil asetat dipilih terlebih dahulu untuk diisolasi dan
dimurnikan lebih lanjut karena memberikan tes positif fenolik pada skrining

fitokimia.

C. Isolasi dan Pemurnian

Pada tahap ini ekstrak EtOAc (60 gram) dibagi menjadi tiga bagian,
disebabkan jumlah sampel maksimal yang sesuai dengan ukuran kolom adalah
kurang lebih 20 gram. Masing masing ekstrak EtOAc (20 gram) kemudian
difraksinasi menggunakan teknik KCV menggunakan eluen EtOAc/n-heksana
dengan gradien kepolaran (0-100% EA) dan diakhiri dengan metanol 100%. Fraksi-
fraksi yang diperoleh dari hasil KCV I-11l kemudian digabungkan berdasarkan nilai
Rf pada kromatogram KLT, sehingga diperoleh 9 fraksi gabungan utama (Fr. E1-E9)
(Gambar 2).

[ - EF " W N
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

Gambar 2. Kromatogram hasil KCV

Fraksi E7 (237 mg) kemudian difraksinasi lebih lanjut dengan teknik KKG
menggunakan eluen aseton/n-hexane (2:98-65;35 v/v) secara gradien kepolaran,
sehingga dihasilkan 87 subfraksi (Fr. E7.1-E7.87). Kristal berbentuk jarum halus
berwarna kuning terbentuk pada sub-fraksi ke-38-52. Kristal tersebut tumbuh setelah
dibiarkan selama satu hari pada suhu kamar. Rekristalisasi sejumlah kristal yang
terbentuk kemudian menghasilkan senyawa murni pertama yang diberi kode N1 (5,2
mg) (Gambar 3).
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Gambar 3. Senyawa isolasi pertama (N1)

Pemisahan dan pemurnian kemudian dilanjutkan pada fraksi E8 (325 mg)
dengan teknik yang sama menggunakan eluen aseton/n-heksana (5:95-4;60 v/v)
secara gradien kepolaran, sehingga diperoleh 42 subfraksi (Fr. E8.1-E8.42).
Subfraksi-subfraksi yang menunjukkan profil KLT yang sama kemudian digabung
sehingga diperoleh 3 gabungan subfraksi utama (Fr. E8.1-E8.3). Sufraksi E8.2 (38
mg) lalu dimurnikan lebih lanjut dengan teknik KLT preparatif (plates: 20 x 7 x 0.5
mm) (Gambar 4a dan 4b) menggunakan eluen aseton/:n-heksana (3:7 v/v) secara
gradien kepolaran untuk menghasilkan senyawa murni kedua berupa kristal
berbentuk jarum halus berwarna kuning yang diberi kode N2 (4.9 mg) (Gambar 5a).
Selain itu subfraksi-subfraksi hasil fraksinasi fraksi E-7 dengan nilai Rf yang lebih
rendah kemudian dimurnikan lebih lanjut dengan eluen aseton/n-heksana (5:95 v/v)
dengan gradien kepolaran. Setelah dibiarkan selama 4 hari, diperoleh padatan
berbentuk amorf berwarna kuning diberi kode N3 (39 mg) (Gambar 5b).

(@) (b)

Gambar 4. Kromatogram hasil KLT Preparatif subfraksi E3.2 (a);
Kromatogram hasil fraksinasi subfraksi E3.2 (b)
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D. Elusidasi struktur

(a)

(b)
Gambar 5. Senyawa isolasi ke-2 (N2) (a); Senyawa isolasi ke-3 (N3) (b)

Penentuan struktur senyawa hasil isolasi N1, N2, dan N3 dilakukan secara

fisika dan spektroskopi meliputi uji titik leleh dan analisis spektroskopi UV-Vis, IR,

MS dan NMR.

Secara keseluruhan hasil penelitian dan outputnya dapat dilihat pada gambar 6
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1 Hasil

Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi dua senyawa fenolik baru yang
jarang ditemukan di alam yaitu senyawa tipe 2-arilbenzofuran yang diberi nama
sebagai sesbagrandiflorain A (N1) dan B (N2), serta satu senyawa fenolik lain yang
saat ini sedang dalam proses analisis dan identifikasi struktur (N3). Struktur kedua
senyawa fenolik baru dapat dilihat pada Gambar 7. Kedua senyawa diperoleh dari
ekstrak etil asetat kulit batang S. grandiflora (turi putih) melalui proses ekstraksi,
isolasi, fraksinasi, dan pemurnian secara bertahap dan berulang.

OCH,

(N1)R = OCH,
(N2)R=H

Gambar 7. Struktur senyawa-senyawa hasil isolasi

Analisis kemurnian dilakukan dengan dua cara yaitu dengan teknik KLT
menggunakan minimal 3 sistem eluen yang berbeda dan dengan penentuan titik
leleh. Hasil analisis KLT senyawa N1, N2, dan N3 dengan menggunakan 3 sistem
eluen disajikan pada Gambar 8. Berdasarkan kromatogram hasil KLT dapat
dinyatakan bahwa kristal yang diperoleh telah murni, yang ditunjukkan dengan noda
tunggal pada 3 sistem eluen yang digunakan, yaitu aseton/n-heksana 3/7;

etilasetat/toluena: 5/95; dan kloroform/metanol; 99/1.

g Lo e TN
T v S .

a

i
AMHA3T EIT:SI05  KINko/

(@) (b)

Gambar 8. Kromatogram hasil analisis KLT 3 sistem eluen N1 (a) dan N2 (b)
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A. Penentuan struktur Isolat I : Sesbagrandiflorain A (N1)

Senyawa N1 diperoleh sebagai kristal berbentuk jarum halus berwarna kuning;
titik leleh. 215-216°C; UV (MeOH) Amax 213, 264, dan 363; serapan IR pada 3407,
2924, 1652, dan 1438 cm*; ESI-TOF-MS m/z 313.0709 [M-H]", sesuai dengan
rumus formula for Ci7H1406; untuk data-data spektrum 'H dan **C NMR dapat
dilihat pada Tabel 1.

Spektrum *H NMR N1 (Tabel 1; Gambar 9) memperlihatkan satu set proton
aromatik dengan pola pemecahan AMX pada cincin A dengan nilai 646.67 (dd, J =
8.4; 2.2 Hz, H-5), 6.71 (d, J = 2.2 Hz, H-7), dan 7.55 (d, J = 8.4 Hz, H-4), dan suatu
gugus metoksil (OCHs3) pada 643.88 (s), serta satu proton dari gugus aldehid CHO
pada 849.82 (s) dari suatu kerangka benzofuran. Sepasang proton lainnya yang saling
kopling meta terlihat pada oy 6.34 (d, J = 2.2 Hz, H-4’) dan 6.68 (d, J = 2.2 Hz, H-
6’) bersama-sama dengan satu gugus metoksil pada &y 3.83 (s), mengindikasikan
adanya suatu 1,2,3,5-tetrasubstitusi benzene di cincin B.
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Gambar 9. Spektrum'H NMR senyawa N1
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Tabel 1. Data *H and **C NMR senyawa N1 dan N2

No 12 22
cnein— 20 s (ppm); I (H2°  Se(ppm) S (pPM); I (H2)® B (ppm)
A 4 7.55(d,J=8.4) 133.75 7.53(d,J=8.4) 133.52
5 6.67 (dd, J=8.4 & 2.2) 109 6.61(dd,J=8.4 & 109.17
2.2)
6 - 160 - 157.85
7 6.71(d, J = 2.2) 100.56 6.64 (d, J = 2.2) 104.2
8 - 162.91 - 162.51
9 - 109.34 - 108.25
MeO-C 3.88 (s) 56.17 - -
HO 9.42 (s) -
B 1’ - 107.79 - 107.89
2’ 157.36 - 157.34
3’ - 152.79 - 152.79
4 6.34 (d,J=2.2) 98.89 6.34 (d,J=2.2) 98.84
5’ - 161.96 - 161.89
6 6.68(d,1=22) 88.5 6.67(d,1=22) 88.5
C 2 - 164.44 - 164.68
3 - 119.18 - 118.71
MeO-C 3.83 (s) 56.11 3.83 (s) 56.1
HO 10.21 (s) 9.23 (5) & 10.26 (s)
CHO 9.82 (s) 191.1 9.97 (s) 191.29

21 NMR dan **C NMR (500 MHz) diukur dalam Aseton-d.
® Multiplisitas sinyal dalam tanda kurung: s, singlet; d, doublet; dd, doubledoublet

Data spektrum **C NMR yang ditabulasikan pada Tabel 1 juga mengindikasikan
adanya kerangka suatu arilbenzofuran yang didukung dengan munculnya sinyal
karbon pada &¢ 133,8 (C-4), 109,0 (C-5), 100,6 (C-7), 98,9 (C-4’), dan 157,4 (C-6").
Dari data-data 'H and *C NMR tersebut di atas, struktur senyawa N1 disarankan
sebagai jenis 2-arilbenzofuran. Karakterisasi selanjutnya dilakukan melalui analisis
korelasi jarak jauh antara karbon dan proton (HMBC) (Gambar 10). Penempatan
posisi substituen gugus OCH3 dan OH dalam cincin A dan B berturut-turut dapat
ditentukan dengan analisis HMBC. Dengan demikian, berdasarkan dari analisis
spektroskopi UV, IR, MS, dan *H NMR dan *C NMR (1D dan 2D), maka senyawa
N1 diidentifikasi  sebagai  6-metoksi-2-(2°,3’-dihidroksi-5’-metoksifenil)-1-

benzofuran-3-karbaldehid atau diberi nama sebagai sesbagrandiflorain A.

27



Gambar 10. Korelasi jarak jauh proton dan karbon senyawa N1

B. Penentuan struktur Isolat 1l : Sesbagrandiflorain B (N2)

Senyawa N2 diperoleh sebagai kristal berbentuk jarum halus berwarna kuning;
titik lelen. 172—-173°C; UV (MeOH) Amax 215, 265, and 368; serapan IR pada 3461
3407 dan 1640 cm™*; ESI-TOF-MS m/z 299.0554 [M-H]", sesuai dengan rumus
formula for C1gH1,06; untuk data-data spektrum *H dan *3C NMR dapat dilihat pada
Tabel 1.

Elusidasi struktur senyawa N2 dilakukan dengan cara yang sama sebagaimana
penentuan struktur senyawa N1. Berdasarkan analisis data-data spektroskopi UV, IR,
MS, dan 'H NMR dan *C NMR (1D dan 2D), maka senyawa N2 diidentifikasi
sebagai  6-hidroksi-2-(2°,3’-dihidroksi-5’-metoksifenil)-1-benzofuran-3-karbaldehid
atau diberi nama sebagai sesbagrandiflorain B. Senyawa N2 sangat mirip dengan
senyawa N1, perbedaan keduanya hanya terletak pada substituen yang terikat pada
C-6 pada cincin A. Pada posisi C-6 dari senyawa N1, gugus yang terikat adalah
gugus metoksil, sedangkan pada senyawa N2 gugus yang terikat adalah gugus
hidroksi. Jenis senyawa 2-arilbenzofuran (senyawa 7 dan 8) yang berbeda, pernah
diisolasi sebelumnya oleh Tanaka dkk. pada tahun 2004 dari akar Erythrina
variegata. Senyawa tipe 2-arilbenzofuran baru pertama kali ditemukan pada spesies
S. grandiflora. Sejauh penelusuran literatur yang telah dilakukan, kedua senyawa
hasil isolasi pada penelitian ini termasuk senyawa baru dan belum pernah ditemukan
sampai saat laporan ini dibuat. Adapun pengujian bioaktivitas anti-TB senyawa N1
dan N2 saat ini sedang dilakukan oleh tim peneliti lain yang berkompetensi di bidang

bioassay dan saat ini masih menunggu hasil pengujian.
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C. Penentuan struktur Isolat 111 : Kode N3

Senyawa N3 diperoleh sebagai padatan amorf berwarna kuning; spektrum IR
dapat dilihat pada gambar 11; *H NMR (Aseton-ds) 3.70 (3H, s, H-OCHs), 3.73 (3H,
s, H-OCH3), 3.84 (3H, s, H-OCH3), 3,89 (3H, s, H-OCHj3), 7,12 (1H, d, J = 8,5 Hz),
7,09 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,21 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7,01 (1H, dd, J = 2.3; 8,6 Hz),
6.86 (1H, d, J = 8,5 Hz), 6,85 (1H, d, J = 8.5 Hz), 6,71 (1H, d, J = 2,0 Hz), 6,36 (1H,
d, J=2,0 Hz), 8,02 (1H, d, J = 8,6 Hz), 8,53 (1H, br s, H-OH), 9,81 (1H, s, H-OH),
10,03 (1H, s), 10.17 (1H, s).
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Gambar 11. Spektrum IR senyawa N3

Dari hasil analisis spektrum IR dan *H NMR senyawa N3, dapat diperkirakan
bahwa senyawa N3 merupakan suatu senyawa golongan flavonoid yang berbeda
dengan N1 dan N2. Elusidasi dan identifikasi struktur senyawa N3 masih terus
dilakukan sampai saat ini. Setelah diperoleh kemungkinan prediksi struktur senyawa

N3, selanjutnya akan dilakukan analisis spektrometri massa untuk memastikan hasil
elusidasi struktur.

5.2 Luaran Yang Dicapai

Luaran yang dicapai pada penelitian tahun pertama ini telah terlaksana

dengan baik sesuai dengan rencana capaian yang diusulkan (Tabel 2) pada proposal.
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Tabel 2. Rencana Target Capaian Tahunan

No

Jenis Luaran

Indikator Capaian

TS TS+1 TS+2
Internasional submitted  accepted published
1 Publikasi ilmiah? Nasional submitted published
Terakreditasi
Internasional terdaftar Sudah
5 Pemakalah dalam temu dilaksanakan
ilmiah® Nasional terdaftar Sudah
Terakreditasi dilaksanakan
3 Invited Speaker dalam temu Inte_rnasmnal T!dak ada
ilmiah? Na5|onal. _ Tidak ada
Terakreditasi
4 Visiting Lecturer” Internasional Tidak ada
Paten terdaftar
Paten sederhana
Hak Cipta
Merek dagang
Rahasia dagang
Hak Kekayaan Intelektual Desaln_Produk
5 (HK1)® Indgstrl_ _
Indikasi Geografis
Perlindungan
Varietas Tanaman
Perlindungan
Topografi Sirkuit
Terpadu
6  Teknologi Tepat Guna”
7 Model/Purwarupa/Desain/Karya seni/Rekayasa Ekstrak/  Senyawa Senyawa
Sosial® fraksi murni anti-TB
8  Buku Ajar (ISBN)? draft
9  Tingkat Kesiapan Teknologi'® Skala 2

Berdasarkan rencana target capaian yang ditabulasikan pada Tabel 2, jenis luaran

yang ditargetkan pada penelitian tahun ke-1 mencakup tiga jenis luaran, yaitu

publikasi ilmiah, pemakalah dalam temu ilmiah, dan purwarupa. Ketiga target

tersebut telah berhasil dicapai pada penelitian ini disertai dengan bukti-bukti

pencapaian target sebagaimana terlampir (Lampiran 1-6). Berikut ini adalah rincian

luaran yang telah berhasil dicapai dalam penelitian.

1. Publikasi llmiah
Hasil penelitian telah berhasil ditulis dalam bentuk artikel ilmiah (Lampiran

1) yang dipublikasikan pada jurnal Natural Products Research (Impact Factor pada

tahun 2016: 1,828) dengan status under review (Lampiran 2).
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2. Pemakalah dalam temu ilmiah
Hasil penelitian telah berhasil dipresentasikan secara oral pada pertemuan-

pertemuan ilmiah internasional dan nasional sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Penyampaian Makalah Secara Oral Pada Pertemuan/Seminar Ilmiah

No Nama Pertemuan Judul Artikel Ilmiah Waktu danTempat
Ilmiah / Seminar
1 The 1% International Phytochemical Analysis of Universitas
Conference on Applied  Some Leguminosae Plants Used Lampung,
Sciences Mathematics in Traditional Medicine 13-15 Juli, 2017
and Informatics
(ICASMI)
(Lampiran 3)
2 International Symposium  Some New Phenolic Compounds International
on Natural Medicines from Sesbania grandiflora Convention Center
2017 IPB, Bogor, 24-25
(Lampiran 4) Agustus 2017
3 Seminar Nasional Kimia ~ Pemisahan Ekstrak Etil Asetat ~ Universitas Andalas
(SNK) 2017 Kulit Batang Turi Padang, 11
(Lampiran 5) (Sesbania grandiflora) Secara September 2017

Kromatografi Kolom Gravitasi

Bukti pelaksanaan kegiatan seminar yang telah dan akan dilaksanakan dapat

dilihat pada lampiran 3-5.

3. Purwarupa

Luaran capaian penelitian ketiga yang juga berhasil dilaksanakan adalah
diperolehnya purwarupa berupa ekstrak etil asetat dari kulit batang S. grandiflora
yang memberikan 3 senyawa hasil isolasi yaitu 2 senyawa berupa kristal berbentuk
jarum halus berwarna kuning dan 1 senyawa berupa padatan amorf berwarna kuning

(Lampiran 6) sebagaimana dipaparkan secara terperinci sebelumnya.

4. Luaran Tambahan

Sebagai luaran tambahan pada penelitian tahun pertama, draft paten
sederhana telah dibuat (capaian tahun ke-3 pada proposal), dan rencana akan
diusulkan pendaftarannya pada tahun kedua penelitian (Lampiran 7). Berdasarkan
paparan di atas, dapat dinyatakan bahwa penelitian pada tahun pertama ini telah
berhasil dilakukan dengan pencapaian 100%.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana tahapan penelitian selanjutnya akan dibuat berdasarkan pada
diagram fishbone penelitian sebagaimana dapat dilihat pada gambar 6 (hal 24).
Mengacu pada diagram tersebut, penelitian yang telah dilakukan pada tahun pertama
terhadap fraksi semi polar etil asetat kulit batang S. grandiflora sudah mencapai
100%, sehingga penelitian pada tahun kedua akan dilanjutkan pada ekstrak polar
metanol dan fraksinasi serta pemurnian 3 fraksi polar hasil KCV (E5, E6, dan E9)
dari ekstrak etil asetat kulit batang S. grandiflora yang juga potensial dalam
menghasilkan senyawa bioaktif baru.

Secara garis besar, tahapan penelitian berikutnya dijabarkan sebagai berikut:
1. Isolasi dan pemurnian senyawa dari fraksi-fraksi polar hasil KCV (E5, E6, dan E9)
dari ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol kulit batang S. grandiflora (bunga putih).
Komponen murni yang telah diisolasi selanjutnya dimurnikan secara Kkristalisasi
menggunakan pelarut yang sesuai atau dilakukan dengan kromatografi kolom.
Kemurnian masing-masing senyawa isolat ditentukan melalui penentuan titik leleh
dan secara kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan variasi eluen.

2. Isolasi dan pemurnian senyawa dari akar tumbuhan turi merah (S. grandiflora)
(bunga merah). Akar tumbuhan turi berbunga merah dipilih untuk menggantikan
ranting kayu tumbuhan turi. Dari perbandingan hasil ekstraksi dan pengujian KLT
yang telah dilakukan pada akar tumbuhan turi merah, menunjukkan bahwa akar
tumbuhan turi merah mengandung komponen-komponen yang memiliki profil kimia
menarik dan sangat prospek untuk diteliti lebih lanjut daripada bagian ranting kayu
tumbuhan turi yang lebih didominasi oleh klorofil. Isolasi, pemisahan berulang, dan
pemurnian ekstrak etil asetat dari ranting kayu S. grandiflora sudah dilakukan
bersamaan dengan fraksinasi dan pemurnian fraksi etil asetat dari kulit batang S.
grandiflora. Namun proses fraksinasi dan pemurnian ekstrak etil asetat dari ranting
kayu tidak begitu efektif, karena adanya klorofil yang selalu mengganggu pada setiap
tahapan yang dilakukan, sehingga senyawa murni sulit diperoleh.

3. Identifikasi struktur senyawa murni yang diperoleh pada tahap 1 dan 2 secara
fisika dan spektroskopi UV, IR, MS dan NMR

4. Pengujian bioaktifitas antituberkulosis secara in vitro terhadap ekstrak/fraksi dan

senyawa murni yang sudah teridentifikasi strukturnya.
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Pada tahun pertama dan kedua penelitian masih lebih banyak bertumpu pada
penelitian kimia dalam rangka pencarian dan penemuan senyawa-senyawa murni
(isolat) dari kulit batang S. grandiflora dan akar tumbuhan S. grandiflora berbunga
merah. Namun pada tahun kedua penelitian juga senyawa-senyawa murni yang telah
berhasil diidentifikasi akan dilanjutkan dengan uji bioaktivitasnya sebagai anti-TB.
Pada tahun ketiga diharapkan didapatkan senyawa-senyawa murni yang memiliki
aktivitas anti-TB yang berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen/obat anti-TB.
Rencana tahapan penelitian berikutnya dapat dilihat pada jadual kegiatan penelitian

di bawah ini.

©cZz

Tahun | Tahun 11 Tahun 111
1-3 46 79 10- 13 46 79 10- 1-3 46 79 10-

Jenis Kegiatan

12 12 12
Pengambilan sampel
Persiapan sampel

Ekstraksi

Uji Fitokimia

Isolasi secara kromatografi

Pemurnian senyawa

Karakterisasi senyawa

Uji anti-TB

OO |IN|oO|O B~ W N -

Laporan dan publikasi

Keterangan: [Jli] : Sudah dilaksanakan
[ : Rencana penelitian berikutnya
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1.Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi tiga senyawa jenis fenolik, dua
diantaranya adalah senyawa fenolik alam baru tipe 2-arilbenzofuran yang diberi
nama sesbagrandiflorain A dan B masing-masing sebanyak 5,2 mg dan 4,9 mg,
serta satu senyawa golongan flavonoid sebanyak 39 mg.

2.Ketiga senyawa hasil isolasi diperoleh dari fraksi semipolar ekstrak etil asetat
kulit batang S. grandiflora

3.Kandungan klorofil pada ekstrak etil asetat ranting kayu S. grandiflora
menyebabkan fraksinasi dan pemurnian tidak efektif, sehingga senyawa murni
sulit diperoleh pada kondisi tersebut.

4.Kulit batang S. grandiflora dapat digunakan sebagai sumber alami senyawa-
senyawa bioaktif yang dikembangkan dalam berbagai bidang seperti kesehatan,

farmasi, dan industri kecantikan.

5.2. Saran
Dari hasil penelitian ini dapat disarankan sebagai berikut:

1. Penelitian lanjutan perlu dilakukan terhadap fraksi-fraksi polar lainnya dalam
ekstrak etil asetat kulit batang S. grandiflora untuk mendapatkan informasi yang
lengkap tentang kandungan metabolit sekundernya.

2. Perlu dicari teknik dan metode yang efektif dalam melakukan pemisahan dan
pemurnian ekstrak dari ranting kayu S. grandiflora, misalnya dengan
menggunakan silika fasa terbalik.

3. Modifikasi struktur senyawa hasil isolasi perlu dilakukan untuk mengetahui dan

mempelajari hubungan struktur dan keaktifannya.
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Abstract

Native to tropical Asia, Sesbania grandiflora is a member of the Fabaceae
family of flowering plants. All parts of S. grandiflora are used in traditional
medicine, and phytochemical investigations have been conducted on extracts of the
leaves, seeds, and roots of S. grandiflora to provide scientific validation of its
properties. However, to date, no study has determined the phytochemical constituents
of the stem bark of S. grandiflora. In this study, we successfully isolated two new 2-
arylbenzofurans, sesbagrandiflorain A and B, from the stem bark of S. grandiflora.
In addition, we evaluated the structures and phytochemical constituents of these
compounds using one- and two-dimensional nuclear magnetic resonance, ultraviolet
and infrared spectroscopy, and electrospray ionization time-of-flight mass
spectrometry. The heteronuclear multiple bond correlations of each compound were
modeled. The finding expands the understanding of the natural constituents of the

Fabaceae and, in particular, the Papilionoideae genera.

Keywords: 2-arylbenzofuran, sesbagrandiflorain, Sesbania grandiflora
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1. Introduction

Plants of the family Fabaceae, particularly species of the Papilionoideae
subfamily, have been extensively investigated for their phytochemical and
pharmacologic properties [1]. Several secondary metabolites have been isolated from
members of this family, including alkaloids, non-protein amino acids, flavonoids,
isoflavonoids, coumarins, phenylpropanoids, anthraquinones, terpenoids, and
cyanogenic glycosides [2]. Among them, isoflavonoids are predominantly found in
plants of the Papilionoideae subfamily [3].

Sesbania grandiflora is a member of the Fabaceae family native to tropical Asia,
including India, Malaysia, Indonesia, Myanmar, and the Philippines. All parts of S.
grandiflora are used in traditional medicine. Several studies have been conducted on
extracts obtained from S. grandiflora trees (local name: turi) to provide scientific
validation of its properties [4,5].

The earliest phytochemical investigations of S. grandiflora were conducted in
the 1960s, and resulted in the isolation of a-5-methyl-5-pentacosanol for the first
time from S. grandiflora leaves [6]. Recently, Pollard et al. [7] reported the
acquisition of a galactomannan from the seeds of S. grandiflora. In addition,
Noviany et al. [8,9] obtained and evaluated the bioactivity of several phenolic
compounds from the roots of S. grandiflora.

However, to the best of our knowledge, no study has determined the
phytochemical constituents of the stem bark of S. grandiflora. Therefore, in this
study, we investigated the phytochemical constituents of the stem bark of S.

grandiflora. The ethyl acetate (EtOAC) extract of S. grandiflora stem bark was
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subjected to further analysis, which led to the isolation of two new 2-
arylbenzofurans.

2. Experimental

2.1. General experimental procedures

Thin-layer chromatography (TLC) was conducted on pre-coated silica gel 60
GFs4 plates (Merck, Darmstadt, Germany) with an absorbent thickness of 0.25 mm
sprayed with Ce(SQ,), solution for spot visualization. In addition, preparative TLC
was performed on square glass plates with a side length of 0.2 m coated with 0.5 mm
Kieselgel F2s4 (Merck), which were air-dried and used without prior activation.
Column chromatography (CC) was performed on silica gel (Kieselgel 60, 70-230
mesh ASTM; Merck).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded for specimens
dissolved in acetone-ds, with tetramethylsilane as an internal standard, using 500
MHz (*H) and 125 MHz (*3C) spectrometers (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Electrospray ionization time-of-flight mass spectrometry (ESI-TOF-MS)
was performed using a micrOTOF-Q II™ mass spectrometer (Bruker Daltonics Inc.,
Billerica, MA, USA). Potassium bromide-type infrared (IR) spectra were recorded
using a Nicolet Avatar 360 spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Finally, ultraviolet (UV) spectra were recorded using a UV-Vis Cary 100

spectrophotometer (Agilent Technologies).
2.2. Plant material

Samples of the stem bark of S. grandiflora were collected on June 2015 in

Labuhan Ratu, Bandar Lampung, Indonesia. The identity of the plant specimens was
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confirmed at the Herbarium Bogoriense, Research Centre for Biology, Indonesian
Institute of Sciences, Bogor, Indonesia. A voucher specimen was deposited at the

herbarium.

2.3. Extraction and isolation

Air-dried and powdered samples of the stem bark of S. grandiflora (1.5 kg) were
extracted exhaustively with n-hexane, EtOAc, and 90% aqueous methanol (MeOH)
sequentially at room temperature. Extraction was repeated three times, and the
extracts were filtered and evaporated using a rotary vacuum evaporator at 40°C. The
masses of the n-hexane, EtOAc, and MeOH extracts obtained were 15, 60, and 53 g,
respectively. The EtOAc extract was selected for further analysis. The EtOAc extract
was fractionated by silica-gel vacuum liquid chromatography and eluted with
EtOAc:n-hexane with a volume ratio ranging from 0-100%, yielding nine major
fractions (Fr.), Fr. E1-E9. Fr. E7 (237 mg) was further fractionated by CC on silica
gel, and eluted with an acetone:n-hexane (2:98-65;35 v/v) gradient to yield 87 sub-
fractions (Fr. E7.1-E7.87). A yellow crystal (Compound 1) was obtained from sub-
fractions Fr. E7.38-E7.52 after recrystallization with acetone:n-hexane (3:7 v/v).
The total amount of Compound 1 obtained was 5.2 mg. The fractionation of Fr. E3
(325 mg) was performed in the same way, using the eluent of an acetone:n-hexane
(5:95-4;60 v/v) gradient to yield 42 sub-fractions. The fractions were examined by
TLC, and those with identical profiles were combined to give three major sub-
fractions (Fr. E3.1-E3.3). Fr. E3.2 (38 mg) was further purified by preparative TLC
(plates: 20 x 7 x 0.5 mm) using an acetone:n-hexane (3:7 v/v) gradient to provide

Compound 2 (4.9 mg).

44



2.4. Sesbagrandiflorain A (Compound 1)

Needle-like yellow crystal; m.p. 215-216°C; UV (MeOH) Amax 213, 264, and
363; IR absorption 3407, 2924, 1652, and 1438 cm™*; ESI-TOF-MS m/z 313.0709
[M-H]", calculated for C17H1406, 313.0718; for *H and **C NMR spectroscopic data

see Table 1.

2.5. Sesbagrandiflorain B (Compound 2)

Needle-like yellow crystal; m.p. 172—173°C; UV (MeOH) Amax 215, 265, and
368; IR absorption 3461 and 1640 cm*; ESI-TOF-MS-MS m/z 299.0554 [M-H]",
calculated for CygH1206, 299.0561; for *H and *C NMR spectroscopic data see Table

1.

3. Results and discussion
The EtOAc extract of S. grandiflora stem bark contained two compounds, 1 and

2 (structures shown in Fig. 1), after repeated CC purification.

(1) R = OCH;
(2)R=H

Fig. 1. The structures of the isolated compounds.
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Sesbagrandiflorain A (Compound 1) was obtained as a needle-like yellow
crystal. The UV spectrum of Compound 1 in MeOH, with Anax at 213, 264, and 363
nm, indicated the presence of a conjugated system in the isolated structure. The IR
absorption of Compound 1 demonstrated the presence of a hydroxyl group (OH) at
3407 cm !, a saturated aliphatic carbon group (CH) at 2924 cm?, an aldehyde group
(CHO) at 1652 cm™, and an olefinic group at 1438 cm'. ESI-TOF-MS of
Compound 1 revealed a pseudomolecular ion peak [M-H]" at m/z 313.0709, which
was consistent with a molecular formula of C17H140s. The structure elucidation of
Compound 1 was deduced from detailed analysis of *H NMR and *C NMR spectral
data aided by 2D NMR experiments such as *H-'H COSY, HSQC, HMBC and
NOESY.

The *H NMR spectrum of Compound 1 (Table 1) revealed a set of aromatic
proton resonances with an AMX splitting pattern of the A-ring at 6146.67 (dd, J = 8.4;
2.2 Hz, H-5), 6.71 (d, J = 2.2 Hz, H-7), and 7.55 (d, J = 8.4 Hz, H-4), as well as a
methoxyl group (OCH3) at 643.88 (S) and one proton of the CHO group at 649.82 (S)
on a benzofuran moiety. Another pair of meta-coupled aromatic protons were evident
at 8y 6.34 (d, J = 2.2 Hz, H-4") and 6.68 (d, J = 2.2 Hz, H-6") along with a OCHj
group at oy 3.83 (S), which indicated a 1,2,3,5-tetrasubstituted benzene in the B-ring.
The *C NMR data (Table 1) also indicated the presence of an arylbenzofuran
moiety, which was supported by **C resonances at 5:133.8 (C-4), 109 (C-5), 100.6
(C-7), 98.9 (C-4°), and 157.4 (C-6"). Thus, based on the *H and **C NMR data,

Compound 1 was strongly suggested to be a 2-arylbenzofuran.
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Table 1. *H and **C nuclear magnetic resonance data for Compounds 1 and 2.

No 18 2°

Ring atom
8u (ppPm); I (Hz)®  &c(ppm) 8y (ppm); I (H2)®  &:(ppm)

C
A 4 755 (d, J = 8.4) 133.75 753 (d, J=8.4) 13352
5 6.67 (dd, J=8.4 & 2.2) 109 6.61(dd, J=84& 109.17
2.2)
6 - 160 - 157.85
7 6.71(d, J=22) 100.56 6.64(d, J=22) 104.2
8 - 162.91 - 162.51
9 - 109.34 - 108.25
MeO-C 3.88 (s) 56.17 - -
HO 9.42 (s) -
B ik - 107.79 - 107.89
2 - 157.36 - 157.34
3’ - 152.79 - 152.79
£ 634(d,J=22) 98.89 6.34 (d, J = 2.2) 98.84
5 - 161.96 - 161.89
6 6.68(d, J=22) 88.5 6.67(d, J=22) 88.5
c 2 - 164.44 - 164.68
3 - 119.18 - 118.71
MeO-C 3.83(s) 56.11 3.83 (s) 56.1
HO 10.21 (s) 9.23 (s) & 10.26 (s)
CHO 9.82 (s) 191.1 9.97 (s) 191.29

2TH NMR and *C NMR (500 MHz) measured in Acetone-ds.
® Multiplicity of signals is given in parentheses: s, singlet; d, doublet; dd, doubledoublet; coupling

constants (apparent splittings) are reported as numerical values in Hz.
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Further characterization of Compound 1 was performed using heteronuclear
multiple bond correlation (HMBC) analysis (Fig. 2). The placement of the OCH3 and
OH groups in the A- and B-rings was determined by HMBC. The long-range
correlations between H-OCH3; (A-ring, 6y 3.88) and C-6 (6¢ 160), H-OCH3; (B-ring,
81 3.83) and C-5’ (5¢ 161.9), and H-OH (B-ring, 4 10.21) and C-1" (8¢ 107.8)/C-4
(6¢ 98.9) supported the assigned positions for the OCH3 and OH groups in the A and
B-rings, respectively. The assignment of the CHO group at C(3) also was determined
by HMBC, which displayed a cross-peak between the CHO group at C-3 (6¢ 119.2)
and C-1’ (8¢ 107.8). This conclusion was supported by nuclear Overhauser
enhancement (NOE) analysis (Fig. 3). In this spectrum, a strong NOE association of
H-C(4)/H-CHO(3); H-C(7)/MeO-C(6); H-C(4’)/MeO-C(5’) and H-C(6’)/MeO-C(5),

established the location of the CHO and the OCHg; groups, respectively.

Fig. 2. The heteronuclear multiple bond correlations of Compound 1.

From the above spectroscopic analyses, sesbagrandiflorain A was identified as

6-methoxy-2-(2°,3’-dihydroxy-5’-methoxyphenyl)-1-benzofuran-3-carbaldehyde

(Compound 1).
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Fig. 3. The nuclear Overhauser enhancement interactions of Compound 1.

Sesbagrandiflorain B (Compound 2) was also isolated as a needle-like yellow
crystal. Its molecular formula was determined to be C16H1,0¢ by ESI-TOF-MS,
which showed the [M-H]" ion at m/z 299.0554. This compound was found to be an
arylbenzofuran on the basis of its characteristic spectral data. The presence of a
conjugated CHO group in the molecular structure was demonstrated by means of UV
(Amax 215, 265, and 368 nm), IR (1640 cm ™), *H NMR (8119.97), and **C NMR (8¢
191.3) spectra. Typical arylbenzofuran characteristics were also exhibited by the *H
NMR spectrum (Table 1), which revealed three aromatic protons in an AMX system
at 546.61 (dd, J = 8.4; 2.2 Hz, H-5), 6.64 (d, J = 2.2 Hz, H-7), and 547.53(d, J = 8.4
Hz, H-4), along with two aromatic protons at 6y 6.34 (d, J = 2.2 Hz, H-4") and 6.67
(d, J =2.2 Hz, H-6"), two singlet protons of the OH groups at 6y 9.23 (HO-C(2’))
and 10.26 (HO-C(3”)), and one singlet proton of the OCHj3 group at 6143.83 (s, MeO-
C(5)) on a 1,2,3,5-tetrasubstituted benzene moiety. The *H NMR spectral data of
Compounds 1 and 2 displayed the same substitution-pattern signals of the 2-

arylbenzofuran skeleton except for the substituent at C-6 on the A-ring. This sharing
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of features by Compounds 1 and 2 was also supported by comparison of their **C
NMR spectral data (Table 1).

Complete assignments of the **C and *H spectra were achieved from the results
of extensive 2D NMR measurements of Compound 2. The locations of the OH and
OCHj3 groups were assigned based on nuclear Overhauser enhancement (NOE)
spectroscopy data (NOE associations: H-C(7)/HO-C(6) and HO-C(1°); H-
C(4°)/MeO-C(5”)) and the results of HMBC analysis (correlations: HO-C(6)/C(6);
HO-C(3”)/C(3’); and H-C(4°)/C(5)). The NOE associations of Compound 2 are
shown in Fig. 4. The HMBC correlation (Fig. 5) between H-C(6) in the B-ring and
C-2 in the C-ring, as well as a cross-peak between H-CHO and C-1’ in the B-ring,

established the attachment of the B-ring to the benzofuran moiety at C(2).

Fig. 5. The heteronuclear multiple bond correlations of Compound 2.
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Compound 2 displayed very similar one- and two-dimensional NMR profiles to
those of Compound 1. The only difference was that Compound 1 had a OCH3; group
attached at C-6 (A-ring) rather than the OH group found in Compound 2 at the same
position. Therefore, Compound 2 was characterized as 6-hydroxy-2-(2°,3’-
dihydroxy-5’-methoxyphenyl)-1-benzofuran-3-carbaldehyde (sesbagrandiflorain B).
This type of 2-arylbenzofuran compound was isolated previously by Tanaka et al.
[10] from the roots of Erythrina variegata. This is the first report of the occurrence

of 2-arylbenzofurans in the stem bark of S. grandiflora.

4. Conclusion

In this study, two new 2-arylbenzofuran compounds, namely sesbagrandiflorain
A and B, were obtained from the EtOAc extract of S. grandiflora stem bark. These
compounds are reportedly present in the genus Sesbania and other members of the
family Fabaceae. The bioactivity of both isolated compounds remains under
investigation. Our findings expand our understanding of the natural constituents of

the Fabaceae and, in particular, the Papilionoideae genera.
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Phytochemical Analysis of Some Leguminosae Plants Used
in Traditional Medicine

Noviany®*, Erva Al Husna®, Hidayatul Mufidah®, Nur Laelatul K.?,
Sutopo Hadi®

#Department of Chemistry, Faculty of Matematics and Natural Sciences,
University of Lampung, 35145, Bandar Lampung, Indonesia
*Corresponding author E-mail: noviany@fmipa.unila.ac.id

Abstract

The preliminary phytochemical screening of twelve medicinal plants belonging of
Leguminosae family from Lampung District was conducted. The plants were
Sesbania grandiflora, Adenanthera pavonina L., Parkia speciosa Hassk, Erythrina
fusca lour, Tamarindus indica L., Saraca asoca (Roxb.) Wilde, Calliandra
calothyrsus, Acacia mangium, Cassia siamea Lamk, Albazia falcataria (L.) Fosberg,
Leucaena leucocephala, Mimosa pudica, Caesalpinia pulcherima. The screening of
the stembarks of these selected plants was carried out using standard methods for
detection of the bioactive principles present in the plants such as tannins,
flavonoids, terpenoids, saponins, steroids, and alkaloids. The presence of the
various phytochemicals indicated the correlation of the potential used of these
plants as traditional medicine.

Keywords: Leguminosae, Traditional Medicine, Preliminary, Screening,
Phytochemical.
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Some New Phenolic Compounds from Sesbania

grandiflora
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(*noviany@fmipa.unila.ac.id)
Abstract

Sesbania grandifiora (L.) Pers (Leguminosae) is a traditionally plant that has been
used since ancient time for the treatment of various diseases particularly caused by
bacterial infections. This study aimed to isolate the purified compounds from the
stembarks and the roots of S. grandiflora. Some new natural phenolic compounds,
two arylbenzofuran type together with one biaryl type, have been isolated from the
ethylacetate extracts of Sesbania grandifiora plant. The structure elucidation of the
compounds were assigned by various spectroscopic methods notably 1D- and 2D-
NMR, UV, IR, and ESI TOF-MS. These compound isolated here for the first time
from Sesbania grandifiora plant.

Keywords: arylbenzofuran, biaryl compound, phenolics, Sesbania grandifiora
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Melalui surat ini, kami sampaikan bahwa abstrak dengan judul “Pemisahan Ekstrak
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Pemisahan Ekstrak Etil Asetat Kulit Batang Turi
(Sesbania grandiflora) Secara Kromatografi Kolom Gravitasi

Noviany2*, Rizky Fijaryani?, Risa Septiana?, dan Sutopo Hadi2

aJurusan Kimia, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung, Bandar Lampung, 35145, Indonesia
*E-mail: noviany@fmipa.unila.ac.id

ABSTRAK

Pada penelitian ini telah dilakukan studi pemisahan fraksi semipolar dari ekstrak etil asetat
kulit batang turi secara kromatografi kolom gravitasi. Pemisahan atau fraksinasi dilakukan
dengan menggunakan fasa diam silika Ge¢o dan fasa gerak kloroform:heksana secara bergradien
dan hasil fraksinasi memberikan 30 sub-fraksi. Kristal berbentuk jarum halus tak berwarna
diperoleh dari fraksi ke 9-22. Pengujian hasil fraksinasi dengan menggunakan KLT
menunjukkan bahwa pemisahan yang telah dilakukan cukup baik memisahkan campuran
senyawa dalam fraksi semipolar ekstrak etilasetat. Hasil tersebut diindikasikan pada
kromatogram hasil uji KLT masing-masing fraksi yang muncul sebagai noda-noda yang lebih
sederhana di bawah lampu UV baik pada panjang gelombang 366 nm maupun 254 nm.
Pemurnian dan analisis lebih lanjut dari fraksi-fraksi yang diperoleh tersebut masih terus
dilakukan untuk mendapatkan senyawa murni yang cukup untuk analisis dan elusidasi
strukturnya.

Kata Kunci: esktrak etilasetat, kromatografi kolom gravitasi, tumbuhan turi, Seshania

grandiflora.
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LAMPIRAN 7: DRAFT PATEN SEDERHANA

DeskriEsi

METODE CEPAT PEMISAHAN DAN PEMURNIAN KOMPONEN UTAMA
DARI EKSTRAK ETILASETAT KULIT BATANG
TUMBUHAN TURI (Sesbania grandiflora (L) Pers)

Bidang Teknik Invensi

Invensi 1ini berhubungan dengan teknik cepat dalam
proses pemisahan dan pemurnian komponen utama dalam
ekstrak etil asetat tumbuhan turi bagian kulit batang.
Lebih khusus invensi ini menggunakan komposisi eluen
tertentu vyang dapat menghasilkan senyawa murni dengan

lebih cepat.

Latar Belakang Invensi

Teknik pemisahan dan pemurnian senyawa aktif atau
komponen tertentu dari komponen lain yang tidak
diinginkan dalam suatu ekstrak tumbuhan dikenal dengan
istilah isolasi. Salah satu teknik isolasi yang sering
digunakan adalah ekstraksi, pada dasarnya ekstraksi
memiliki pengertian vyang hampir sama dengan isolasi.
Ekstraksi yaitu suatu metode vyang digunakan untuk
memisahkan senyawa aktif atau komponen tertentu dari
komponen lain yang tidak diinginkan berdasarkan prinsip
perpindahan massa komponen zat ke dalam pelarut vyang
dimulai dari pelapisan antar muka kemudian berdifusi
masuk kedalam pelarut (Harborn, 1987).

Secara garis besar ekstraksi dibagi menjadi dua yaitu
ekstraksi panas dan ekstraksi dingin. Teknik ekstraksi

senyawa biocaktif dari tumbuhan kebanyakan menggunakan
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ekstraksi dingin yaitu dengan metode maserasi. Maserasi
merupakan suatu teknik ekstraksi dengan melakukan proses
perendaman sampel dengan pelarut organik vyang sesuai
serta dilakukan pada temperatur ruangan (Lenny, 2006).
Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa
bahan alam karena dengan perendaman sampel tumbuhan akan
terjadi  pemecahan dinding dan membran sel akibat
perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel
sehingga senyawa metabolit sekunder vyang ada dalam
sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik dan
ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan. Menurut Markham (1988) proses
ini dilakukan beberapa kali dengan tujuan untuk
mendapatkan hasil vyang 1lebih maksimal dan ekstrak
kemudian disatukan lalu diuapkan dengan menggunakan
penguap-putar wvakum.

Kromatografi merupakan salah satu teknik lainnya yang
biasanya digunakan untuk pemisahaan suatu senyawa yang
didasarkan atas perpindahaan dari komponen-komponen dalam
campuran. Pemisahaan dengan menggunakan teknik ini
dilakukan dengan cara memanfaatkan sifat-sifat fisik dari
suatu sampel, seperti kelarutan, absorbansi, serta
kepolaran kelarutan merupakan kecenderungan molekul untuk
melarut dalam cairan (Johnson and Stevenson, 1991). Jenis
kromatografi yang digunakan diantaranya kromatografi
lapis tipis, kromatografi cair vakum, kromatografi kolom,
dan kromatotron (Centrifugal Chromatography) .

Menurut Hu zhide et al., (2012), tidak terdapat metode
yang baku untuk ekstraksi suatu bahan alam disebabkan
banyaknya variabel vyang berpengaruh. 0leh karena itu,
modifikasi pada metode perlu dilakukan untuk bahan yang
akan diekstraksi. Satishkumar et al., 2008 meyatakan

bahwa Dbanyak faktor vyang berpengaruh dalam ekstraksi
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suatu senyawa metabolit sekunder, diantaranya adalah
waktu ekstraksi, suhu, jenis, dan komponen pelarut, serta
perbandingan pelarut terhadap bahan yang akan
diekstraksi.

Sejauh penelusuran literatur vyang dilakukan oleh
inventor, sampai saat ini belum ada invensi vyang
memaparkan teknik pemisahan senyawa-senyawa biocaktif dari
bahan alam. Pada invensi ini teknik isolasi,
pemisahan/fraksinasi, dan pemurnian ekstrak etilasetat
dari tumbuhan turi bagian kulit batang dilakukan dengan
metode ekstraksi dan kromatografi menggunakan komposisi
eluen tertentu vyang dapat menghasilkan senyawa murni

dengan lebih cepat.

Ringkasan Invensi

Invensi 1ini merupakan suatu invensi vyang terkait
dengan metode cepat dalam pemisahan dan pemurnian
komponen utama dalam esktrak etil asetat kulit batang
tumbuhan turi. Metode vyang digunakan adalah modifikasi
dari metode standar dalam pemisahan senyawa bahan alam
yang dijabarkan dalam tiga tahapan isolasi/ekstraksi,
pemisahan/fraksinasi, dan pemurnian. Tahapan ekstraksi
dilakukan dengan cara maserasi dingin vyaitu perendaman
serbuk kulit batang turi (1,5 kg) selama 1x24 Jjam (3x
pengulangan) dengan menggunakan pelarut vyamg memiliki
kepolaran berbeda vyaitu n-heksana, etil asetat, dan
metanol. Penyaringan dan pemekatan ekstrak hasil
ekstraksi memberikan ekstrak kasar n-heksana, etil
asetat, dan metanol masing-masing sebanyak 15, 60, dan 53
gram. Tahapan selanjutnya adalah fraksinasi ekstrak etil

asetat (EA) secara bertahap dengan metode kromatografi
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cair wvakum (KCV). Kolom KCV disiapkan dalam keadaan
kering kemudian dielusi dengan pelarut n-heksana 100%.
Kemudian sampel vyang telah siap di dalam kolom, dielusi
dengan fasa gerak —campuran etil asetat: n-heksana.
Pengelusian dilakukan dengan menaikkan tingkat kepolaran
eluen vyaitu dari etil asetat: n-heksana (0:100; 10:90;
20:80; 30:70; 40:00; 50:50; 60:40; 80:20; 90:10; 100:0),
dilanjutkan dengan etil asetat:metanol (100:20), kemudian
metanol 100%. Dari tahap KCV ini didapatkan sejumlah
fraksi masing masing pada KCV 1, II, dan III vyakni 23,
22, dan 22 fraksi. Hasil gabungan fraksi KCV I, II, dan
ITIT memberikan 9 fraksi utama yang diberi kode A5, A6,
B8, B9, B10, C10, Cl11, Cl12, dan Cl3. Tahap pemurnian
selanjutnya dilakukan pada fraksi Cll dengan teknik KKG
menggunakan silika gel 60 G. Pengelusian dilakukan dengan
campuran pelarut aseton:n-heksana dengan rasio mulai dari
aseton:n-heksana: 2:98 hingga 35:65. Pemurnian fraksi Cl1
menghasilkan senyawa murni (5 mg) berupa kristal
berbentuk jarum halus berwarna kuning dari sub-fraksi ke-
38-52.

Nilai tambah dari invensi 1ini adalah senyawa murni
diperoleh dengan cepat melalui 3 tahapan utama dengan
hanya menggunakan 2 sistem pasangan eluen pada tahap
kromatografi vyaitu masing-masing campuran eluen etil
asetat: n-heksana (0-100% EA) dan aseton:n-heksana (2-35%

aseton) .

Uraian Lengkap Invensi

Sebagaimana yang telah dipaparkan pada latar belakang

invensi bahwa banyaknya variabel vyang berpengaruh pada

teknik pemisahan dan pemurnian senyawa bahan alam

mengakibatkan tidak adanya metode vyang baku untuk
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ekstraksi suatu bahan alam. Sehingga modifikasi pada
metode untuk bahan alam tertentu yang akan diekstraksi
perlu dilakukan.

Invensi ini terbagi menjadi tiga bagian yaitu metode
isolasi/ekstraksi serbuk kulit Dbatang tumbuhan turi,
metode pemisahan/fraksinasi ekstrak etil asetat kulit
batang tumbuhan turi, dan metode pemurnian fraksi vyang
mengandung komponen utama dari ekstrak etil asetat kulit
batang tumbuhan turi. Metode pemisahan ekstrak etil
asetat meliputi perendaman serbuk kulit batang turi (1,5
kg) dengan teknik maserasi dingin (pada temperatur kamar)
menggunakan beberapa pelarut secara bergantian. Pemilihan
pelarut didasarkan pada gradien kepolarannya, dimulai
dari n-heksana (non polar), dilanjutkan dengan etil
asetat (semi polar), dan terakhir dengan metanol (polar).

Perendamanan dengan teknik maserasi dilakukan dengan
masing-masing pelarut selama 1x24 Jjam sebanyak 3 kali
pengulangan. Ketiga ekstrak hasil perendaman masing-
masing disaring dengan kertas saring, kemudian dipekatkan
dengan penguap rotary evaporator. Ekstrak pekat vyang
diperoleh lalu dikeringkan dan ditimbang, sehingga
diperoleh ekstrak kasar n-heksana, etil asetat, dan
metanol masing-masing sebanyak 15, 60, dan 53 gram.
Selanjutnya ekstrak etil asetat (EA) dipilih untuk
diisolasi dan difraksinasi 1lebih lanjut dengan metode
kromatografi cair wvakum (KCV) dan dimonitoring hasil
sebelum dan sesudah KCV dengan teknik kromatografi lapis
tipis (KLT).

Pada proses KCV, ekstrak EA (60 gram) dibagi menjadi
tiga Dbagian, dan digunakan kolom KCV dengan ukuran
diameter kolom 8 <c¢cm dan perbandingan antara Jjumlah

ekstrak EA (20 g), dan silika gel G60 (35-70

71



mesh) (impregnasi sampel) (40 g), dan silika gel 60 GFjsy
(adsorben) (200 g) adalah 1:2:10.

Proses KCV mula-mula dilakukan dengan ©persiapan
sampel, kolom, dan wvakum. Pertama-tama, sampel ekstrak
EA sebanyak 20 gram dilarutkan dengan pelarut aseton,
kemudian diimpregnasikan pada silika gel G60. Pada kolom
KCV dimasukkan silika gel 60 GFys; dalam keadaan kering,
kemudian dipadatkan dengan menggunakan wvakum. Proses ini
dilakukan secara hati-hati agar tidak terdapat rongga
udara yang dapat mengganggu proses fraksinasi. Setelah
itu dielusi dengan pelarut n-heksana 100% sebagai eluen
yang memiliki tingkat kepolaran vyang paling rendah.
Kemudian dimasukkan sampel vyang telah diimpregnasi ke
dalam silika kasar dan dilapisi kertas saring agar
permukaan sampel merata dalam proses pengelusian.
Pengelusian dilakukan dengan menaikkan tingkat kepolaran
eluen yaitu dari etil asetat: n-heksana (0:100; 10:90;
20:80; 30:70; 40:060; 50:50; 60:40; 80:20; 90:10; 100:0),
dilanjutkan dengan etil asetat:metanol (100:20), dan
terakhir dengan metanol 100%. Proses KCV ekstrak kasar
etil asetat dapat dilihat pada gambar 1.

Dari tahap KCV ini didapatkan sejumlah fraksi masing
masing pada KCV 1, II, dan III vyakni 23, 22, dan 22
fraksi. Seluruh hasil KCV masing-masing dimonitoring
menggunakan KLT dengan eluen n-heksana/etilasetat: 2/8.
Berdasarkan profil kromatogram hasil KCV 1, II, dan III,
masing-masing fraksi hasil KCV yang menunjukkan nilai Rf
yang sama kemudian dilakukan  penggabungan fraksi.
Gabungan fraksi hasil KCV I, II, dan III masing-masing
memberikan 12, 12, dan 13 fraksi utama (Gambar 2).
Pemilihan fraksi untuk fraksinasi lebih lanjut didasarkan
pada profil KLT vyang menunjukkan kuantitas dan pola

pemisahan yang cukup baik. Berdasarkan hasil monitoring
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KLT tersebut, 9 fraksi utama dari KCV I-III yang diberi
kode A5, A6, B8, B9, B10, C10, C11, Cl2, dan Cl3 (Gambar
3).

Tahap selanjutnya adalah pemurnian hasil fraksinasi.
Metode pemurnian yang digunakan adalah kromatografi kolom
gravitasi (KKG) . Pemurnian selanjutnya dilakukan pada
fraksi Cl1 karena profil kromatogram fraksi tersebut
mengindikasikan adanya kandungan komponen utama vyang
menjadi target isolasi. Tahap pemurnian dengan teknik KKG
menggunakan silika gel 60 G dengan eluen aseton:n-heksana
secara gradien kepolaran dengan rasio mulai dari
aseton:n-heksana: 2:98 hingga 35:65. Pemurnian fraksi C11
menghasilkan 87 sub-fraksi, diantara sub-fraksi tersebut,
diperoleh kristal berbentuk jarum halus berwarna kuning
pada sub-fraksi ke-38-52 (5 mg). Kristal tersebut tumbuh
setelah dibiarkan selama satu hari pada suhu kamar
(Gambar 4).

Kristal yang diperoleh kemudian dianalisis
kemurniannya dengan uji titik leleh dan teknik KLT
menggunakan 3 sistem eluen yang berbeda. Hasil pengukuran
titik leleh senyawa memberikan titik leleh sebesar 214°C-
216°C (terdekomposisi). Nilai titik leleh vyang tajam
mengindikasikan kemurnian senyawa hasil isolasi.
Pengamatan ini juga didukung dari hasil KLT (Gambar 5)
dengan menggunakan 3 sistem eluen yang berbeda diperoleh
noda tunggal dengan nilai Rf berturut-turut untuk sistem
eluen aseton:n-heksana (3:7); etil asetat:aseton (9:1);
dan kloroform/metanol (99/1) sebesar 0,35; 0,57; dan
0,70. Dengan demikian dapat dinyatakan bahwa kristal

senyawa hasil isolasi telah murni.
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Klaim

Invensi yang ingin didaftarkan adalah sebagai berikut:

1.

Metode isolasi/ekstraksi serbuk kulit batang
tumbuhan turi (S. grandiflora (L) Pers).

Metode pemisahan/fraksinasi ekstrak etil asetat
kulit batang tumbuhan turi (S. grandiflora (L)
Pers) .

Metode pemurnian fraksi vyang mengandung komponen
utama dari ekstrak etil asetat kulit batang tumbuhan

turi (8. grandiflora (L) Pers).

Berdasarkan uraian di atas, maka saya memerlukan

perlindungan (klaim) tentang:

1. Proses isolasi/ekstraksi serbuk kulit batang tumbuhan

turi dilakukan dengan tahapan:

a.

Perendaman/maserasi serbuk kulit batang turi dengan
teknik maserasi dingin (pada temperatur kamar)
menggunakan beberapa pelarut secara bergantian;
pemilihan dan penggunaan pelarut untuk maserasi
didasarkan pada gradien kepolarannya, yaitu dimulai
dari pelarut n-heksana, lalu residu n-heksana
direndam dengan etil asetat, dan terakhir residu
etil asetat direndam dengan metanol;

lamanya perendamanan dengan teknik maserasi
dilakukan selama 1x24 Jjam sebanyak 3 kali
pengulangan untuk masing-masing pelarut n-heksana,
etil asetat, dan metanol untuk mendapatkan ekstrak
n-heksana, etil asetat, dan metanol secara

terpisah;

2. Proses pemisahan/fraksinasi ekstrak etil asetat

seperti pada klaim 1 dilakukan menggunakan teknik KCV

dengan tahapan:
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a. Persiapan kolom KCV yang meliputi penentuan ukuran
diameter kolom vyang disesuaikan dengan Jjumlah
sampel dengan perbandingan antara Jjumlah ekstrak
EA, silika gel G60 (35-70 mesh) (impregnasi sampel),
dan silika gel 60 GF,54 (adsorben) adalah 1:2:10;

b. proses KCV mula-mula dilakukan dengan melarutkan
sampel seperti pada klaim 1 dengan pelarut aseton,
kemudian diimpregnasikan pada silika gel G60. Pada
kolom KCV dimasukkan silika gel 60 GFysq dalam
keadaan kering, kemudian dipadatkan dengan
menggunakan vakum. Proses 1ini dilakukan secara
hati-hati agar tidak terdapat rongga wudara vyang
dapat mengganggu proses fraksinasi. Setelah itu
dielusi dengan pelarut n-heksana 100% Kemudian
dimasukkan sampel yang telah diimpregnasi ke dalam
silika kasar dan dilapisi kertas saring;

c. proses elusi pada KCV dilakukan dengan menaikkan
tingkat kepolaran eluen yaitu dari etil asetat: n-
heksana (0:100; 10:90; 20:80;,; 30:70; 40:00; 50:50;
60:40; 80:20; 90:10; 100:0), etil asetat:metanol
(100:20), dan metanol 100%.

3. Proses pemurnian fraksi seperti pada klaim 2 dilakukan
dengan teknik kromatografi kolom gravitasi (KKG) pada
fraksi yang mengindikasikan adanya kandungan komponen
utama vyang menjadi target isolasi. Tahap pemurnian
dengan teknik KKG menggunakan silika gel 60 G dengan
eluen aseton:n-heksana secara gradien kepolaran dengan

rasio mulai dari aseton:n-heksana: 2:98 hingga 35:65.
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Abstrak

METODE CEPAT PEMISAHAN DAN PEMURNIAN KOMPONEN UTAMA
DARI EKSTRAK ETILASETAT KULIT BATANG
TUMBUHAN TURI (Sesbania grandiflora (L) Pers)

Invensi ini berhubungan dengan teknik cepat dalam proses
pemisahan dan pemurnian komponen utama dalam ekstrak etil
asetat tumbuhan turi bagian kulit batang. Lebih khusus
invensi ini menggunakan komposisi eluen tertentu vyang
dapat menghasilkan senyawa murni dengan lebih cepat.
Metode vyang digunakan adalah modifikasi dari metode
standar dalam pemisahan senyawa bahan alam. Pada invensi
ini senyawa murni dapat diperoleh dengan cepat melalui 3
tahapan utama dengan hanya menggunakan 2 variasi eluen
yaitu masing-masing campuran eluen etil asetat: n-heksana
(0-100% EA) dan aseton:n-heksana (2-35% aseton). Tahapan
awal adalah ekstraksi dengan cara perendaman serbuk kulit
batang turi (1,5 kg) selama 1x24 jam (3x pengulangan)
dengan menggunakan pelarut vyamg memiliki kepolaran
berbeda vyaitu n-heksana, etil asetat, dan metanol.
Tahapan kedua adalah fraksinasi ekstrak etil asetat
dengan metode kromatografi cair wvakum (KCV) menggunakan
fasa diam silika GF254 dan fasa gerak campuran etil
asetat: n-heksana. Pengelusian dilakukan dengan menaikkan
tingkat kepolaran eluen yaitu dari etil asetat: n-heksana
(0:100; 10:90; 20:80, 30:70; 40:60; 50:50; ©60:40; 80:20;
90:10; 100:0), dilanjutkan dengan etil asetat:metanol
(100:20), lalu metanol 100%. Dari tahap KCV ini
didapatkan sejumlah fraksi vyang digabung Dberdasarkan
kesamaan profil kromatogram KLT sehingga dihasilkan 9
fraksi utama (kode A5, A6, B8, B9, B10, C10, Cl1l1, C1l2,
dan C13). Tahap terakhir vyaitu pemurnian fraksi C11
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dengan teknik KKG menggunakan silika gel 60 G sebagai
fasa diam dan campuran pelarut aseton:n-heksana sebagai
fasa gerak. Pengelusian dilakukan dengan komposisi eluen
aseton:n-heksana: 2:98 hingga 35:65 dan memberikan
senyawa murni (5 mg) berupa kristal berbentuk jarum halus

berwarna kuning.
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B KONTRAK PENELITIAN
Penelitian Strategis Nasional Institusi Tahun Anggaran 2018
Nomor: 393 /UN26.21/PN/2018

Pada hari ini Senin tanggal Dua Belas bulan Februari tahun Dua Ribu Delapan Belas, kami yang bertandatangan
di bawah ini :

1.  Warsono, Ph.D . Ketua Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada
Masyarakat Universitas Lampung dalam hal ini bertindak
untuk dan atas nama Lembaga Penelitian Universitas
Lampung .yang berkedudukan di Jalan Prof. Dr. Sumantri
Brojonegoro No 1 Bandar Lampung, untuk selanjutnya
disebut PIHAK PERTAMA;

2. Dr Noviany S.Si, M.Si . Dosen FAKULTAS MIPA Universitas Lampung dalam
hal ini bertindak sebagai pengusul dan Ketua Pelaksana
penelitian Tahun Anggaran 2018 untuk selanjutnya disebut

PIHAK KEDUA.

ma sepakat mengikatkan diri dalam suatu

PIHAK PERTAMA dan PIHAK KEDUA, secara bersama-sa
2018 dengan ketentuan dan syarat-syarat

Kontrak Penelitian Strategis Nasional Institusi Tahun Anggaran
sebagai berikut:

Pasal 1
Ruang Lingkup Kontrak

PIHAK PERTAMA memberi pekerjaan kepada PIHAK KEDUA dan PTHAK KEDUA menerima pekerjaan
tersebut dari PIHAK PERTAMA, untuk melaksanakan dan menyelesaikan Penelitian Strategis Nasional
Institusi Tahun Anggaran 2018 dengan judul “Pemanfaatan Senyawa-Senyawa Bioaktif dari Tumbuhan Turi

(Sesbania grandiflora) yang Berpotensi Sebagai Agen Antituberkulosis™

Pasal 2
Dana Penelitian

(1) Besarnya dana untuk melaksanakan penelitian dengan judul sebagaimana dima'aksud pada Pasal 1 adalah
sebesar Rp. 140000000 (Seratus Empat Puluh Juta Rupiah) sudah termasuk pajak.

(2) Dana Penelitian sebagaimana dimaksud pada ayat (1) dibebankan pada Daftar Isian Pt‘-:iaksanaan Anggaran
(DIPA) Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan Pengembangan, Kementerian Riset, Teknologi dan
Pendidikan Tinggi Nomor SP DIPA-042.06.1 401516/2018, tanggal 05 Desember 2017.

Pasal 3
Tata Cara Pembayaran pana Penelitian

(1) PIHAK PERTAMA akan membayarkan Dana penelitian kepada PIHAK KEDUA secara bertahap

berikut: " .
ieng;:;;::;::.: ?fe:fas:iP:mn sebesar 70% dari total dana penelitian yaitu 70% x Rp. 140000000
(Seratus Empat Puluh Juta Rupiah)= Rp-: 98000000  (Sembilan Puluh Delapan Juta Rupiah ) yang
akan dibayarkan oleh PIHAK PERTAMA kepada PIHAK KEDUA setelah PARA PIHAK
pelaksanaan penelitian yang memuat judul penelitian,

buat dan melengkapi rancangan .
reqr:nd.eku:mn dan metofdé penelitian yang digunakan, data ).!ang akan diperoleh, anggaran yang akan
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b. Pembayaran Tahap Kedua 300 ;
Bt 25l Ju:i R”pm;';zef;:r Jggn dari total dana penelitian yaitu 30% x Rp. 140000000 (Seratus
PIHAK PERTAMA kepada DI-)IH 000000 (Empat Puluh Dua Juta Rupiah) dibayarkan oleh
SHALETABNAS yoitu lamsean i fA‘K KEDUA setelah PIHAK KEDUA mengunggah ke
Fiii bk dibaya;kzn kﬂ :ma_}uan Pelaksanaan Penelitian dan Catatan Harian.
e epada PIH_:*'\K KEDUA bersamaan dengan pembayaran Tahap Kedua
_ pirkan Daftar luaran penelitian yang sudah di validasi oleh PIHAK PERTAMA

(2) Dana Penelitian sebagaimana dimaksud pada ay i
PIHAK KEDUA ke rekening sebagai be[:ikua;:a) at (1) akan disalurkan oleh PIHAK PERTAMA kepada

Nama . Noviany
Nomor Rekening 0070927974
Nama Bank . BNI ]

(3) EIHM:JPEBTAMA tidak bertanggung jawab atas keterlambatan dan/atau tidak terbayarnya sejumlah
ana sebagaimana dimaksud pada ayat (1) yang disebabkan karena kesalahan PIHAK KEDUA dalam

menyampaikan data peneliti, nama bank, nomor rekening, dan persyaratan lainnya yang tidak sesuai
dengan ketentuan.

Pasal 4
Jangka Waktu

Janska wak‘tu pelaksanaan penelitian sebagaimana dimaksud dalam Pasal | sampai selesai 100%, adalah
terhitung sejak Tanggal 12 Februari 2018 dan berakhir pada Tanggal 16 November 2018

Pasal 5
Target Luaran

(1) PIHAK KEDUA berkewajiban untuk mencapai target luaran wajib penelitian berupa :

1. Publikasi Ilmiah Jurnal Internasional : reviewed

2. Publikasi Ilmiah Jurnal Nasional Terakreditasi : submitted

3. Pemakalah dalam pertemuan ilmiah Nasional : terdaftar

4. Pemakalah dalam pertemuan ilmiah Internasional : terdaftar

5. Paten Sederhana : draft

6. Purwarupa/Prototipe : draft

7. Keikutsertaan dalam Seminar Internasional : sudah dilaksanakan

8. Keikutsertaan dalam seminar Nasional : sudah dilaksanakan y _
(2) PIHAK KEDUA diharapkan dapat mencapai target luaran tambahan penelltlfm berupa Tidak Ada .
(3) PIHAK KEDUA berkewajiban untuk melaporkan perkembangan pencapaian target luaran sebagaimana

dimaksud pada ayat (1) kepada PIHAK PERTAMA.

Pasal 6
Hak dan Kewajiban Para Pihak

& B i K PERTAMA: | “
) :k d;?l}i‘;aj'g:nn?f:l.& berhak untuk mendapatkan dari PIHAK KEDUA luaran penelitian
gai i lam Pasal 73 i
b ;b;fém;ﬂ&g}r;aﬁ :d;ei:;;ajiban untuk memberikan dana penelitian kepada PIHAK KEDUA
. dengan jumlah sebagaimana dimaksud dalam pasal 2 ayat (1) dan dengan tata cara pembayaran
sebagaimana dimaksud dalam Pasal 3
¥ H?:Ef;wﬂgupiﬂgﬁf ral:n:e}ima dana penelitian dari PIHAK PERTAMA dengan jumlah
i i 2 ayat (1); -
sebagaimana dimaksud dqi:::n Pr::lye ra)l; - a(n : pada PIHAK e e
b.PIHAK KEDUA b‘er(llcewa] judul Pemanfaatan Senyawa-Senyawa Bioaktif dari Tumbuhan Turi
FS?lgna‘l lngs;:;udsi‘ﬂo:;;ga;ang Berpotensi Sebagai Agen Antituberkulosis dan catatan harian
sbania
pelaksanaan penelitian; k pertanggungjawab dalam penggunaan dana penelitian yang
¢.PIHA UA berkewajiban unt® - G
diteﬁl:nal:fanses:mi dengan proposal kegiatan yang telah disetujui
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4 PIHAK KEDUA berkewajiban untuk me i
penggunaan dana sebagaimana dimaksud da]m?;zz?l];an kepada PIHAK PERTAMA laporan

Pasal 7
Laporan Pelaksanaan Penelitian

() p]HA.K KEDUA berkew:fjlban untuk menyampaikan kepada PIHAK PERTAMA berupa laporan
kemajua.ﬂ dan laporan akhnr. me.ngenai luaran penelitian dan rekapitulasi penggunaan anggaran sesuai
dengan jumlah fja“a yang diberikan oleh PIHAK PERTAMA yang tersusun secara sistematis sesuai
pedoman yang ditentukan oleh PIHAK PERTAMA.

(2) PIHAK KEDUA berkewajiban mengunggah Laporan Kemajuan dan Catatan harian penelitian yang telah
dilaksanakan ke SIMLITABMAS paling lambat 7 September 2018.

(3) PIHAK KEDUA berkewajiban menyerahkan Hardcopy Laporan Kemajuan dan Rekapitulasi Penggunaan
Anggaran 70% kepada PIHAK PERTAMA, paling lambat 14 September 2018

(4) PIHAK KEDUA berkewajiban mengunggah Laporan Akhir, capaian hasil, Poster, artikel ilmiah dan profil
pada SIMLITABMAS paling lambat 16 November 2018 i penelitian n terakhi

(5) Laporan hasil Penelitian sebagaiman tersebut pada ayat (4) harus memenuhi ketentuan sebagai berikut:

a. Bentuk/ukuran kertas A4,

b, Dibawah bagian cover ditulis:

Dibiayai oleh:
Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat
Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan Pengembangan
Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi
Sesuai dengan Kontrak Penelitian
Nomor : 062/SP2H/LT/DRPM/2018

Pasal 8
Monitoring dan Evaluasi

PIHAK PERTAMA dalam rangka pengawasan akan melakukan Monitoring dan Evalu;si .intemal terhadap
kemajuan pelaksanaan Penelitian Tahun Anggaran 2018 ini scbelu-m pelaksanaan Monitoring dan Fvaluasn
eksternal oleh Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat, Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan

Pengembangan, Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi.

Pasal 9
Penilaian Luaran

I. Penilaian luaran penelitian dilakukan oleh Kemite Penilai/Reviewer Luaran sesuai dengan ketentuan yang

berlaku. \ '
erdapat luaran tambahan yang tidak tercapal maka dana tambahan yang

2. Apabila dalam penilaian luaran t !
sudah diterima oleh peneliti harus disetorkan kembali ke kas negara.

Pasal 10
han Susunan Tim Pelaksana dan Substansi Pelaksanaan

erubahan i litian ini dapat dibenarkan apabila
P terh i laksana dan substans pelaksanaan Pene i an
telah mmdapa:daprss:t?::: tt?;uﬁeis dari Direktur Riset dan Pengabdian Masyarakat, Direktorat Jenderal
Penguatan R,mdl:. Penjgembangn', Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi.

Peruba




Pasal 11
Penggantian Ketua Pelaksana

Apabila PIH_{AK KEDUA selaku ketua pelaksana tidak dapat melaksanakan Penelitian ini, maka PIHAK
DUA wajib mengusulkan pengganti ketua pelaksana yang merupakan salah satu anggota tim kepada
4l K PERTAMA.

) Ap? bila PIHAK KEDUA tidak dapat melaksanakan tugas dan tidak ada pengganti ketua sebagaimana
[ dimaksud pada ayat(1), maka PIHAK KEDUA harus mengembalikan dana penelitian kepada PIHAK

| PERTAMA yang selanjutnya disetor ke Kas Negara.
Bukti setor sebagaimana dimaksud pada ayat (2) disimpan oleh PIHAK PERTAMA.

Pasal 12
Sanksi

ksanakan Penelitian ini telah
terlambat mengirim laporan
K KEDUA dikenakan sanksi
kan proposal penelitian dalam

1) Apabila sampai dengan batas waktu yang telah ditetapkan untuk mela
berakhir, namun PIHAK KEDUA belum menyelesaikan tugasnya,
Kemajuan, dan/atau terlambat mengirim laporan akhir, maka PIHA
administratif berupa penghentian pembayaran dan tidak dapat mengaju
kurun waktu dua tahun berturut-turut.

(2) Apabila PIHAK KEDUA tidak dapat mencapai target luaran sebagaimana dimaksud dalam Pasal 5, maka

~ kekurangan capaian target luaran tersebut akan dicatat sebagai hutang PIHAK KEDUA kepada PIHAK

PERTAMA yang apabila tidak dapat dilunasi oleh PIHAK KEDUA, akan berdampak pada kesempatan

PIHAK KEDUA untuk mendapatkan pendanaan penelitian atau hibah lainnya yang dikelola oleh PIHAK

PERTAMA.

Pasal 13
Pembatalan Perjanjian

(1) Apabila dikemudian hari terhadap judul Penelitian Pemanfaatan Senyawa-Senyawa Bioaktif dari
"~ Tumbuhan Turi (Sesbania gra ndiflora) yang Berpotensi Sebagai Agen Antituberkulosis sebagaimana
dimaksud dalam Pasal 1 ditemukan adanya duplikasi dengan Penelitian lain dan/atau ditemukan adanya
ketidakjujuran, itikad tidak baik, dan/atau perbuatan yang tidak sesuai dengan kaidah ilmiah dari atau
litian ini dinyatakan batal dan PIHAK KEDUA

dilakukan oleh PIHAK KEDUA, maka perjanjian Pene
wajib mengembalikan dana penelitian yang telah diterima kepada PIHAK PERTAMA yang selanjutnya

- akan disetor ke Kas Negara. =
(2) Bukti setor sebagaimana dimaksud pada ayat (1) disimpan oleh PIHAK PERTAMA

Pasal 14
Pajak-Pajak

aan dengan kewajiban pajak berupa PPN dan/atau PPh menjadi

1-hal dan/atau segala sesuatu yang berken
g dibayarkan oleh PIHAK KEDUA ke kantor pelayanan pajak

seungjawab PIHAK KEDUA dan harus
mpat sesuai ketentuan yang berlaku.

Pasal 15
3 Peralatan dan/alat Hasil Penelitian

n dan/atau alat yai g dibeli dari pelaksanaan Penelitian ini
pung sesuai dengan ketentuan peraturan




Pasal 17
Lain-lain

1) PIHAK KEDUA menjamin bahwa penelitian dengan judul tersebut di atas belum pernah dibiayai dan/atau
diikutsertakan pada Pendanaan Penelitian lainnya, baik yang diselenggarakan oleh instansi, lembaga,
ahaan atau yayasan, baik di dalam maupun di luar negeri.

@) Segala sesuatu yang belum cukup diatur dalam Perjanjian ini dan dipandang perlu diatur lebih lanjut dan
dilakukan perubahan oleh PARA PIHAK, maka perubahan-perubahannya akan diatur dalam perjanjian
tambahan atau perubahan yang merupakan satu kesatuan dan bagian yang tidak terpisahkan dari Perjanjian
ni.

Perjanjian ini dibuat dan ditandatangani oleh PARA PIHAK pada hari dan tanggal tersebut di atas, dibuat

dalam rangkap 2 (dua) dan bermeterai cukup sesuai dengan ketentuan yang berlaku, yang masing-masing
mempunyai kekuatan hukum yang sama.
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RINGKASAN

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu penyakit yang paling banyak menyebabkan
kematian manusia. Untuk  mengatasi masalah ancaman  kematian  yang
disebabkan TB sudah banyak digunakan obat diantaranya pirazinamid, rifampisin,
isoniazid, streptomisin, dan etambutol. Ada kekurangan pada penggunaan obat-obat
tersebut yaitu penggunaannya secara berlebih dapat menyebabkan patogen TB
resisten (multi-drug resistant) terhadap jenis obat ini. Untuk mengurangi kekurangan
obat TB diperlukan agen antituberkulosis yang lebih baik. Salah satu tumbuhan yang
dapat dijadikan sebagai sumber bahanagen anti-TB adalah tumbuhan turi
(Sesbania grandiflora). Pada penelitian tahun pertama telah dilaporkan tiga senyawa
hasil isolasi, dua diantaranya adalah senyawa jenis 2-arilbenzofuran baru dari kulit
batang S. grandiflora yang dinamai sebagai sesbagrandiflorain A dan B, sementara
satu senyawa diperkirakan merupakan senyawa golongan flavonoid. Sedangkan pada
penelitian tahun kedua telah berhasil dilakukan uji aktivitas anti-TB terhadap
sesbagrandiflorain A dan B, penemuan tiga senyawa baru 2-arilbenzofuran yang
dinamakan sesbagrandiflorain C, D, dan E serta satu senyawa alkaloid piperin yang
tidak lazim ditemukan pada keluarga tumbuhan Leguminosae. Hasil uji bioaktivitas
menunjukkan bahwa sesbagrandiflorain A dan B masing-masing memiliki aktivitas
lemah dan sedang terhadap Mycobacterium tuberculosis H37Rv dengan nilai MIC
200 dan 12.5 pg/mL berturut-turut. Semua senyawa hasil isolasi diperoleh melalui
beberapa tahapan isolasi dan ekstraksi yang lazim digunakan, dilanjutkan dengan
fraksinasi dan pemurnian dengan metode kromatografi cair vakum (KCV),
kromatografi kolom gravitasi (KKG), dan kromatotron. Karakterisasi dan
identifikasi senyawa-senyawa hasil isolasi dilakukan dengan cara fisika dan
spektroskopi, meliputi penentuan titik leleh, uji kromatografi lapis tipis, dan analisis
spektroskopi UV, IR, NMR (1D dan 2D), dan MS. Dua senyawa baru,
sesbagrandiflorain A dan B telah terbit (published) di jurnal Natural Products
Research Vol.32, No. 21 tahun 2018 (Impact Factor 2017: 1,928, SJR = 0.671, Q2).
Draft paten sederhana sebagai luaran tambahan saat ini telah memenuhi persyaratan
formalitas dan sedang dalam proses review. Sementara itu hasil penelitian pada
tahun kedua telah dipublikasikan pada seminar internasional ICNP (19-21 Maret
2018) dan Bromo Conference (11-12 Juli 2018). Senyawa-senyawa baru hasil isolasi
yang diperoleh pada penelitian tahap kedua ini juga telah dipublikasikan ke Journal
of Natural Medicines (IF 1.920, SJR =0.64, Q1) dengan status submitted.
Berdasarkan hasil yang telah diperoleh dari penelitian tahun kedua, maka penelitian
pada tahun ketiga dilanjutkan dengan pemisahan campuran dua senyawa baru yang
diperoleh dan melakukan modifikasi struktur terhadap senyawa-senyawa hasil
isolasi. Senyawa-senyawa isolat dan hasil modifikasinya kemudian diuji bioaktivitas
anti-TB  secara invitro terhadap Mycobacterium tuberculosis menggunakan
metode MTT assay dilusi agar. Senyawa bioaktif anti-TB yang dihasilkan dari
penelitian ini akan dipublikasikan pada Journal of Natural Medicines (IF 1.920, SJR
=0.64, Q1), selanjutnya akan didaftarkan dalam HKI, serta ditulis sebagai bahan ajar.

Kata Kunci: antituberkulosis, arilbenzofuran, Mycobacterium tuberculosis, senyawa
bioaktif, sesbagrandiflorain, Sesbania grandiflora
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BAB 1. PENDAHULUAN

Tuberkulosis atau Tubercle Bacillus (TB) adalah satu dari penyebab kematian
terbesar di dunia yang disebabkan oleh infeksi bakteri (Janin, 2007). Penyakit TB
merupakan sejenis penyakit menular yang sangat mudah penyebarannya melalui
udara oleh mikroorganisme, Mycobacterium tuberculosis, suatu bakteri aerobik
patogenik yang menyerang sistem pernafasan. Sejak satu dekade terakhir, sekitar
satu pertiga populasi manusia di dunia terinfeksi oleh M. tuberculosis (Zumla, 1998).
Berdasarkan data World Health Organization (WHO) pada tahun 2006, sekitar 2 juta
kematian disebabkan hanya penyakit TB setiap tahun. Untuk mengatasi wabah ini,
pencarian beberapa agen antituberkulosis yang efektif berhasil dilakukan,
diantaranya penemuan seperti pirazinamid, rifampisin, isoniazid, streptomisin, dan
etambutol. Dengan ditemukannya obat-obatan tersebut, sejumlah kasus penyakit TB
dapat dikurangkan secara drastis terutama di negara-negara berkembang. Namun
sejak akhir tahun 1980-an, beberapa kasus penyakit TB di seluruh dunia kembali
meningkat pesat disebabkan oleh multidrug resistant (MDR) dari M. tuberculosis
(Sandra, dkk., 2000). Survey yang telah dilakukan oleh lembaga kesehatan dunia
menyatakan Indonesia menempati urutan ketiga penderita TB setelah India dan Cina
(DepKes, 2006). Oleh sebab itu, diperlukan usaha-usaha intensif dan terpadu dari
para peneliti untuk mengidentifikasi target obat baru yang potensial sebagai agen
anti-TB.

Sumber-sumber bahan alam khususnya tumbuhan, sudah sejak lama
digunakan secara luas oleh masyarakat di dunia dalam pengobatan tradisional untuk
mengobati berbagai penyakit termasuk yang disebabkan oleh infeksi bakteri.
Senyawa-senyawa bahan alam telah banyak terbukti dapat dijadikan sebagai sumber
terpenting dalam pencarian obat-obatan baru yang relatif aman dari efek samping dan
murah (Kone, 2004). Penemuan terkini artemisinin sebagai antimalaria dan taksol
sebagai antikanker dari organisme di alam adalah indikasi pentingnya bahan-bahan
alami dalam rangka penemuan obat-obatan baru. Tumbuh-tumbuhan yang secara
traditional berkhasiat sebagai obat, sampai saat ini masih menjadi alternatif utama

untuk penemuan dan pengembangan agen anti-TB baru. Namun demikian, hanya



sebagian kecil saja dari tumbuhan berpotensi tersebut yang dieksplorasi untuk diteliti
kandungan aktifnya (Frame, dkk., 1998).

Corona dkk. pada tahun 2008 telah mengevaluasi bioaktivitas 9 tumbuhan
obat yang digunakan secara tradisional di Meksiko terhadap M. tuberculosis. Dari
penelitian tersebut dilaporkan bahwa diantara 9 tumbuhan yang diujikan, Nasturtium
officinale menunjukkan aktivitas antituberculosis terbaik dengan nilai MIC 100
pug/mL. Newton dkk. (2000) dalam suatu literatur reviewnya melaporkan bahwa
terdapat lebih dari 350 spesies tumbuhan di seluruh dunia telah diuji aktivitas
antituberkulosis. Dari hasil reviewnya dilaporkan bahwa sejumlah ekstrak tumbuhan
dan senyawa tertentu menunjukkan aktivitas antimikroba yang potensial.

Berdasarkan penelusuran literatur yang telah dilakukan, hingga saat ini belum
ada kajian atau studi intensif terhadap tumbuh-tumbuhan di Indonesia khususnya di
daerah Lampung dalam rangka pencarian obat alternatif untuk anti-TB. Tumbuhan
Sesbania grandiflora atau yang dikenal dengan nama lokal turi, merupakan salah
satu tumbuhan obat tradisional yang sering digunakan di kawasan Asia Tenggara dan
India. Semua bagian tumbuhan turi seperti akar, kulit batang, daun, bunga, biji, dan
buah dapat digunakan untuk pengobatan secara tradisional (Wagh dkk., 2009).
Kajian fitofarmakologi sebelumnya yang telah dilakukan pada bagian akar tumbuhan
turi (S. grandiflora) menunjukkan bioaktivitas antituberkulosis yang cukup
signifikan pada isolat yang diperoleh (Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Berdasarkan
paparan di atas dapat dinyatakan bahwa tumbuhan S. grandiflora sangat prospek
untuk diteliti dalam rangka pencarian sumber-sumber alami obat anti-TB. Penelitian
yang dilakukan saat ini merupakan kelanjutan dari kajian fitokimia pada tumbuhan S.
grandiflora terkait dengan pemanfaatannya sebagai salah satu sumber senyawa
bioaktif baru yang potensial sebagai agen anti-TB. Dari hasil penelitian ini telah
berhasil dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa-senyawa fenolik jenis 2-
arilbenzofuran dari ekstrak etilasetat kulit batang tumbuhan S. grandiflora. Proses
fraksinasi dan pemurnian fraksi-fraksi lainnya dari ekstrak etilasetat masih terus
dilanjutkan untuk menggali senyawa-senyawa bioaktif yang berbeda yang berpotensi

sebagai agen anti-TB.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kajian Pustaka

Indonesia merupakan salah satu negara ‘megadiversity’ ketiga dalam hal
keberagaman tumbuh-tumbuhan baik tingkat tinggi maupun rendah. Sebagai negara
yang kaya akan keanekaragaman hayati, eksplorasi sumber-sumber senyawa bioaktif
baru dari tumbuhan akan menjadi lebih praktis dan menguntungkan. Karena hingga
saat ini, tumbuhan masih memegang peranan penting dalam penemuan obat-obatan
baru untuk mengatasi berbagai penyakit manusia (Balunas dan Kinghorn, 2005).
Bahkan menurut Tulp dkk. (2006), diperkirakan hampir 50% obat-obat yang beredar
sekarang bersumber dari tumbuh-tumbuhan. Oleh sebab itu ketertarikan akan sumber
senyawa bioaktif dapat membantu industri pembuatan obat baru yang lebih efisien.

Beberapa pendekatan sudah dilakukan untuk menekan jumlah kematian yang
disebabkan oleh penyakit ini, diantaranya pencarian sumber-sumber alam dan
pembuatan turunan semi sintesis aktif terhadap penyakit TB. Sejumlah obat-obatan
anti-TB saat ini adalah diisolasi dari spesies mikroorganisme jamur. Streptomycin
adalah salah satu contoh obat anti-TB yang popular yang berhasil diisolasi dari
Streptomyces griseus. Senyawa-senyawa aktif lain yang berhubungan seperti
kanamycin, amikacin dan capreomycin juga berhasil diisolasi dari S. capreolus
(Herr, dan Redstone, 1966; Nomoto, dkk., 1978). Turunan-turunan senyawa tersebut
saat ini digunakan dalam kombinasi antibiotik TB yang lain sebagai second-line
drugs.

Beberapa kelompok senyawa calkon dan analognya telah dievaluasi
bioaktivitasnya terhadap M. tuberculosis H37Rv (Lin, dkk., 2002). Diantara
senyawa-senyawa tersebut, dua senyawa calkon 1, 2, dan empat senyawa mirip
calkon 3-6 menunjukkan aktivitas daya hambat >90% terhadap M. tuberculosis.
Bioaktivitas tersebut mengindikasikan bahwa adanya subtituen halogen pada cincin
A dari 2’-hidroksicalkon (senyawa 1-2) meningkatkan aktivitas anti-TB senyawa,
dimana subtitusi halogen pada posisi 3 memperlihatkan aktivitas anti-TB yang lebih
tinggi daripada substitusi halogen pada posisi 2 atau 4. Selain itu, senyawa-senyawa
mirip calkon kebanyakan menunjukkan aktivitas anti-TB yang signifikan diantara

semua senyawa yang diuji. Diperkirakan dalam seri senyawa tersebut kemungkinan
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diperlukan suatu gugus lipofilik di satu sisi dan gugus hidrofilik di sisi lain dari 2-

propen-1-on (senyawa 3-6)

Famili tumbuhan Fabaceae, khususnya spesies-spesies dalam subfamili
Papilionoideae sudah sejak lama menarik perhatian para peneliti tidak hanya
disebabkan oleh variasi struktur senyawa yang dihasilkan, tetapi juga karena
keaktifan biologisnya yang menarik. Beberapa jenis golongan senyawa metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, kumarin, fenilpropanoid, antrakuinon, terpenoid
dan glikosida sianogenat telah berhasil diisolasi dari famili tumbuhan ini (Wink, dan
Mohamed, 2003). Diantara berbagai golongan senyawa tersebut, jenis isoflavonoid
merupakan komponen utama yang ditemukan dalam subfamili Papilionoideae.

Veitch pada tahun 2007 melaporkan bahwa lebih dari 420 senyawa baru jenis
isoflavonoid berhasil diisolasi dari tanaman ini. Sejalan dengan penemuan tersebut,
ternyata di alam, kelompok senyawa ini memiliki sebaran fungsi biologis yang luas
seperti antimikroba, anti serangga, bersifat sebagai zat allelopati (Dixon dan Sumner,
2003), inhibitor terhadap serangan pathogen/penyakit (Graham dan Graham, 2000).
Selain itu hasil kajian klinis terhadap kelompok senyawa isoflavonoid

memperlihatkan pengaruhnya yang positif dalam kesehatan dan nutrisi manusia,
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diantaranya dalam pencegahan penyakit jantung, gejala menopausal dan osteoporosis
(Cogolludo, dkk., 2007; Cornwell, dkk., 2004; Di, dkk., 2008; Joung, dkk., 2003;
Kottra dan Daniel, 2007). Selain jenis isoflavonoid, senyawa golongan
arilbenzofuran juga telah ditemukan oleh Tanaka dkk (2004) dari akar Erythrina
variegata. Dari hasil penelitiannya dilaporkan bahwa dua senyawa tipe 2-
arilbenzofuran, eryvarins P (7) dan Q (8), serta suatu 3-aril-2,3-dihidrobenzofuran,
eryvarin R (9) menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Dari ketiga senyawa isolat tersebut, eryvarin Q (8)
menunjukkan aktivitas antibakteri yang paling potensial terhadap bakteri uji yang

digunakan.
HsCO OH ‘ HsCO OH
HO o] HO o]
OCHj ‘ | OCH;
(7 CHO 8 CHO
HO 0

9a R =0OH
9b R = 0Ac

OCH;

Diantara lebih dari 13000 spesies dalam subfamili Papilionoideae, Sesbania
grandiflora adalah salah satu tumbuhan berkhasiat obat yang sangat potensial untuk
dikembangkan sebagai sumber senyawa bioaktif baru. Seluruh bagian tanaman ini,
meliputi akar, kulit batang, gum, daun, bunga dan buah, sudah digunakan secara
turun temurun dalam pengobatan tradisional terutama di daerah Asia Tenggara dan
India. Beberapa kajian efek farmakologi dari ekstrak pada tanaman ini telah banyak
dilakukan dalam rangka memberikan validasi ilmiah mengenai pemanfaatannya
secara tradisional. Penggunaan daun S. grandiflora sebagai suplemen pada perokok

dapat mencegah kerusakan oksidatif pada paru-paru, hati dan ginjal (Ramesh dan
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Begum, 2006; Ramesh, dkk., 2007; 2010). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Doddola et al. (2008) menunjukkan bahwa jus daun S. grandiflora memberikan
aktivitas antiurolithiatic yang signifikan terhadap kandungan batu jenis kalsium
oksalat. Pada tahun 2010, Laladhas dkk. melakukan uji secara in vivo dan in vitro
terhadap ekstrak bunga S. grandiflora menggunakan sel kanker yang berbeda, hasil
penelitian menunjukkan bahwa bunga tersebut dapat dijadikan sebagai kandidat obat
antikanker yang potensial. Selain itu, kajian fitofarmakologi pada ekstrak n-heksana
dari biji S. grandiflora memperlihatkan aktivitas antioksidan, anti-inflamasi,
analgesik dan antipiretik (Shareef, dkk., 2012). Kebanyakan penelitian yang telah
dilakukan pada S. grandiflora hanya sebatas skrining fitokimia dan uji efek
farmakologi dari ekstrak tanaman.

Dari penelusuran literatur yang telah dilakukan, penelitian kimia tumbuhan S.
grandiflora yang tumbuh di Indonesia belum pernah dilakukan. Sejak satu dekade
terakhir ini, penulis telah mengeksplorasi secara intensif senyawa-senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan tumbuhan tersebut dan mengkaji efek farmakologinya
(Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Penelitian awal dilakukan pada bagian akar
tumbuhan S. grandiflora untuk mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif murni yang
memiliki aktivitas anti-TB. Penelitian yang telah dilakukan saat ini merupakan
penelitian kimia pada S. grandiflora khususnya bagian kulit batang kemudian
dilanjutkan dengan pengujian aktivitas anti-TB senyawa-senyawa murni yang
diperoleh. Hasil penelitian tahap pertama menunjukkan bahwa jenis senyawa
metabolit sekunder pada kulit batang S. grandiflora merupakan jenis fenolik yang
berbeda dari kandungan senyawa metabolit sekunder pada bagian akar S.
grandiflora. Penelitian ini masih terus dilanjutkan untuk mendapatkan data secara
menyeluruh mengenai profil kandungan kimia kulit batang S. grandiflora dan

potensinya sebagai agen anti-TB.

2.2 Studi Pendahuluan yang Sudah Dilaksanakan/Hasil yang Sudah Dicapai
Dari penelitian sebelumnya yang telah dilakukan terhadap akar S. grandiflora,
diperoleh 9 senyawa murni dan satu campuran isomer. Sembilan senyawa yang
berhasil diisolasi yaitu suatu terpenoid, asam betulinat (10), dan tujuh senyawa
isoflavonoid, yaitu xenognosin B (11), liquiritigenin  (12), 7,2°,4’-

trihydroxyisoflavone (13), demethylvestitol (14), vestitol (15), medicarpin (16),

14



sativan (17), bersama-sama dengan satu senyawa fenolik alam baru, yaitu 1,1'-bi-2-
naftol (18) (Noviany, dkk., 2012a; 2012b). Semua senyawa hasil isolasi diuji
aktivitasnya secara in vitro terhadap strain bakteri M. tuberculosis. Di antara semua
senyawa uji, 1,1'-bi-2-naftol ditemukan paling aktif pada uji anti-TB dengan nilai

konsentrasi hambat minimum 312.5 x 10 ug/mL.

14R,=H;R, =
15R, =H;R, = CH3
17 R, = CH;; R, = CH,

Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan sebelumnya serta studi
pendahuluan yang dilakukan, dapat dinyatakan bahwa S. grandiflora merupakan
tumbuhan obat tradisional yang bernilai terutama dalam mengatasi berbagai penyakit
yang disebabkan oleh infeksi. Studi lebih lanjut pada S. grandiflora masih perlu
dilakukan untuk mencari senyawa-senyawa aktif lainnya dan mengklarifikasi potensi
lain dari tanaman tersebut sebagai sumber yang bermanfaat bagi penemuan jenis obat
baru khususnya obat anti-TB. Pada penelitian ini akan dilakukan isolasi dan
identifikasi senyawa bioaktif dari kulit batang dan ranting kayu tumbuhan S.
grandiflora, dilanjutkan dengan uji aktivitas anti-TB senyawa isolat terhadap M.
tuberculosis. Senyawa-senyawa murni yang menunjukkan aktivitas anti-TB
diharapkan dapat dijadikan sebagai agen anti-TB baru yang dapat menggantikan obat
anti-TB yang telah resisten.
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2.3 Peta Jalan Penelitian

Tabel 1. Peta

Kegiatan

Jalan Penelitian
Tahun 2008- Tahun 2016- Tahun 2020-
2015 2019 2025

Tahun 2026-
2030

Penelitian awal

Penelitian yang
akan diusulkan

Produk yang
diharapkan

(Target/Luaran)

Penelitian
lanjutan yang
direncanakan

Produk yang
diharapkan
(Target/Luaran

Implementasi/
aplikasi luaran
penelitian
lanjutan)

Produk yang
diharapkan

Target/Luaran

Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Fenolik
Bioaktif dari tumbuhan di Lampung

Isolasi senyawa
bioaktif dari akar
S.arandiflora

0

Uji anti TB

Isolasi senyawa bioaktif dari
kulit batang dan ranting
kayu S. grandiflora

Senyawa-senyawa bioaktif anti-TB (Publikasi dijurnal
Internasional/nasional terakreditasi/HKI)

Sintesis dan
Modifikasi gugus
fungsi senyawa

bioaktif

U

Uji anti TB; sel galur tertentu

U

Seny.agen anti-TB
(Pub.dijur.Internas.
/nas.akr/HKI)

Obat
- anti-TB ~

Obat
anti-TB

Obat
anti-TB

Uji toksisitas,
bioassay in vivo,
kajian QSAR/drug

design dan uji

pra-klinik

-

{4

Obat
anti-TB

Publikasi dijurnal Internasional/nasional terakreditasi/HKI/Bahan Ajar
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BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yang dilakukan meliputi tujuan umum dan tujuan khusus.
Secara umum penelitian kimia pada kulit batang S. grandiflora bertujuan untuk
mengeksplorasi kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder dari kulit batang
tumbuhan dan menguji efek farmakologinya. Tujuan umum dilakukan melalui 4
tahapan yaitu (1) skrining fitokimia; (2) ekstraksi dan isolasi; (3) fraksinasi dan
pemurnian; dan (4) uji bioaktivitas senyawa murni secara in vitro terhadap M.
tuberculosis. Adapun tujuan khusus dalam setiap tahap adalah mendapatkan
senyawa-senyawa bioaktif murni yang bersifat anti-TB dari kulit batang tumbuhan S.
grandiflora yang dilakukan melalui tahapan berikut:
Tahap pertama

Mendapatkan informasi mengenai jenis kandungan senyawa metabolit
sekunder (seperti flavonoid, alkaloid, fenolik, terpenoid/steroid, dan saponin) dari
kulit batang tumbuhan S. grandiflora dan mendapatkan senyawa-senyawa murni dari
jaringan tumbuhan tersebut. Untuk mencapai tujuan pada tahap ini langkah-langkah
yang akan dilakukan adalah proses isolasi, fraksinasi dan pemurnian yang meliputi
maserasi menggunakan pelarut bergradien kepolaran, partisi menggunakan teknik-
teknik kromatografi seperti kromatografi cair vakum, kromatografi kolom gravitasi,
kromatografi kolom flash, dan kromatotron. Senyawa hasil partisi yang diperoleh
kemudian dimurnikan dengan cara kristalisasi, rekristalisasi, kromatografi kolom,
atau kromatografi lapis tipis preparatif. Senyawa yang sudah murni selanjutnya
dikarakterisasi secara fisika dan spektroskopi UV-VIS, IR, NMR, dan MS.
Tahap kedua

Mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif murni yang menunjukkan aktivitas
antituberkulosis. Untuk mencapai tujuan pada tahap ini, senyawa-senyawa murni
yang diperoleh pada tahap pertama kemudian diuji aktivitas biologisnya secara in

vitro terhadap M. tuberculosis menggunakan metode dilusi agar.

3.2 Manfaat Penelitian
Berdasarkan dari paparan di awal bahwa tanaman adalah terbukti sebagai

salah satu sumber terpenting dalam pengembangan bahan-bahan obat baru (Newman,
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dan Cragg, 2007; Newman, dkk., 2003), sehingga perhatian para peneliti tertumpu

pada tumbuhan sebagai sumber potensial agen anti TB yang baru (Pauli, dkk., 2005;

Sanchez dan Kouznetsov, 2010). Beberapa peneliti dalam reviewnya melaporkan

bahwa sejumlah spesies tumbuhan yang diteliti menunjukkan aktivitas anti TB yang

menjanjikan (Arya, 2011; Negi, dkk., 2010). Selain itu sejumlah ekstrak dan
senyawa hasil isolasi dari beberapa tumbuhan dan spesies yang berhubungan,
dilaporkan memperlihatkan aktivitas menghambat yang baik terhadap M.tuberculosis

(Newman, dkk., 2002; Copp dan Pearce, 2007). Dari penemuan-penemuan tersebut,

masih belum dijumpai kandidat obat TB yang lulus uji klinik. Tumbuhan S.

grandiflora merupakan salah satu kandidat obat TB yang berpotensi untuk diteliti

dan dikembangkan.

Sejalan dengan isu permasalahan penyakit TB tersebut dan merujuk dari
hasil-hasil penelitian yang telah dilakukan oleh penulis dan tim terhadap jaringan
akar dan kulit batang tumbuhan S. grandiflora, maka dapat diuraikan beberapa
manfaat penelitian yang dilakukan diantaranya:

a. Senyawa-senyawa murni hasil isolasi (isolat) dari kulit batang S. grandiflora
yang diperoleh dapat digunakan untuk melakukan berbagai uji aktivitas biologis
terhadap sel galur yang berbeda seperti sel tumor/kanker, virus, fungi/jamur, dan
berbagai jenis mikroba.

b. Di bidang farmasi, kedokteran, dan pengobatan, isolat-isolat yang didapatkan
dapat dimanfaatkan sebagai senyawa rujukan (lead compounds) atau bahan
awal/model molekul untuk sintesis, semi sintesis, modifikasi struktur kimia
maupun senyawa-senyawa analog dalam rangka mendesain secara rasional
pola/bentuk obat baru untuk penemuan dan pengembangan obat-obatan.

c. Senyawa-senyawa murni yang menunjukkan bioaktivitas anti-TB yang tinggi,
dapat dipromosikan sebagai obat/agen anti-TB baru dalam rangka menunjang
kesehatan masyarakat.

d. Struktur senyawa bioaktif anti-TB yang diperoleh dapat memberikan kontribusi
pada bidang ilmu kimia organik khususnya dalam mempelajari hubungan struktur
dan keaktifan senyawa (SAR) yang menunjang kemajuan ilmu pengetahuan dan

teknologi.
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian tahun kedua ini telah dilaksanakan selama kurang lebih 6 bulan
terhitung dari bulan Maret 2018 hingga Oktober 2018, di Laboratorium Kimia

Organik Jurusan Kimia, FMIPA Universitas Lampung.

4.2 Bahan dan Alat
A. Bahan Tumbuhan
Kulit batang tumbuhan turi putih (S. grandiflora) yang digunakan dalam
penelitian ini diambil dari dua daerah yang berbeda di Lampung, yaitu dari daerah
dekat area persawahan Desa Sumber Dadi, Kec. Ambarawa, dan Desa Podomoro,
Kec. Pringsewu, Kabupaten Pringsewu, Lampung. Determinasi spesies tumbuhan
dilakukan di Herbarium Bogoriense, LIPI, Bogor.
B. Bahan Kimia/Reagen
Bahan kimia yang digunakan diantaranya FeCls serbuk Mg, asam asetat
glasial, etil asetat (EtOAc), metanol (MeOH), etanol, n-heksana (n-C¢Hi4), aseton
(C3HgO), aseton-dg, akuades (H,O), serium sulfat 1,5% dalam asam sulfat 2 N,
diklorometana (CH,Cl,), silika gel Merck G 60 (0.063-0.200 mm), silika gel 60
GFs4, plat KLT, dan silica gel PFys4
C. Bahan Uji Bioaktivitas
Mycobacterium tuberculosis, Middle Brook 7H9 broth, Middle Brook 7H10
broth, Media Lowenstein Jensen, OADC, Tween-80, dimetil sulfoksida, gliserol,
etambutol, akuades steril, akua bidestilata, petridis, mikropipet tips.
D. Alat-alat yang digunakan
Alat-alat yang digunakan antara lain alat-alat gelas laboratorium, penguap putar
vakum, komatografi lapis tipis, satu set alat kromatografi cair vakum, satu set kolom
kromatografi, kromatotron, inkubator, timbangan analitik, vortex, tabung
Eppendrof, pengukur titik leleh Fisher John, lampu UV merk Spektroline model
ENF-240 C/F, pipet kapiler, spektrofotometer FT-IR Nicolet Avatar 360
spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), NMR 500 MHz (*H)
dan 125 MHz (**C) spektrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
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micrOTOF-Q II™ spektrometer massa (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA),
serta UV-Vis Cary 100 spektrofotometer (Agilent Technologies).

4.3 Prosedur Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan secara garis besarnya meliputi tahapan
berikut: skrining fitokimia, ekstraksi, isolasi, dan pemurnian senyawa dari Kkulit
batang S. grandiflora; identifikasi struktur senyawa murni secara fisika dan
spektroskopi UV, IR, MS dan NMR; kemudian uji bioaktifitas antituberkulosis
secara in vitro terhadap ekstrak/fraksi dan senyawa murni yang sudah teridentifikasi

strukturnya. Bagan alir penelitian secara ringkas dapat dilihat pada gambar 1.

Kulit batang tumbuhan yang telah
dihaluskan

l - maserasi dengan berbagai pelarut

- evaporasi

Ekstrak tumbuhan

l - Isolasi dan pemurnian
- Penentuan struktur

A B C D E

U

Uji bioaktivitas antituberculosis
secara in vitro

Gambar 1. Bagan alir penelitian

A. Ekstraksi

Serbuk halus kulit batang turi putih (3 kg) yang diambil dari Desa Sumber
Dadi, Kec. Ambarawa, direndam dengan beberapa pelarut seperti n-heksana selama
1x 24 dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan, perlakuan yang sama juga dilakukan
menggunakan pelarut etil asetat dan metanol. Ketiga ekstrak hasil perendaman
masing-masing disaring dengan kertas saring. Masing-masing filtrat dari berbagai
pelarut yang didapat lalu dipekatkan dengan penguap putar vakum sehingga

diperoleh ekstrak pekat n-heksana (25 g), etil asetat (40 g), dan metanol (120 Q).
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Pada penelitian ini, semua fraksi polar yang berasal dari KCV dan KKG pada
ekstrak etil asetat, dimonitoring menggunakan KLT untuk diisolasi dan dimurnikan
lebih lanjut. Penelitian tahun kedua masih fokus pada ekstrak etil asetat karena fraksi
polarnya memberikan tes positif fenolik pada skrining fitokimia dan prospek untuk

mendapatkan komponen bioaktif lainnya.

B. Isolasi dan Pemurnian
Pada tahap ini, ekstrak EtOAc dari semua fraksi polar yang berasal dari KCV
dan KKG, di KLT dengan sistem eluen aseton/n-heksana dan diperoleh 5 fraksi

polar utama E, F, G, H, dan | untuk difraksinasi lebih lanjut (Gambar 2).

=SemE— - 4 YR

Gambar 2. Kromatogram hasil KLT 5 fraksi polar utama dari KCV I-2

Fraksi G (1,0 g) selanjutnya dimurnikan menggunakan KKG dengan eluen
etilasetat/n-heksana  (5-50%) dan menghasilkan 48 subfraksi (G1-G48).

Kromatogram hasil fraksinasi dapat dilihat pada Gambar 3.

% Bl MR '-1I

Gambar 3. Kromatogram KKG fraksi G dengan eluen etil asetat/n-heksan (3/7)

Sesbagrandiflorain A yang telah diisolasi sebelumnya (Noviany et al., 2018) kembali
diperoleh dari subfraksi G21-34 hasil fraksinasi fraksi G dalam jumlah yang cukup
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banyak yaitu 212,6 mg. Penggabungan fraksi polar kemudian kembali dilakukan
berdasarkan kesamaan Rf, dan dihasilkan 4 subfraksi polar utama yang diberi kode
KG1 (subfraksi 35-37; 134 mg), KG2 (38-40; 209 mg), KG3 (41-43; 169 mg), KG4
(44-48; 136 mg) (Gambar 4).

Gambar 4. Kromatogram hasil KLT KG1-4 menggunakan
eluen aseton/n-heksana
Pemurnian lebih lanjut secara KKG (Gambar 5) pada subfraksi KG2
menggunakan eluen aseton/n-heksana (5-50%) menghasilkan 32 subfraksi, diantara
subfraksi tersebut, diperoleh kristal berwarna kuning sebanyak 39 mg yang
selanjutnya diberi kode N8 (Gambar 6).

(a) (b)
Gambar 5. KKG (a) KG2 dan (b) KG3

Gambar 6. Kristal senyawa N8

22



Perbandingan KLT dilakukan antara senyawa N8, sesbagrandiflorain A dan
B, ternyata nilai Rf kristal N8 yang diperoleh yaitu 0,33 (Gambar 7), berada diantara
2 senyawa yang telah dilaporkan sebelumnya. Pada awalnya kristal N8 diduga sudah
murni karena menunjukkan spot tunggal pada uji KLT dengan 3 sistem eluen
(Gambar 8), serta didukung pula data-data dari dari spektroskopi NMR 1D dan 2D
yang baik sehingga dapat ditentukan dugaan struktur untuk N8 awalnya adalah suatu

dimer dari senyawa 2-arilbenzofuran.

Gambar 7. Kromatogram KLT kristal N-8, senyawa sesbagrandiflorain A dan B

Analisis kemurnian pada senyawa N-8 dilakukan dengan teknik KLT

menggunakan 3 sistem eluen sebagaimana disajikan pada Gambar 8.

Gambar 8. Kromatogram KLT senyawa N8 dengan 3 sistem eluen
(a)aseton/DCM (1/9) ; (b) kloroform/metanol (95/5) ;
(c) aseton/n-heksana (3/7)

Namun analisis lebih lanjut menggunakan data dari spektrometri massa
mengindikasikan bahwa senyawa N8 merupakan campuran dua monomer 2-
arilbenzofuran yang berbeda pada posisi substituen di cincin C. Pemurnian lebih
lanjut kristal N8 menggunakan teknik HPLC fasa terbalik dengan fasa diam ODS
dan fasa gerak campuran MeOH/H,O (5-100%) selama 70 menit (3 ml/min)

menghasilkan senyawa 1 (2,0 mg) dan senyawa 2 (5,5 mg).
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Selanjutnya dari fraksi E4.8 (1,4 @) difraksinasi dengan teknik KKG
menggunakan eluen n-heksana—aseton (19:1 — 1:1 v/v), dihasilkan 32 subfraksi
(E4.8.1- E4.8.32). Subfraksi E4.8.19 - E4.8.21 digabung berdasarkan profil KLT dan
dimurnikan lebih lanjut dengan teknik HPLC fasa terbalik (isokratik 60% MeOH
dalam H,O selama 75 min; 3 ml/min). Dari hasil permurnian tersebut diperoleh
senyawa 3 sebanyak 4,5 mg.

Ekstraksi, isolasi dan pemurnian juga dilakukan pada serbuk kulit batang turi
putih yang diambil dari Desa Podomoro, Kec. Pringsewu, Kabupaten Pringsewu,
Lampung. Metode yang digunakan dalam tahapan ini sama seperti yang telah
diuraikan di atas. Dua senyawa, sesbagrandiflorain A dan B yang sudah pernah
dilaporkan sebelumnya juga diperoleh dari ekstrak yang telah melalui proses
fraksinasi berulang kali. Namun menariknya, dari fraksi yang kurang polar
dibandingkan dengan sesbagrandiflorain A dan B, diperoleh satu senyawa 4 berupa
padatan amorf berwarna keputihan sebanyak 6,1 mg (Gambar 8). Adapun
kromatogram perbandingan KLT antara senyawa 4 (sebelah kiri pada gambar) dan

sesbagrandiflorain A (kanan) dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Padatan tak berwarna senyawa 4

e

8 Gc

Gambar 10. Kromatogram Senyawa 4

D. Uji aktivitas biologis
Pengujian bioaktivitas dilakukan dengan menggunakan metode Tetrazolium

Microplate Assay (MTT Assay) dengan sedikit modifikasi (Caviedes et al., 2002). M.
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tuberculosis H37Rv ATCC 27294 strain digunakan dalam kajian ini. Konsentrasi

senyawa-senyawa uji (sesbagrandiflorain A dan B) dibuat dari rentang 200 hingga

0.391 pug/mL. Tiap senyawa diujikan dengan dua kali pengulangan. Senyawa uji

kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 hari. Pada hari kelima, campuran

larutan Tetrazolium-Tween 80 ditambahkan ke larutan uji, demikian juga dengan

kontrol positif, kemudian diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 24 jam.

Campuran larutan Tetrazolium-Tween 80 lalu ditambahkan pada semua sumur (96

wells) dan perubahan warna dicatat setelah 24 jam. Perubahan warna dari kuning

menjadi ungu mengindikasikan adanya pertumbuhan bakteri. Nilai konsentrasi

hambat minimum (KHM) dicatat pada konsentrasi terendah senyawa uji yang tidak

menyebabkan perubahan warna dari kuning menjadi ungu.

Secara keseluruhan hasil penelitian dan outputnya dapat dilihat pada gambar 10
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Gambar 11. Diagram fishbone penelitian
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1 Hasil

Pada penelitian tahun kedua ini telah berhasil diisolasi tiga senyawa fenolik
baru tipe 2-arilbenzofuran, dinamai sebagai sesbagrandiflorain C (1), D (2), dan E (3)
serta satu senyawa alkaloid, piperina (4) yang lazimnya ditemukan pada keluarga

Piperaceae. Struktur senyawa-senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 11.

H

H,CO o H,CO o
H H
OH{ oM
H H  OCH,
H5CO @]
H
H H oM :

Gambar 12. Struktur senyawa-senyawa hasil isolasi

Sesbagrandiflorain C (1)

Senyawa 1 diperoleh sebagai padatan kekuningan, IR (KBr) vmax cm * 3397, 2927,
1654, 1498, 1193, 1142; UV (MeOH) Ama (NM) (g) 206 (9370), 240 (4970), 341
(2720); ESI-TOF-MS m/z 315.08765 [M+H]*; *H NMR (aseton-ds) dapat dilihat di
Tabel 2.

Sesbagrandiflorain D (2)

Senyawa 2 diperoleh sebagai padatan kekuningan, IR (KBr) vmax cm ' 3397, 3218,
2943, 1601, 1499, 1192, 1145; UV (MeOH) Amax (NM) (g) 216 (7190), 266 (3320),
359 (1610); ESI-TOF-MS m/z 331.08261 [M+H]"; *H NMR (aseton-dg) dapat dilihat
di Tabel 2.

Sesbagrandiflorain E (3)
Senyawa 3 diperoleh sebagai padatan tak berwarna, IR (KBr) vmnax cm * 3489, 2922,
1684, 1204; UV (MeOH) Amax (nm) (g) 211 (7470), 248 (4120), 288 (2080), 350
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(2470). ESI-TOF-MS m/z 329.10330 [M+H]"; *"H NMR *H NMR (aseton-ds) dapat
dilihat di Tabel 2.

Tabel 2. 'H NMR untuk senyawa 1-3

.. Noatom 18 28 3
Cincin C : 5 - 5 - 5
8y (ppm); J (Hz) 3y (ppm); J (Hz) 3y (ppm); J (Hz)
A 4 8.04 (d,J=8.5) - 7.50 (d, J=8.5)
5 7.03(dd,J=8.5&2.0) 6.73(d, J=2.0) 6.68 (dd,J=8.5 & 2.0)
6 - - -
7 7.23(d, J=2.0) 6.37 (d, J=2.0) 6.78 (d, J=2.0)
8 - - -
9 - - -
MeO-C 3.91(s) 3.86 () 3.87 (s)
B i - - -
2 -
3 7.65 (s)
4 - - -
5 6.87 (d, J=8.0) 6.88(d,J=7.0) -
6 7.10(d, J=8.0) 7.13(d,J=7.0) 7.25 (s)
C 2 - - -
3 - - -
MeO-C 3.73(s) 3.76 (s) 3.90 (s)
MeO-C - - 3.91 (s)
HO - 10.18 (s) -
CHO 10.05 (s) 9.83 (s) 10.03 (s)

21H NMR (500 MHz) dan *C NMR (125 MHz) diukur dalam aseton-ds.
® Sinyal multiplisitas diberikan dalam tanda kurung: s, singlet; d, doblet; dd, dobel doblet; tetapan
kopling (J) Jdilaporkan dalam Hz.

Piperina (4)

Senyawa (4) diperoleh sebagai padatan berbentuk jarum halus berwarna
keputihan; titik leleh. 137-139°C; untuk data-data spektrum *H dan **C NMR dapat
dilihat pada Gambar 12 dan 13 berturut-turut. Berdasarkan analisis data-data
spektroskopi *H NMR dan *C NMR (1D dan 2D) serta perbandingan dengan
senyawa standar (Rabaron et al., 1971), maka senyawa 4 diidentifikasi sebagai 2,4-
pentadien-1-on,5-(1,3benzodioxol-5-il)-1-(1-piperidinil)-,(2E,4E)  atau  dikenal
dengan piperina.
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Gambar 13. Spektrum'H NMR senyawa 4
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Gambar 14. Spektrum **C NMR senyawa

Senyawa 4 yang diidentifikasi sebagai piperina merupakan senyawa golongan
alkaloid yang telah lama dikenal dan termasuk jenis senyawa bahan alam yang biasa
ditemukan pada keluarga Piperaceae atau lada-ladaan. Ditemukannya alkaloid
piperina pada keluarga tumbuhan Leguminosae sangatlah tidak lazim, sebab
tumbuhan Leguminosae karakteristik dengan senyawa jenis flavonoid dan fenolik.
Oleh sebab itu, penemuan senyawa piperina dari S.grandifora masih perlu kajian dan
penelitian lebih lanjut.
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C. Uji Aktivitas Antituberkulosis

Senyawa-senyawa hasil isolasi yang diperoleh pada tahun pertama penelitian
(sesbagrandiflorain A dan B) diujikan secara in vitro terhadap M. tuberculosis
H37Rv. Positif kontrol yang digunakan adalah obat anti-TB line pertama, isoniazid.
Aktivitas antiberkulosis kedua senyawa hasil isolasi menunjukkan bahwa
sesbagrandiflorain A dan B masing-masing memiliki aktivitas lemah dan sedang
terhadap Mycobacterium tuberculosis H37Rv dengan nilai MIC 200 dan 12.5 pg/mL
berturut-turut. Senyawa sesbagrandiflorain B memberikan aktivitas anti-TB yang
lebih tinggi dibandingkan dengan sesbagrandiflorain A, kemungkinan disebabkan
adanya gugus hidroksi pada posisi C7. Namun hubungan keaktifan dengan struktur
senyawa hasil isolasi masih perlu kajian lebih mendalam melalui studi SAR

(Structure Activity Relationship).

5.2 Luaran Yang Dicapai
Luaran yang dicapai pada penelitian tahun kedua ini telah terlaksana dengan

baik sesuai dengan rencana capaian yang diusulkan (Tabel 3).

Tabel 3. Rencana Target Capaian Tahunan

Indikator Capaian

No Jenis Luaran TS0 TS+l TS+2

Internasional Submitted  published

1 Publikasi ilmiah? Nasional submitted published
Terakreditasi

Internasional terdaftar Sudah
Pemakalah dalam temu dilaksanakan

ilmiah® Nasional Terdaftar Sudah
Terakreditasi dilaksanakan

Internasional Tidak ada

Invited Speaker dalam temu
ilmiah?

w

Nasional Tidak ada
Terakreditasi

4 Visiting Lecturer” Internasional Tidak ada

Paten terdaftar

Paten sederhana

Hak Cipta

Merek dagang

Rahasia dagang

Desain Produk
Industri
Indikasi Geografis

Hak Kekayaan Intelektual
(HK1)

(4]

Perlindungan
Varietas Tanaman

Perlindungan
Topografi Sirkuit
Terpadu
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6  Teknologi Tepat Guna”

7 Model/Purwarupa/Desain/Karya seni/Rekayasa Ekstrak/  Senyawa Senyawa
Sosial® fraksi murni anti-TB

8  Buku Ajar (ISBN)? draft

9  Tingkat Kesiapan Teknologi'” Skala 2

Berdasarkan rencana target capaian yang ditabulasikan pada Tabel 3, jenis luaran
yang ditargetkan pada penelitian tahun ke-2 mencakup tiga jenis luaran, yaitu
publikasi ilmiah, pemakalah dalam temu ilmiah, dan purwarupa. Ketiga target
tersebut telah berhasil dicapai pada penelitian ini disertai dengan bukti-bukti
pencapaian target sebagaimana terlampir (Lampiran 1-6). Bahkan target artikel
pertama yang semula direncanakan akan terpublikasi pada tahun ketiga penelitian,
pada tahun kedua penelitian sudah berhasil terbit di jurnal bereputasi Internasional.
Capaian tersebut melebihi dari capaian yang ditargetkan sebelumnya. Berikut ini

adalah rincian luaran yang telah berhasil dicapai selama 2 tahun penelitian berjalan.

1. Publikasi Ilmiah

Hasil penelitian telah berhasil dipublikasikan pada jurnal Natural Products
Research Vol.32, No. 21 tahun 2018 (Impact Factor pada tahun 2017: 1,928)
(Lampiran 1). Sementara hasil penelitian pada tahun kedua sudah dipublikasikan
pada jurnal Journal of Natural Medicines (IF 1.920, SJR =0.64, Q1) dengan status
submitted.

2. Pemakalah dalam temu ilmiah
Hasil penelitian telah berhasil dipresentasikan secara oral pada pertemuan-

pertemuan ilmiah internasional dan nasional sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Penyampaian Makalah Secara Oral Pada Pertemuan/Seminar Ilmiah

No Nama Pertemuan Judul Artikel Ilmiah Waktu danTempat
lImiah / Seminar
1 International Conference Isolation and Structure Penang, Malaysia
on Natural Products 2018 Elucidation of A New Naturally  19-21 Maret 2018
(Lampiran 3) Isolated Compound from
Sesbania grandiflora
2 Bromo Conference A New Naturally Biisoflavonoid  Surabaya, Indonesia
Symposium on Natural Compound Isolated from 11-12 Juli 2018
Products and Sesbania grandiflora
Biodiversity

(Lampiran 4)
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Bukti pelaksanaan kegiatan seminar yang telah dan akan dilaksanakan dapat

dilihat pada lampiran 3-4.

3. Purwarupa
Luaran capaian penelitian ketiga yang juga berhasil dilaksanakan adalah
diperolehnya purwarupa berupa tiga senyawa berupa kristal berbentuk jarum

berwarna kuning dan satu senyawa berupa padatan amorf tak berwarna (Lampiran 5).

4. Luaran Tambahan

Sebagai luaran tambahan pada penelitian tahun kedua, draft paten sederhana
telah memenuhi persyaratan formalitas dan sedang dalam proses review (Lampiran
6). Berdasarkan paparan di atas, dapat dinyatakan bahwa penelitian pada tahun kedua

ini telah berhasil dilakukan dengan pencapaian 100%.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana tahapan penelitian selanjutnya akan dibuat berdasarkan capaian
yang telah diperolen selama dua tahun penelitian dan mengacu pada diagram
fishbone sebagaimana dapat dilihat pada gambar 10 (hal 25). Dari hasil penelitian
yang telah dilakukan selama dua tahun terakhir, penelitian pada tahun kedua
terhadap fraksi polar hasil fraksinasi ekstrak etil asetat kulit batang S. grandiflora
sudah mencapai 100%, dengan aktivitas anti-TB lemah hingga sedang. Keaktifan
anti-TB yang kurang signifikan pada senyawa sesbagrandiforain A dan B hasil
isolasi pertama, mendorong peneliti untuk merencanakan penelitian lanjutan berupa
modifikasi struktur senyawa hasil isolasi.
Secara garis besar, tahapan penelitian berikutnya dijabarkan sebagai berikut:
1. Modifikasi gugus-gugus fungsi pada senyawa sesbagrandiflorain A hasil isolasi
(khususnya pada gugus hidroksi dan aldehid), seperti metilasi, asetilasi, benzilasi,
N-alkilasi, prenilasi, dan geranilasi. Senyawa-senyawa hasil modifikasi yang
diperoleh kemudian akan dimurnikan secara kristalisasi menggunakan pelarut
yang sesuai atau dilakukan dengan kromatografi kolom. Kemurnian masing-
masing senyawa hasil modifikasi ditentukan melalui penentuan titik leleh dan
secara kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan variasi eluen.

2. ldentifikasi struktur senyawa-senyawa murni hasil modifikasi yang diperoleh
secara fisika dan spektroskopi UV, IR, MS dan NMR.

3. Pengujian bioaktifitas antituberkulosis secara in vitro terhadap senyawa-senyawa
murni hasil modifikasi yang sudah teridentifikasi strukturnya.

Pada tahun pertama dan kedua penelitian masih lebih banyak bertumpu pada
penelitian kimia dalam rangka pencarian dan penemuan senyawa-senyawa murni
(isolat) dari kulit batang S. grandiflora. Namun pada tahun terakhir penelitian,
senyawa-senyawa murni yang telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi akan
dilanjutkan dengan derivatisasi atau modifikasi strukturnya, kemudian akan diuji
bioaktivitasnya sebagai anti-TB. Pada tahun ketiga diharapkan didapatkan senyawa-
senyawa murni hasil modifikasi yang memiliki aktivitas anti-TB yang berpotensi
untuk dikembangkan sebagai agen/obat anti-TB. Rencana tahapan penelitian
berikutnya dapat dilihat pada Tabel 5.
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Tabel 5. Timetable Kegiatan Penelitian

N Jenis Kegiatan Tahun | Tahun 11 Tahun 111

0 1-3 46 79 10- 13 46 79 10- 1-3 46 79 10-
12 12 12

1 Pengambilan sampel

2 Persiapan sampel

3 Ekstraksi

4 Uji Fitokimia

5 Isolasi secara kromatografi _

6 Pemurnian senyawa isolat - e

7 Modifikasi senyawa isolat _

8 Pemurnian senyawa hasil

modifikasi

9

Karakterisasi senyawa

10 Uji anti-TB

11 Laporan dan publikasi

Keterangan: [Jli] : Sudah dilaksanakan
[ : Rencana penelitian berikutnya
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh
kesimpulan sebagai berikut:

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi tiga senyawa 2-arilbenzofuran baru,
dinamakan sesbagrandiflorain C, D, dan E serta satu senyawa alkaloid piperina
yang tidak lazim ditemukan pada keluarga tumbuhan Leguminosae.

2. Keempat senyawa hasil isolasi diperoleh dari fraksi polar ekstrak etil asetat kulit
batang S. grandiflora berbunga putih

3. Kulit batang S. grandiflora dapat digunakan sebagai sumber alami senyawa-
senyawa bioaktif yang dikembangkan dalam berbagai bidang seperti kesehatan,

farmasi, dan industri kecantikan.

7.2. Saran
Dari hasil penelitian ini dapat disarankan sebagai berikut:

1. Penelitian lanjutan perlu dilakukan terhadap ekstrak polar metanol dari kulit
batang dan akar S. grandiflora untuk mendapatkan informasi yang lengkap
tentang kandungan metabolit sekundernya.

2. Modifikasi struktur senyawa hasil isolasi perlu dilakukan untuk mengetahui dan

mempelajari hubungan struktur dan keaktifan.
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1. Introduction

Plants of the family Fabaceae, particularly species of the Papilionoideae subfamily, have been
extensively investigated for their phytochemical and pharmacological properties (Godevac
et al. 2008). Several secondary metabolites have been isolated from members of this family,
including alkaloids, non-protein amino acids, flavonoids, isoflavonoids, coumarins, phenyl-
propanoids, anthraquinones, terpenoids and cyanogenic glycosides (Wink and Mohamed
2003). Among them, isoflavonoids are predominantly found in plants of the Papilionoideae
subfamily (Kirmizibekmez et al. 2015). A large number of new and known isoflavonoids has
been characterised from plants in which the majority of these compounds were isolated
from the Fabaceae (Dewick 2005; Veitch 2007). Isoflavonoids, with their structural diversity,
were reported to possess wide range of biological activities against different strains of bac-
teria, fungi, viruses, plasmodium and various cancer cell lines (Kraft et al. 2001; Lo et al. 2002;
Koysomboon et al. 2006).

Sesbania grandiflora is a member of the Fabaceae family native to tropical Asia, including
India, Malaysia, Indonesia, Myanmar and the Philippines. All parts of S. grandiflora are used
in traditional medicine particularly in south-eastern Asia and India to treat various diseases
including bacterial infections. Generally, the root is applied as a poultice to relieve from
inflammation and fever. Ground root of S. grandiflora var. coccinea mixed with water is applied
externally as a poultice to treat rheumatic swellings. The bark is used as astringent to cure
smallpox. In Philippines, the decoction from the crushed bark is used for the treatment of
ulcers in the mouth and alimentary canal. In Java, the local healers use the crushed bark for
the treatment of thrush and infantile disorders of the stomach, while in Cambodia, the
pounded bark is applied to treat the scabies. The leaves juice is used to treat worms, bilious-
ness, fever, gout, itchiness and leprosy. In Malaysia, the crushed leaves are applied to cure
sprains and bruises. While in Ayurveda, the leaves are employed for the treatment of epileptic
fits and the fruits are used for the treatment of anaemia, bronchitis, fever and tumours. The
leaves and flowers juice is a popular remedy for nasal catarrh and headache, head congestion
or stuffy nose. The flowers juice is dropped into the eyes to correct dim visions (Wagh et al.
2009).

Several studies have been conducted on extracts obtained from S. grandiflora trees (local
name: turi) to provide scientific validation of its properties. The methylene chloride and
methanol extracts of aerial parts of S. grandiflora have shown to have some antifungal activ-
ities (Goun et al. 2003). A subsequent research by Doddola et al. (2008) revealed that the leaf
juice of S. grandiflora exhibits significant antiurolithiatic activity against calcium oxalate-type
stones as well as antioxidant properties. Besides that, Laladhas et al. (2010) had evaluated
the flowers of S. grandiflora in vivo and in vitro using different cancer cell lines, disclosed that
the flowers may serve as a potential anticancer drug candidate. Moreover, the n-hexane
extract of S. grandiflora seeds, which was investigated by Shareef et al. (2012), showed that
it possessed antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and antipyretic activities.

The earliest phytochemical investigations of S. grandiflora were conducted in the 1960s,
and resulted in the isolation of a-5-methyl-5-pentacosanol for the first time from S. grandiflora
leaves (Tiwari and Bajpai 1964). Recently, Pollard et al. (2011) reported the isolation of a
galactomannan from the seeds of S. grandiflora. In addition, Hasan et al. (2012) and Noviany
et al. (2012) obtained and evaluated the antituberculosis activity of several phenolic com-
pounds from the roots of S. grandiflora.
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Nowadays, the discovery of lead compounds for development of new scaffolds of drugs
from plants, has received considerable attention. Based on the explanation above, S. gran-
diflora is one of the potential medicinal plants that can be employed as a source of new
biologically active compounds. Hence, the phytochemical study on this plant is considered
essential. Even though S. grandiflora was extensively studied by other researchers for its
phytopharmacological potential, especially the leaves, flowers and aerial parts of the plant,
no phytochemical studies extensively have been performed on the stem bark of S. grandif-
lora. In terms of finding the lead compounds therefore, in this study, we investigated the
phytochemical constituents of the stem bark of S. grandiflora. The ethyl acetate (EtOAc)
extract of S. grandiflora stem bark was subjected to further analysis, which led to the isolation
of two new 2-arylbenzofurans.

2. Results and discussion

The EtOAc extract of S. grandiflora stem bark contained two compounds, 1 and 2 (structures
are shown in Figure 1), after repeated Column Chromatography (CC) separation.

Sesbagrandiflorain A (Compound 1) was obtained as a needle-like yellow crystal. The UV
spectrum of Compound 1 in MeOH, with )\max at 213, 264, 348 and 363 nm, indicated the
presence of a conjugated system in the isolated structure (Komatsu et al. 1981). The IR absorp-
tion of Compound 1 demonstrated the presence of a hydroxyl group (OH) at 3407 cm™', a
saturated aliphatic carbon group (CH) at 2924 cm™', an aldehyde group (CHO) at 1652 cm™',
and an olefinic group at 1438 cm~". ESI-TOF-MS of Compound 1 revealed a pseudomolecular
ion peak [M — H]* at m/z313.0709, which was consistent with a molecular formula ofC17H14O6.
The structure elucidation of Compound 1 was deduced from detailed analysis of '"H NMR
and "*C NMR spectral data aided by 2D NMR experiments such as "H-'H COSY, HSQC, HMBC
and NOESY.

The 'H NMR spectrum of Compound 1 (Table S1) revealed a set of aromatic proton reso-
nances with an AMX splitting pattern of the A-ring at 0,,6.67 (dd, J=8.4; 2.2 Hz, H-5), 6.71
(d,J=2.2 Hz,H-7) and 7.55 (d, J = 8.4 Hz, H-4), as well as a methoxyl group (OCH,) at 6H 3.88
(s) and one proton of the CHO group at 6H 9.82 (s) on a benzofuran moiety. Another pair of

OCH;

(1) R = OCH;
2)R=H

Figure 1. The structures of the isolated compounds.
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meta-coupled aromatic protons were evident at 6H 6.34 (d, J=2.2 Hz, H-4') and 6.68 (d,
J=2.2Hz,H-6') along with a OCH, group at 6, 3.83 (s), which indicated a 1,2,3,5-tetrasubsti-
tuted benzene in the B-ring. The >*C NMR data showed peaks characteristic of arylbenzofuran
moiety following the signals observed at 6C1 33.8(C-4), 109 (C-5), 100.6 (C-7),98.9 (C-4') and
157.4 (C-6'). Thus, based on the 'H and "*C NMR data (Table S1), Compound 1 was strongly
suggested to be a 2-arylbenzofuran.

Further characterisation of Compound 1 was performed using heteronuclear multiple
bond correlation (HMBC) analysis (Figure S1). The placement of the OCH, and OH groupsin
the A- and B-rings was determined by HMIBC. The long-range correlations between H-OCH,
(A-ring, &, 3.88) and C-6 (6C 160), H-OCH, (B-ring, 6,, 3.83) and C-5' (6C 161.9) and H-OH
(B-ring, 6H 10.21) and C-1' (6C 107.8)/C-4' (6C 98.9) supported the assigned positions for the
OCH, and OH groups in the A and B-rings, respectively. The assignment of the CHO group
at C(3) also was determined by HMBC, which displayed a cross-peak between the CHO group
at C-3 (6, 119.2) and C-1" (6. 107.8). This conclusion was supported by nuclear Overhauser
enhancement (NOE) analysis (Figure S2). In this spectrum, a strong NOE association of
H-C(4)/H-CHO(3); H-C(7)/Me0O-C(6); H-C(4')/MeO-C(5") and H-C(6")/MeO-C(5"), established
the location of the CHO and the OCH, groups, respectively.

From the above spectroscopic analyses, sesbagrandiflorain A was identified as 6-meth-
oxy-2-(2',3'-dihydroxy-5"-methoxyphenyl)-1-benzofuran-3-carbaldehyde (Compound 1).

Sesbagrandiflorain B (Compound 2) was also isolated as a needle-like yellow crystal, and
its molecular formula was determined as C, H,,0, from ESI-TOF-MS, which exhibited [M — H]*
at m/z299.0554. The 'H NMR spectral data of Compounds 1 and 2 displayed the same sub-
stitution-pattern signals of the 2-arylbenzofuran skeleton except for the hydroxyl group at
C-6 on the A-ring. Similar features shown by Compounds 1 and 2 was also supported by
comparison of their 3C NMR spectral data (Table S1). The assignment of the OH group was
afforded from the results of HMBC analysis (correlations: HO-C(6)/C(6); H-C(5)/C(6); and
H-C(4)/C(6)) and nuclear Overhauser enhancement (NOE) spectroscopy data (NOE associ-
ations: H-C(7)/HO-C(6)). The HMBC correlation and the NOE associations of Compound 2
are shown in Figure S3 and S4, respectively.

Compound 2 displayed very similar one- and two-dimensional NMR profiles to those of
Compound 1.The only difference was that Compound 1 had a OCH, group attached at C-6
(A-ring) rather than the OH group found in Compound 2 at the same position. Therefore,
Compound 2 was characterised as 6-hydroxy-2-(2’,3’-dihydroxy-5"-methoxyphenyl)-1-ben-
zofuran-3-carbaldehyde (sesbagrandiflorain B). This type of 2-arylbenzofuran compound
was isolated previously by Tanaka et al. (2004) from the roots of Erythrina variegata. This is
the first report of the occurrence of 2-arylbenzofurans in the stem bark of S. grandifiora.

3. Experimental
3.1. General methods

Thin-layer chromatography (TLC) was conducted on pre-coated silica gel 60 GF,,, plates
(Merck, Darmstadt, Germany) with an absorbent thickness of 0.25 mm sprayed with Ce(SO,),
solution for spot visualisation. In addition, preparative TLC was performed on square glass

plates with a side length of 0.2 m coated with 0.5 mm Kieselgel F,,, (Merck), which were
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air-dried and used without prior activation. Column chromatography (CC) was performed
on silica gel (Kieselgel 60, 70-230 mesh ASTM; Merck).

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded for specimens dissolved in
acetone-ds, with tetramethylsilane as an internal standard, using 500 MHz ("H) and 125 MHz
(*C) spectrometers (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Electrospray ionisation
time-of-flight mass spectrometry (ESI-TOF-MS) was performed using a micrOTOF-Q II™ mass
spectrometer (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA). Potassium bromide-type infrared
(IR) spectra were recorded using a Nicolet Avatar 360 spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Finally, ultraviolet (UV) spectra were recorded using a UV-Vis Cary 100
spectrophotometer (Agilent Technologies).

3.2. Plant material

Samples of the stem bark of S. grandiflora were collected on June 2015 in Labuhan Ratu,
Bandar Lampung, Indonesia. The identity of the plant specimens (No. N-IV) was confirmed
at the Herbarium Bogoriense, Research Centre for Biology, Indonesian Institute of Sciences,
Bogor, Indonesia. A voucher specimen was deposited at the herbarium.

3.3. Extraction and isolation

Air-dried and powdered samples of the stem bark of S. grandiflora (1.5 kg) were extracted
exhaustively with n-hexane, EtOAc and 90% aqueous methanol (MeOH) sequentially at room
temperature. Extraction was repeated three times, and the extracts were filtered and evap-
orated using a rotary vacuum evaporator at 40°C. The masses of the n-hexane, EtOAc and
MeOH extracts obtained were 15, 60 and 53 g, respectively. The EtOAc extract was selected
for further analysis. The EtOAc extract was fractionated by silica-gel vacuum liquid chroma-
tography and eluted with EtOAc:n-hexane with a volume ratio ranging from 0-100%, yielding
nine major fractions (Fr.), Fr. E1-E9. Fr. E7 (237 mg) was further fractionated by CC on silica
gel, and eluted with an acetone:n-hexane (2:98-65;35 v/v) gradient to yield 87 sub-fractions
(Fr.E7.1-E7.87). Ayellow crystal (Compound 1) was obtained from sub-fractions Fr. E7.38-E7.52
after recrystallisation with acetone:n-hexane (3:7 v/v). The total amount of Compound 1
obtained was 5.2 mg. The fractionation of Fr. E3 (325 mg) was performed in the same way,
using the eluent of an acetone:n-hexane (5:95-4;60 v/v) gradient to yield 42 sub-fractions.
The fractions were examined by TLC, and those with identical profiles were combined to
give three major sub-fractions (Fr. E3.7-E3.3). Fr. E3.2 (38 mg) was further purified by prepara-
tive TLC (plates: 20 x 7 x 0.5 mm) using an acetone:n-hexane (3:7 v/v) gradient to provide
Compound 2 (4.9 mg).

3.3.1. Sesbagrandiflorain A (1): 6-methoxy-2-(2',3'-dihydroxy-5"-methoxyphenyl)-1-
benzofuran-3-carbaldehyde

C,,H..0, needle-like yellow crystal, IR (KBr) Vi cm~'3407,2924,1652, 1438, m.p.215-216°C,
UV (methanol) A 213,264,348, 363, ESI-TOF-MS m/z313.0709 [M — H]*, calculated 313.0718,
'"HNMR (Acetone-d,) 3.83 (1H, s, H-OCH,), 3.88 (1H, s, H-OCH,), 6.34 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-4),
6.67 (1H,dd, J=2.2,8.4 Hz,H-5),6.68 (1H, d, J = 2.2 Hz,H-6"),6.71 (1H, d, J = 2.2 Hz,H-7), 7.55
(1H,d, J = 8.4 Hz, H-4), 9.82 (1H, s, H-CHO), 10.21 (1H, 5, H-OH), *C NMR (Acetone-d,): 56.1
(C-OCH,), 56.2(C-OCH,), 88.5 (C-6'), 98.9 (C-4), 100.6 (C-7), 107.8 (C-1'), 109.0 (C-5), 109.3
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(C-9), 119.2 (C-3), 133.8 (C-4), 152.8 (C-3'), 157.4 (C-2'), 160.0 (C-6), 162.0 (C-5'), 162.9 (C-8),
164.4 (C-2), 191.1 (CHO) (Table S1).

3.3.2. Sesbagrandiflorain B (2): 6-hydroxy-2-(2',3'-dihydroxy-5"-methoxyphenyl)-1-
benzofuran-3-carbaldehyde

C,6H.,0¢ needle-like yellow crystal, IR (KBr) Vo cm™' 3461, 1640, m.p. 172-173°C, UV (meth-
anol)A 215,265,348, 368; ESI-TOF-MS m/z299.0554 [M — H]*, calculated 299.0561, THNMR
(Acetone-d,) 3.83 (1H, s, H-OCH,), 6.34 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-4'), 6.61 (1H, dd, J= 2.2, 8.4 Hz,
H-5),6.64 (1H,d,J=2.2 Hz,H-7),6.67 (1H,d, J = 2.2 Hz,H-6'),7.53 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-4),9.23
(1H,s,H-OH),9.42 (1H,s,H-0H), 9.97 (1H, 5, H-CHO), 10.26 (1H, s, H-OH), *CNMR (Acetone-d,):
56.1 (C-OCH,), 88.5 (C-6'), 98.8 (C-4'), 104.2 (C-7), 107.9 (C-1'), 108.3 (C-9), 109.2 (C-5), 118.7
(C-3), 133.5 (C-4), 152.8 (C-3'), 157.3 (C-2'), 157.9 (C-6), 161.9 (C-5), 162.5 (C-8), 164.7 (C-2),
191.3 (CHO) (Table S1).

4. Conclusions

In this study, two new 2-arylbenzofuran compounds, namely sesbagrandiflorain A and B,
were obtained from the EtOAc extract of S. grandiflora stem bark. These compounds are
reportedly present in the genus Sesbania and other members of the family Fabaceae. The
bioactivity of both isolated compounds remains under investigation. Our findings expand
our understanding of the natural constituents of the Fabaceae and, in particular, the
Papilionoideae genera.
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Abstract

Three new 2-arylbenzofurans, namely sesbagrandiflorains C (1), D (2) and E (3), together
with two known compounds, sesbagrandiflorains A (4) and B (5), have been isolated from
the stem bark of Sesbania grandiflora (L.) Pers. The chemical structures of compounds 1, 2,
and 3 were determined by UV, IR, MS, and NMR spectroscopic techniques. None of the
compounds showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli in an agar
diffusion assay. However, sesbagrandiflorains A (4) and B (5) exhibited moderate activity
against Mycobacterium tuberculosis H37Rv, with MIC values of 200 and 12.5 ug/ml. In
addition, compounds 1 — 5 have moderate cytotoxicity against HeLa, HepG2, and MCF-7

cell lines.

Keywords: herbal medicine, natural product, 2-arylbenzofuran, sesbagrandiflorain,

Sesbania grandiflora.



Introduction

The Fabaceae is the third largest and one of the most economically important families of
flowering plants. Many fabaceous plants, particularly those from the subfamily
Papilionoideae, are frequently used as traditional herbal medicines. These plants have a
significant history of medicinal use for the treatment of disorders such as diabetes, cough,
urinary disease, eye disease, lung disease, toothache, fever, dysentery and different kinds of
infections [1-4]. Previous phytochemical examinations of fabaceous plants indicated the
presence of alkaloids, non-proteinogenic amino acids, flavonoids, isoflavonoids, coumarins,
phenylpropanoids, anthraquinones, terpenoids, and cyanogenic glycosides [5-8]. Among
them, isoflavonoids are predominantly found in plants of the Papilionoideae subfamily [9].
Isoflavonoids provide a wide range of functions, for instance, as antimicrobial, anti-
insecticidal, and allelopathic agents [10].

Sesbania grandiflora is a member of the Papilionoideae subfamily native to tropical Asia
such as India, Malaysia, Indonesia, Myanmar, and the Philippines. Different parts of the plant
have been used in traditional medicine to treat anemia, bronchitis, fever, and tumors [11]. The
earliest phytochemical investigations of S. grandiflora were conducted in the 1960s, and
resulted in the isolation of a-5-methyl-5-pentacosanol for the first time from S. grandifliora
leaves [12]. Pollard et al. [13] reported the isolation of a galactomannan from the seeds of S.
grandiflora. In addition, Hasan et al. [14] and Noviany et al. [15] obtained and evaluated the
antituberculosis activity of several phenolic compounds from the roots of S. grandiflora.
Recently, we reported the isolation of two new 2-arylbenzofurans, sesbagrandiflorains A (4)
and B (5), from the stem bark of S. grandiflora [16]. In our continuing search for new lead
compounds from plants, we further investigated the phytochemical constituents of the stem
bark of S. grandiflora and determined their biological activities. We report herein the

isolation and chemical characterization of three new 2-arylbenzofurans, sesbagrandiflorains C



(1) D (2), and E (3) from the EtOAc extract of S. grandiflora stem bark. Furthermore, we
determined the antituberculosis activity of the major compounds sesbagrandiflorains A (4)

and B (5), and the cytotoxicity of 1 — 5.

Results and Discussion
Stem bark of S. grandiflora, collected from Sumberdadi Village, Pringsewu, Bandar
Lampung, Indonesia, was extracted exhaustively with n-hexane, EtOAc, and 90% aqueous
MeOH sequentially at room temperature. Repeated silica gel column chromatography of the
EtOAc extract afforded a single spot on TLC, which gave high quality 1D and 2D NMR
spectra (Figures S1 — S4). Analysis of the NMR data showed two sets of resonances similar
to those reported previously for sesbagrandiflorain A with equal intensities, suggesting a
possibility of a dimer compound. However, high-resolution (+)-ESI-MS analysis of the
compound showed signals corresponding to sesbagrandiflorain “monomers”, indicating that
the sample contained two equal amounts of closely related sesbagrandiflorain analogs.
Further purification using high-performance liquid chromatography (HPLC) provided two
new 2-arylbenzofurans, sesbagrandiflorains C (1) and D (2).

Sesbagrandiflorain C (1) was obtained as a yellowish solid and the molecular formula
was determined as C;7H40¢ (m/z 315.08765 [M+H]") by HR-TOF-MS analysis. The 'H
NMR spectrum of 1 showed close similarity to that of sesbagrandiflorain A (4) including a
unique aldehyde proton at 10 ppm. However, compound 1 lacks the two aromatic proton
resonances with J values of ~2 Hz (typical for meta aromatic protons) found in 4. Instead,
compound 1 has two additional aromatic proton resonances (dy 6.87 and 7.10 ppm) with J
values of 8.0 Hz, indicating different positions of aromatic substitutions in 1. °C and DEPT-
135 spectra of 1 showed the presence of two methyl carbons, five sp2 aromatic ring carbons,

nine oxygenated/non-oxygenated quaternary carbons and a carbonyl carbon (6 186.8).



Detailed analysis of 2D NMR data [HSQC and HMBC (Figure 2)] revealed that the A and B

rings of 1 are identical to those in 4, whereas the C ring is different (Figure 1). Based on the

1D and 2D NMR data, the chemical structure of 1 was determined as shown in Figure 1.

Sesbagrandiflorain C (1) R' = R = H; R2 = OH
Sesbagrandiflorain D (2) R' = R = OH; R® = H
Sesbagrandiflorain E (3) R' = R2 = H; R® = OCHj,4

RO

H oM
Sesbagrandiflorain A (4) R
Sesbagrandiflorain B (5) R

OCHj

0
I

0 OH

CHz
H

Figure 1. Chemical structures of compounds 1 —5.

Table 1. 'H nuclear magnetic resonance data for compounds 1, 2 and 3

. No atom 1? 2° 3?
Rlllg C 5 ( . b . b . b
u (ppm); J (Hz) du (ppm); J (Hz) du (ppm); J (Hz)
A 4 8.04 (d, J=8.5) - 7.50 (d, J=8.5)
5 7.03 (dd, J=8.5 & 2.0) 6.73 (d, J=2.0) 6.68 (dd, J= 8.5 & 2.0)
6 - - -
7 7.23(d, J=2.0) 6.37 (d, J=2.0) 6.78 (d, J=2.0)
8 - - -
9 - - -
MeO-C 3.91 (s) 3.86 (s) 3.87 (s)
B 1 - - -
2’ - - -
3 - - 7.65 (s)
4’ - - -
5 6.87 (d, J=8.0) 6.88 (d, J=17.0) -
6’ 7.10 (d, J=8.0) 7.13 (d, J=17.0) 7.25(s)
C 2 - - -
3 - - -
MeO-C 3.73 (s) 3.76 (s) 3.90 (s)
MeO-C - - 3.91 (s)
HO - 10.18 (s) -
CHO 10.05 (s) 9.83 (s) 10.03 (s)




*'H NMR (500 MHz); measured in acetone-d,
® Multiplicity of signals is given in parentheses: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublet; coupling constants
(apparent splittings) are reported as numerical values in Hz.

Sesbagrandiflorain D (2) was obtained as a yellowish solid and the molecular formula
was determined to be C17H ;407 (m/z 331.08261 [M+H]"), indicating an additional hydroxyl
substitution in 2. This is consistent with the "H NMR spectrum of 2, in which only four
aromatic protons are presence as opposed to five protons in 1. °C and DEPT-135 spectra of 2
showed the presence of two methyl carbons, four sp2 aromatic ring carbons, ten
oxygenated/non-oxygenated quaternary carbons and a carbonyl (6 190.3 ppm). Further
detailed analysis of 2D NMR (HSQC and HMBC) data for 2 (Figure 2) revealed that 2 is a

hydroxylated analog of 1 and the substitution is located at the C-4 position (Figure 1).

From another fraction of the EtOAc extract, we also isolated a new 2-arylbenzofuran
compound, sesbagrandiflorain E (3), using a combination of SiO, column chromatography
and reversed-phase HPLC. Sesbagrandiflorain E (3) was obtained as a colorless solid. HR-
TOF-MS analysis of 3 revealed a molecular formula of C sH;606 (m/z 329.10330 [M+H]"),
one carbon more than 1 or 2. 'H and >C NMR spectra of 3 showed the presence of an
additional methoxy group in 3. 1D and 2D NMR data for 3 indicate that the compound has a
similar A-ring system as in 1 and 4, however, it adopts a different C-ring substitution system

than the other compounds.



Table 2. °C nuclear magnetic resonance data for compounds 1, 2 and 3

. NO la Za 3b
Ring

atomC 3 .(ppm) d.(ppm) 3.(ppm)

A 4 122.0 156.6 132.5

5 113.2 87.7 108.0

6 159.0 161.3 159.0

7 95.7 98.1 99.7

8 155.5 152.1 161.8

9 118.3 106.9 108.9

OCHj3; 55.2 553 55.2

B 1’ 113.6 113.2 117.3

2’ 149.5 149.9 149.1

3’ 138.8 138.8 103.3

4’ 147.1 146.9 148.0

5 111.6 111.7 149.0

6 122.1 122.2 95.4

C 2 162.9 163.8 162.5

3 117.1 118.4 117.1

OCHj3; 60.4 60.6 61.4

CHO 186.8 190.3 186.9

*BCNMR (125 MHz); ® °C NMR (700 MHz)
measured in acetone-ds.

Figure 2. HMBC correlations of compounds 1 — 3.

Together with the known compounds 4 and 5, compounds 1 — 3 were tested for their

antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium



smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli using an agar diffusion assay.
However, none of them showed any activity in this assay. The relatively abundant
compound 4 and 5 were then evaluated for their antituberculosis activity against M.
tuberculosis H37Rv by tetrazolium micro-plate assay (TEMA) [14]. The results showed
that compounds 4 and 5 have moderate activity against M. tuberculosis with minimum
inhibition concentration (MIC) values of 200 and 12.5 pg/ml, respectively. The greater
activity of compound 5 compared to compound 4 suggests that a free hydroxy group at C-6
is important for their activity. However, a more detailed structure-activity relationship
study is required to provide better understanding of their anti-TB activity. Additionally,
compounds 1 — 5 were tested for their cytotoxicity against cancer cell lines HeLa (cervical
adenocarcinoma), HepG2 (liver carcinoma), and MCF-7 (mammary adenocarcinoma). The
results showed that 1 — 5 have moderate cytotoxicity against two or more of the tested
cancer cell lines (Table 3). Our findings expand our understanding of the natural
constituents of S. grandiflora, and possibly other fabaceous plants, and their biological

activities.

Table 3. Cytotoxicity of compounds 1 — 5 against cancer cell lines

CCso (uM)
Compound —  HepG2  MCF-7
1 >100 8.25 35.1
2 31.5 25.4 10.2
3 315 >100 9.0
4 31.3 30.8 0.65
5 30.5 313 21.3




Experimental Section
General methods

Thin-layer chromatography (TLC) was conducted on pre-coated silica gel 60 GF,s4 plates
(Merck, Darmstadt, Germany) with an absorbent thickness of 0.25 mm sprayed with
Ce(SO4), solution for spot visualization. Preparative TLC was performed on square glass
plates with a side length of 0.2 m coated with 0.5 mm Kieselgel F,s4 (Merck), which were
air-dried and used without prior activation. Column chromatography (CC) was performed
on silica gel (Kieselgel 60, 70-230 mesh ASTM; Merck). HPLC was performed using a
Shimadzu dual LC-20AD solvent delivery system with a Shimadzu SPD-M20A UV/vis
photodiode array detector. Nuclear magnetic resonance (‘"H NMR and >C NMR) spectra
were recorded in acetone-ds, with tetramethylsilane as an internal standard, on an Agilent
500 MHz spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) or Bruker
Avance III 700 MHz spectrometer equipped with a 5 mm "“C cryogenic probe or a Bruker
500 MHz spectrometer. High-resolution ESI mass spectrometry was performed in positive
ion mode on a 6230 TOF mass spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Potassium bromide-type infrared (IR) spectra were recorded using a Nicolet IR100 FT-IR
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Finally, ultraviolet

(UV) spectra were recorded using an Eppendorf BioSpectrometer® kinetic instrument.

Plant material
Samples of the stem bark of S. grandiflora were collected on 27 November 2016 from

Sumberdadi Village, Pringsewu, Bandar Lampung, Indonesia. The identity of the plant



specimens (No. N-V) was confirmed at the Herbarium Bogoriense, Research Centre for
Biology, Indonesian Institute of Sciences, Bogor, Indonesia. A voucher specimen was

deposited at the herbarium.

Extraction and isolation

The experiment was carried out following the method that has been described in our
previous study [16]. Briefly, air-dried and powdered samples of the stem bark of S.
grandiflora (3.0 kg) were extracted exhaustively with n-hexane, EtOAc, and 90% aqueous
methanol (MeOH) sequentially at room temperature. The masses of the n-hexane, EtOAc,
and MeOH extracts afforded were 25, 40, and 120 g, respectively. The EtOAc extract was
fractionated by silica-gel vacuum liquid chromatography (VLC) and eluted with n-hexane—
EtOAc with a volume ratio ranging from 100% n-hexane to 100% EtOAc, yielding five
major fractions (Fr.), Fr. E1I-E5. Fr. E4 (9.5 g) was fractionated repeatedly by VLC on
silica gel by the same way, to yield nine major sub-fractions (Fr. E4.1-E4.9). A yellow
crystal (Compound 4) was obtained from sub-fractions Fr. E4.6 after repeated fractionated
by VLC and CC on silica gel with n-hexane—acetone (23:2 v/v). The total amount of
Compound 4 obtained was 230 mg. The fractionation of Fr. E4.7 (1.0 g) was separated by
silica-gel CC using n-hexane—EtOAc (19:1-1:1 v/v) as eluent, yielding 48 sub-fractions.
The fractions were monitored by TLC, and those with identical profiles were combined to
give six major sub-fractions (Fr. E4.7.1-E4.7.6). Fr. E4.7.3 (134 mg), Fr. E4.7.4 (209 mg)
and Fr. E4.7.5 (169 mg) were further purified separately by CC using the same eluent
system of an n-hexane—acetone (19:1-1:1 v/v) gradient, afforded 25 (E4.7.3.1-E4.7.3.25),

32 (E4.7.4.1- E4.7.4.32) and 28 (E4.7.5.1-E4.7.5.28) sub-fractions, respectively. A mixture
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of compounds 1 and 2 were obtained as yellow solid (amorph) from sub-fractions E4.7.3.23
(8.5 mg) and Fr. E4.7.4.20-E4.7.4.30 (39 mg), while compound 5 was produced as yellow
crystal from sub-fractions Fr. E4.7.5.21- E4.7.5.22 (5 mg) after kept for few days in room
temperature. Compounds 1 and 2 obtained from sub-fractions E4.7.3.23 (8.5 mg) were
further purified from the mixture by RP HPLC using gradient 5-100% MeOH in H,O for 70
min; 3 ml/min) to yield compound 1 (2.0 mg) and compound 2 (5.5 mg).

Fraction E4.8 (1.4 g) was separated by silica-gel CC using n-hexane—acetone (19:1
— 1:1 v/v) gradient as eluent, afforded 32 sub-fractions (E4.8.1- E4.8.32). Sub-fractions
E4.8.19 - E4.8.21 were combined based on the TLC profile and further purified by RP

HPLC (isocratic 60% MeOH in H,O for 75 min; 3 ml/min) to afford compound 3 (4.5 mg).

Sesbagrandiflorain C (1)

Obtained as yellowish solid, IR (KBr) vpax cm ! 3397, 2927, 1654, 1498, 1193, 1142; UV
(MeOH) Amax (nm) (g) 206 (9370), 240 (4970), 341 (2720); ESI-TOF-MS m/z 315.08765
[M+H]", calculated for C;7H;506 for 315.08631; 'H NMR and ">C NMR (acetone-ds) can

be seen in Tables 1 and 2.

Sesbagrandiflorain D (2)

Obtained as yellowish solid, IR (KBr) vimax cm™ ' 3397, 3218, 2943, 1601, 1499, 1192, 1145;
UV (MeOH) Amax (nm) (g) 216 (7190), 266 (3320), 359 (1610); ESI-TOF-MS m/z
331.08261 [M+H]", calculated for C;7H;s0; for 331.08233; 'H NMR and “C NMR

(acetone-ds) can be seen in Tables 1 and 2.
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Sesbagrandiflorain E (3)

Obtained as colorless solid, IR (KBr) v,y cm ' 3489, 2922, 1684, 1204; UV (MeOH) Amax
(nm) (¢) 211 (7470), 248 (4120), 288 (2080), 350 (2470). ESI-TOF-MS m/z 329.10330
[M+H]", calculated for C;sH,706 for 329.10196; 'H NMR and ">C NMR (acetone-ds) can

be seen in Tables 1 and 2.

Antibacterial Activity Assay. Agar disc diffusion assay was used to test the activity of the
EtOAc extract. Five different bacteria, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis, and Escherichia coli were used. The
EtOAc extract was dissolved in MeOH to a concentration of 10 mg/ml. The positive control
for this experiment was either ampicillin (for S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, and E.
coli) or apramycin (for M. smegmatis). Both the extract and the positive control (10 pl
each) were loaded onto sterile diffusion discs and left to dry for 20 min. For S. aureus, B.
subtilis, P. aeruginosa, and M. smegmatis, the agar plates were prepared by adding a layer
of bacterial infused YMG soft agar to an YMG plate and left to solidify. The bacterial
infused YMG soft agar was prepared by growing each of the bacteria in separate 15 ml
falcon tubes with liquid YMG medium for two days and mixed it with warm YMG agar.
The paper discs, impregnated with the extract and the positive control, were placed onto
each plates using antiseptic techniques. All plates were incubated for 24 h at 30 °C. For E.
coli, all procedures mentioned above were done using Luria-Bertani (LB) medium instead

of YMG. In addition, the E. coli plates and liquid cultures were incubated at 37 °C. After

12



24 hours of incubation, the plates were stained with MTT (1 mg/ml in de-ionized water) to

enhance the contrast of the inhibition zones to the bacterial growth.

Antituberculosis assay

The M. tuberculosis inoculum was prepared from a log phase culture in Middle brook 7H9
broth (Difco, USA) supplemented with albumin, dextrose, and catalase (ADC) and its
turbidity was adjusted to McFarland standard no. 1 [approximately 3 x 107 colony forming
unit (CFU)/ml]. The bacterial suspension was then further diluted 1:20 in Middle brook
7H9 broth supplemented with OADC (oleic acid, albumin, dextrose and catalase). The
antituberculosis activity was performed by a colorimetric tetrazolium micro-plate assay
(TEMA) with minor modification. First, sterile distilled water (200.0 pl) was added to all
outer wells of a sterile 96-well micro plate. One hundred micro litre of Middle brook 7H9
broth supplemented with OADC was added into the wells in columns B to G, rows 3 to 11.
Then, 100 pL of each compound’s working solution (200.0 pg/ml) was added in triplicate
into the wells in columns 2 and 3. The solutions were then serially diluted with
multichannel pipette from wells 3 to 4 until wells 10 with the concentration ranging from
200.0 to 39.1 x 10 pg/ml. 100 ul of M. tuberculosis inoculum was added into the wells in
columns B to G, rows 2 to 11. The wells in column 11 served as inoculum-growth controls
with no tested compounds. Isoniazid, a standard drug for tuberculosis was used as a
positive control. The microtiter plates were then sealed with parafilm and incubated at 37
°C in 8% -carbon dioxide for 5 days. On day 5, 50 pl of tetrazolium-tween 80 mixtures (1.5

ml of Img/ml MTT in absolute ethanol and 1.5 ml of 10% Tween-80) was added into well
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B11 and incubated again for 24 hours. If well B2 turned purple, the reagent mixture was

added into all wells and minimum inhibitory concentration (MIC) were recorded.

Cytotoxicity Assay

Cytotoxicity assay was performed based on a method described by O’Brien [17]. HepG2,
MCF-7, and HeLa cells were maintained in culture in Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM, ATCC, cat # 30-2003) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Heat
Inactivated, Gibco, cat # 10082-147) at 37 °C and 5% CO,. Cells were dispensed into
black, clear bottom, 384-well plates 24 h prior to compound treatment. One column in each
plate did not receive cells to serve as a low-signal controls. Compounds dissolved in
DMSO were added with the D300 digital dispenser (HP) as a 12-point, half-log titration
series in triplicate. Sixteen wells in each plate were left untreated to serve as high-signal
controls. DMSO was normalized to 0.5% in every well. After 48 h at 37 °C and 5% CO,, a
solution of resazurin (Acros, cat # 189900050) in PBS was added to every well to a final
concentration of 44 uM. After 4-6 h at 37 °C and 5% CO,, fluorescence was measured with

the microplate reader (Synergy 4, Biotek).
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International Conference on Natural Products 2018, 19-21 March 2018, Penang

Isolation and Structure Elucidation of A New Naturally Isolated Compound from
Sesbania grandiflora

Noviany™, Sutopo Hadi', Muhammad Aziz?

'Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, University of Lampung,
Bandar Lampung, 35145, Indonesia
?Institute of Innovative Research, Tokyo Institute of Technology, 2-12-1 Ookayama, Meguro-ku,
Tokyo 152-8550, Japan

*Corresponding author: noviany@fmipa.unila.ac.id

This study aimed to isolate and purify the secondary metabolites from the ethyl acetate
extract of Sesbania grandiflora stem barks. In a previous study, we isolated a new natural
occurring binaphtol compound from the root of S. grandiflora for the first time. As part of
our continuing investigations, we report the isolation and identification of another new
phenolic compound obtained from the stem bark of S. grandiflora. The structure elucidation
of the purified compound was performed using one- and two-dimensional nuclear magnetic
resonance, ultraviolet and infrared spectroscopy, and electrospray ionization time-of-flight
mass spectrometry. To the best of our knowledge, the isolated compound was identified as a
new natural occurring phenolic compound isolated from the Leguminosae plant for the first
time, particularly from S. grandiflora.

Keywords: new naturally isolated; phenolic compound; Sesbania grandiflora; structure
elucidation
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A New Naturally Biisoflavonoid Compound Isolated from Sesbania grandiflora

Noviany?, Sutopo Hadi', Neny Purwitasari?, and Hasnah Osman®

'Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, University of
Lampung, Bandar Lampung, 35145, Indonesia

2 Department of Pharmacognosy and Phytochemistry, Faculty of Pharmacy,
University of Airlangga, Surabaya,60286, Indonesia

3School of Chemical Sciences, Universiti Sains Malaysia, Minden 11800, Penang, Malaysia

*Corresponding author: noviany@fmipa.unila.ac.id

Some new naturally phenolic compounds have been successfully isolated from the ethyl acetate
extract of Sesbania grandiflora roots and stem barks. In our previous paper, we isolated a new
naturally occurring binaphtol compound from the root of S. grandiflora, as well as an
arylbenzofurans type from the stembarks of the same plant. We report herein, another new
phenolic constituent from the ethyl acetate extract of S. grandiflora root, identified as 3,4-trans-
4-[(3S)-7,2’-dihydroxy-4’-methoxyisoflavan-6-yl]-7,2’-dihydroxy-4’-methoxyisoflavan. This
compound was found for the first time as a new naturally biisoflavonoid with (4 —»6) inter-
isoflavanyl linkage from the Leguminosae plant, particularly from S. grandiflora.

Keywords: biisoflavonoid, phenolic compound; Sesbania grandiflora
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A New Naturally Biisoflavonoid Compound Isolated from Sesbania grandiflora

Noviany™, Sutopo Hadi', Neny Purwitasari’ and Hasnah Osman®

'Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, University of Lampung,
Bandar Lampung, 35145, Indonesia
? Department of Pharmacognosy and Phytochemistry, Faculty of Pharmacy,
University of Airlangga, Surabaya,60286, Indonesia
3school of Chemical Sciences, Universiti Sains Malaysia, Minden 11800, Penang, Malaysia

*Corresponding author: noviany@fmipa.unila.ac.id

Some new naturally phenolic compounds have been successfully isolated from the ethyl
acetate extract of Sesbania grandiflora roots and stem barks. In our previous paper, we
isolated a new naturally occurring binaphtol compound from the root of S. grandiflora, as
well as an arylbenzofurans type from the stembarks of the same plant. We report herein,
another new phenolic constituent from the ethyl acetate extract of S. grandiflora root,
identified as 3,4-trans-4-[(3S)-7,2’-dihydroxy-4’-methoxyisoflavan-6-yl]-7,2’-dihydroxy-4’-
methoxyisoflavan. This compound was found for the first time as a new naturally

biisoflavonoid with (4 —6) inter-isoflavanyl linkage from the Leguminosae plant, particularly
from S. grandiflora.

Keywords: biisoflavonoid, phenolic compound; Sesbania grandiflora


mailto:noviany@fmipa.unila.ac.id

LAMPIRAN 5.
PURWARUPA



Kristal senyawa N3

Padatan senyawa N4



LAMPIRAN 6.

BUKTI STATUS TERKINI
DRAFT PATEN SEDERHANA



——

R P D L R I T T —

DIREKTORAT JENDERAL KEKAYAAN INTELEKTUAL
JI. H.R. Rasuna Said Kav 8-9, Kuningan, Jakarta Selatan, 12940
Telepon: (021) 57905611 Faksimili: (021) 57905611

PENGAYOMAN Laman: http://www.dgip.go.id Surel: dopatent@dgip.go.id
Nomor : HKI.3-H1.05.01.02.P00201708879 Jakarta, 14 Desember 2017
Lampiran : 1 (satu) berkas

Hal Pemberitahuan Persyaratan Formalitas Telah Dipenuhi

Yth. LPPM Unila

JI. Soemantri Brojonegoro No. 1
Gedong Meneng Rajabasa
Bandar Lampung 35145

Dengan ini diberitahukan bahwa Permohonan Paten:

(21)
(71)
(54)

(30)
(74)
(22)

Tanggal Pengajuan : 11 Desember 2017

Nomor Permohonan ;. P00201708879

Pemohon : LPPM Unila

Judul Invensi . METODE CEPAT PEMISAHAN DAN PEMURNIAN KOMPONEN UTAMA DARI
EKSTRAK ETILASETAT KULIT BATANG TUMBUHAN TURI (Sesbania grandiflora
(L) Pers)

Data Prioritas
Konsultan HKI ;
Tanggal Penerimaan . 11 Desember 2017

telah melewati tanap pemeriksaan formalitas dan semua persyaratan formalitas telah dipenuhi. Untuk itu akan dilakukan:

%

Pengumuman, segera 7 (tujuh) hari setelah 18 (delapan belas) bulan sejak tanggal penerimaan atau tanggal
prioritas dalam hal Paten Biasa (Pasal 46 UU No 13 Tahun 2016); atau segera 7 (tujuh) hari setelah 3 (tiga) bulan
sejak tanggal penerimaan atau tanggal prioritas, dalam hal Paten Sederhana (Pasal 123 UU No 13 Tahun 2016).
Pemeriksaan Substantif segera setelah masa publikasi selesai dan pemohon telah mengajukan permohonan
pemeriksaan substantif (Pasal 51 UU No 13 Tahun 2016).

Selain itu hal-hal yang perlu diperhatikan adalah sebagai berikut:

1.

Permohonan pemeriksaan substantif diajukan selambat-lambatnya 36 (tiga puluh enam) bulan sejak tanggal
penerimaan untuk permohonan paten biasa dan selambat-lambatnya 6 (enam) bulan sejak tanggal penerimaan
untuk permohonan paten sederhana, dengan disertai biaya sesuai yang tercantum pada PP No. 45 Tahun 2016.
Tidak diajukan permohonan pemeriksaan substantif dalam jangka waktu yang ditentukan tersebut akan
mengakibatkan permohonan paten ini dianggap ditarik kembali.

Harap melakukan pembayaran kelebihan 0 buah klaim (@50.000) sebesar Rp. 0.

Pembayaran tambahan biaya akibat kelebihanjumlah klaim, dilakukan selambat-lambatnya pada saat pengajuan
pemeriksaan substantif. Apabila tambahan biaya tidak dibayarkan dalam jangka waktu sebagaimana dimaksud
maka kelebinan jumiah kiaim dianggap ditarik kembali (Pasal 28 ayat 2 dan 3 PP 34 Tahun 1991).

Jumlah halaman deskripsi yang terbayar halaman (Bila halaman deskripsi lebih dari 30).

a.n. Direktur Paten, Desain Tata Letak
Sirkuit Terpadu dan Rahasia Dagang
Kasubdit Permohonan dan Publikasi,

o N
r'—éff‘;. - e
00-2017-312700 _~Ir. Arif Syamsudin, S.H., M.Si.

" NIP. 196303021987111001

Tembusan:
Direktur Jenderal Kekayaan Intelektual.

Form HKI'3/003/2016
14 Desember 2017



Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




%

Dipindai dengan CamScanner




Dipindai dengan CamScanner




Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat Direktorat Jenderal Riset dan Pengembangan
Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi
Gedung BPPT Il Lantai 19, JI. MH. Thamrin No. 8 Jakarta Pusat

RISTEKDIKTI

http://simlitabmas.ristekdikti.go.id/

PROTEKSI ISI LAPORAN AKHIR PENELITIAN
Dilarang menyalin, menyimpan, memperbanyak sebagian atau seluruh isi laporan ini dalam bentuk apapun
kecuali oleh peneliti dan pengelola administrasi penelitian

LAPORAN AKHIR PENELITIAN TAHUN TUNGGAL

ID Proposal: 95851bc1-0011-4f79-87fc-fcecc695f29b
Laporan Akhir Penelitian: tahun ke-3 dari 3 tahun

1. IDENTITAS PENELITIAN
A. JUDUL PENELITIAN

Pemanfaatan Senyawa-Senyawa Bioaktif dari Tumbuhan Turi (Sesbania grandiflora) yang Berpotensi
Sebagai Agen Antituberkulosis

B. BIDANG, TEMA, TOPIK, DAN RUMPUN BIDANG ILMU

Bidang Fokus RIRN / Bidang . .
Unggulan Perguruan Tinggi Tema Topik (jika ada) Rumpun Bidang limu
Pengembangan
obat tradisional
Teknologi berbasis IPTEK
Kesehatan kemandirian untuk  penyakit- | Kimia
bahan baku obat | penyakit tropis
(neglected
diseases)
C. KATEGORI, SKEMA, SBK, TARGET TKT DAN LAMA PENELITIAN
Kategor (Kompetltlf Strata (Dasar/ SBK (Dasar, Lama
Nasional/ Skema Target .
S . Terapan/ Terapan, . Penelitian
Desentralisasi/ Penelitian Pengembangan) | Pengembangan) Akhir TKT (Tahun)
Penugasan) 9 9 9 9
Penelitian Kompetitif | Penelitian SBK Riset SBK Riset 4 3
Nasional Terapan Terapan Terapan
2. IDENTITAS PENGUSUL
Perguruan Program Studi/
Nama, Peran Tinggi/ 9 . Bidang Tugas ID Sinta H-Index
oo Bagian
Institusi
NOVIANY Universitas
Lampun Kimia 259839 3
Ketua Pengusul pung
NENY
PURWITASARI
S.Farm, Apt, Universitas
M.Sc. . Farmasi 6047243 1
Airlangga
Anggota Pengusul
2
Dr SUTOPO HADI Universitas
S.Si, M.Sc. Kimia 37012 7
Lampung




Anggota Pengusul
1

3. MITRA KERJASAMA PENELITIAN (JIKA ADA)

Pelaksanaan penelitian dapat melibatkan mitra kerjasama, yaitu mitra kerjasama dalam melaksanakan
penelitian, mitra sebagai calon pengguna hasil penelitian, atau mitra investor

Mitra

Nama Mitra

Mitra Calon Pengguna

Suhendar,SP

4. LUARAN DAN TARGET CAPAIAN

Luaran Wajib

Status target capaian (

Keterangan (url dan nama

Tahun . accepted, published, terdaftar . .
Jenis Luaran jurnal, penerbit, url paten,
Luaran atau granted, atau status B
) keterangan sejenis lainnya)
lainnya)
Dokumentasi hasil uji coba
3 ‘ Ada :

produk

Luaran Tambahan

Tahun Status target capaian (accepted, Keterangan (url dan nama jurnal,
Luaran Jenis Luaran published, terdaftar atau granted, penerbit, url paten, keterangan
atau status lainnya) sejenis lainnya)
Publikasi limiah
3 Jurnal accepted/published Journal of Natural Medicines
Internasional
5. ANGGARAN

Rencana anggaran biaya penelitian mengacu pada PMK yang berlaku dengan besaran minimum dan
maksimum sebagaimana diatur pada buku Panduan Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat Edisi

12.

Total RAB 3 Tahun Rp. 193,600,000

Tahun 1 Total Rp. 0

Tahun 2 Total Rp. 0

Tahun 3 Total Rp. 193,600,000

Jenis Pembelanjaan Iltem Satuan | Vol. Biaya Total
Satuan
Analisis Data Biaya analisis sampel Unit 1 24,500,000 | 24,500,000
. . OK
Analisis Data Tiket (kali) 2 2,000,000 | 4,000,000
Bahan ATK Paket 1 2,000,000 | 2,000,000
Bahan Bahan Penelitian (Habis |, . 1 | 95,247,626 | 95,247,626
Pakai)
Bahan Barang Persediaan Unit 1 26,352,374 | 26,352,374
Pel L Waiji . . .
elaporan, Luaran Wajib, dan | gi o cominar nasional | Paket | 1 4,000,000 | 4,000,000
Luaran Tambahan
Pelaporan, Luaran Wajib, dan Blaya sgmlnar Paket 1 20,000,000 | 20,000,000
Luaran Tambahan internasional




Biaya

Jenis Pembelanjaan Item Satuan | Vol.
Satuan

Total

Pelaporan, Luaran Wajib, dan Publikasi artikel di Jurnal

Luaran Tambahan Internasional Paket ! 6,000,000 | 6,000,000

Pelaporan, Luaran Wajib, dan Luaran Kl (paten, hak

Luaran Tambahan cipta di) Paket 1 10,000,000 | 10,000,000

Pengumpulan Data Transport Elj:;i) 1 1,500,000 | 1,500,000

6. KEMAJUAN PENELITIAN

A. RINGKASAN: Tuliskan secara ringkas latar belakang penelitian, tujuan dan tahapan metode penelitian, luaran
yang ditargetkan, serta uraian TKT penelitian.

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu penyakit yang paling banyak menyebabkan
kematian manusia. Untuk mengatasi masalah ancaman kematian yang disebabkan TB
sudah banyak digunakan obat diantaranya pirazinamid, rifampisin, isoniazid,
streptomisin, dan etambutol. Ada kekurangan pada penggunaan obat-obat tersebut yaitu
penggunaannya secara berlebih dapat menyebabkan patogen TB resisten (multi-drug
resistant) terhadap jenis obat ini. Untuk mengurangi kekurangan obat TB diperlukan agen
antituberkulosis yang lebih baik. Salah satu tumbuhan yang diduga potensial untuk
dijadikan sebagai sumber bahan agen anti-TB adalah tumbuhan turi (Sesbania
grandiflora). Pemanfaatan senyawa-senyawa bioaktif anti-TB dari tumbuhan turi
dilakukan melalui serangkaian tahapan pemisahan dan pengujian bioaktivitasnya sebagai
anti-TB. Senyawa-senyawa bioaktif dari turi diperoleh melalui tahapan isolasi/pemisahan,
fraksinas dan pemurnian yang dilakukan dengan metode kromatografi meliputi
kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi kolom gravitas (KKG), kromatografi
lapis tipis preparatif (KLT preparatif), kromatotron, dan HPLC. Analisis kemurnian
senyawa dilakukan secara fisika dengan penentuan titik leleh dan uji KLT menggunakan
tiga sistem eluen yang berbeda. Penentuan struktur isolat dan senyawa hasil modifikasi
dilakukan menggunakan spektroskopi UV, IR, NMR (1D dan 2D) dan MS. Pada
penelitian tahun pertama dan kedua telah dilaporkan enam senyawa hasil isolasi, tiga
diantaranya senyawa 2-arilbenzofuran baru dari kulit batang S. grandiflora,
sesbagrandiflorain A-C, dua senyawa 2-arilbenzofuran yang telah dikenal dan satu
senyawa akaloid piperina. Dari enam senyawa, hanya sesbagrandiflorain A dan B yang
menunjukkan aktivitas terhadap Mycobacterium tuberculosis H37Rv dengan nilar MIC
200 dan 12.5 g/mL. Dua senyawa baru, sesbagrandiflorain A dan B telah dipublikasikan
pada jurnal Natural Products Research (Impact Factor 2017: 1,928; SR = 0.671; Q2).
Senyawa baru lainnya, sesbagrandiflorain C yang diperoleh juga telah ditulis sebagai
manuskrip kedua dengan status terkini under revision pada jurnal Phytochemistry Letters
(Impact Factor 2018: 1.338; SR = 0.49; Q2). Hasil pengujian anti_TB dua senyawa
isolat pertama yang diperoleh menunjukkan kategori keaktifan lemah hingga sedang.
Keaktifan anti-TB yang kurang signifikan pada senyawa sesbagrandiforain A dan B hasil
isolasi pertama, mendorong peneliti  untuk melakukan modifikasi  struktur
sesbagrandiforain A sebagai senyawa hasil isolas utama pada tahun ketiga penelitian.
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan pada tahun terakhir, diperoleh tujuh senyawa
hasil modifikas sesbagrandiforain A dilengkapi dengan berbagal hasil pengujian aktivitas
biologisnya, diantaranya pengujian bioaktivitas anti-TB secara in vitro serta
sitotoksisitasnya terhadap beberapa sel kanker. Walaupun hasil uji bioaktivitas senyawa
hasil modifikasi (derivat) sesbagrandiforain A tidak menunjukkan keaktifan sebagai anti-



TB secara in vitro baik terhadap M. tuberculosis maupun M. smegmatis sebagaimana
ekspektasi awal, namun salah satu derivat sesbagrandiflorain A memberikan daya hambat
signifikan terhadap bakteri patogen tanaman Rhodococcus fascians. Senyawa-senyawa
hasil modifikasi sesbagrandiforain A yang diperoleh pada tahun terakhir riset sudah
ditulis sebagai draft manuskrip ketiga dan akan dipublikasikan pada Journal of Natural
Medicines, impact factor 1.92, Q1 Scimago), selanjutnya akan didaftarkan dalam HKI,
serta ditulis sebagai draft bahan gjar. Tingkat Kesiapterapan Teknologi (TKT) yang telah
dicapai dari penelitian pada tahun ketiga yaitu TKT 4, berupa pembuktian konsep awal
bahwa tumbuhan S.grandiflora memiliki karakteristik kandungan metabolit sekunder
yang bersifat aktif dan non toksik

B. KATA KUNCI: Tuliskan maksimal 5 kata kunci.

Aktivitas biologis; antituberkulosis; sesbagrandiflorain; Sesbania grandiflora; sitotoksik

Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di
setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai
sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan
atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan
penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan
sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.




Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman namun
disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai sesuai
tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan atau
tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan penelitian
sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta
analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.

Hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai pada tahun ketiga (terakhir) meliputi modifikasi
struktur sesbagrandiforain A sebagai senyawa hasil isolasi utama dan pengujian aktivitas biologisnya,
diantaranya uji antituberculosis (anti-TB) terhadap M. Tuberculosis dengan metode MTT Assay, Uuji
antibakteri terhadap beberapa bakteri patogen seperti Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, dan Escherichia coli serta bakteri patogen
tanaman Rhodococcus fascians dengan metode agar disc diffusion. Selain pengujian secara in vitro,
senyawa-senyawa hasil modifikasi juga diuji sifat toksisitasnya terhadap beberapa sel kanker seperti
sel-sel HepG2, MCF-7, dan Hela.

1. Isolasi dan Pemurnian Sesbagrandiflorain A
Isolasi sesbagrandiflorain A (SA), sebagai material awal dalam penelitian ini diperoleh dari hasil
riset pada tahun pertama dan kedua yang telah dipublikasikan oleh peneliti®.

2. Derivatisasi Sesbagrandiflorain A (SA)

Pada tahap ini, beberapa variasi struktur senyawa modifikasi seshagrandiflorain A (SA), senyawa
1-7, disintesis dengan pereaksi dan kondisi reaksi yang sesuai, dengan pengadukan konstan
menggunakan stirrer pada suhu ruang (Gambar 1).
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Gambar 1. Skema Reaksi Derivatisasi Sesbagrandiflorain A (1-7)



A. Reaksi Pembuatan Derivat O-Asetilasi SA (Senyawa derivat-1)

3-(3-formil-6-metoksibenzofuran-2-il)-5-metoksi-1,2-fenilenadiasetat (1): SA (5mg, 0,0159
mmol) dilarutkan dalam anhidrida asetat (0,44 mL) dan piridin (0,44 mL) mL). Larutan diaduk pada
suhu kamar selama 24 jam. Uji KLT (EtOAc — MeOH = 9: 1) digunakan untuk memonitoring
penyelesaian reaksi. Campuran reaksi kemudian dituangkan ke dalam air es dan endapan dikumpulkan
dengan penyaringan. Pemurnian endapan yang diperoleh dilakukan dengan kromatografi flash pada
kolom silika gel yang dielusi dengan CH>Cl, — MeOH (40: 1) untuk menghasilkan senyawa 1 berupa
minyak tidak berwarna (5,9 mg, 93%)2.

Data-data spektroskopi NMR senyawa (1) diuraikan sebagai berikut:

!H NMR (500 MHz, Aseton-d6): 6 = 9,81 (s, 1H), 7,71 (d, J = 10 Hz, 1 H), 7,16 (d, J = 2,0 Hz, 1 H),
7,09 (d,J=2Hz, 1H),7.01(dd,J=2,10.0 Hz, 1 H), 6.74 (d, J = 2.0 Hz, 1 H), 3.92 (s, 3 H), 3.90 (s, 3
H), 2,40 (s, 3 H), 2.33 (s, 3 H) ppm.

B3C NMR (125 MHz, Aseton-d6): & = 184.7, 168.9, 168.4, 162.7, 159.7, 158.7, 156.7, 154.0, 132.0,
1325, 118.2, 1145, 114.2, 111.9, 107.2, 106.4, 93.7, 55.7, 55.7, 55.6, 20.4, 20.1 ppm.

B. Reaksi Pembuatan Derivat O-Metilasi SA (Senyawa derivat-2)

2-(3-hidroksi-2,5-dimetoksifenil)-6-metoksibenzofuran-3-karbaldehid (2): SA (5 mg, 0,0159
mmol) dilarutkan DMF (0,03 mL) dan diaduk dengan K>COs (10 eq, 0,159 mmol, 22 mg) dan Mel (10
eq, 0,159 mmol, 0,01 mL) pada 40 ° C selama 24 jam. Uji KLT (DCM — MeOH = 9: 1) digunakan
untuk memonitoring penyelesaian reaksi. Campuran diencerkan dengan EtOAc, dan dicuci dengan air,
air garam, dikeringkan dengan Na,SOs, disaring dan diuapkan dengan penguap putar vakum. Minyak
kuning pucat yang dihasilkan dimurnikan dengan flash chromatography (DCM — MeOH = 95: 5) untuk
menghasilkan senyawa 2 berupa kristal berwarna putih (4,1 mg, 78%)3.

Data-data spektroskopi NMR senyawa (2) diuraikan sebagai berikut:

IH NMR (700 MHz, CDCI3): § = 10.18 (s, 1H), 9.81 (s, 1H), 7.55 (d, ] = 8.4 Hz, 1 H), 6.67 (d, ] = 8.4
Hz, 1 H), 6.61 (s, 1 H), 6.60 (s, 1 H), 6.47 (s, 1 H), 3.92 (s, 3 H), 3.87 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H) ppm.

C. Reaksi Pembuatan Derivat O-Benzilasi SA (Senyawa derivat-3)

2-(2-(benziloksi)-3-hidroksi-5-metoksifenil)-6-metoksibenzofuran-3-karbaldehid (3): SA (1,0
eq, 5,00 mg, 0,0159 mmol), benzil bromida (2,0 eq, 0,01 mL, 0,0318 mmol), dan K,COs (7 mg, 0,047
mmol) diencerkan dalam DMF (0,03 mL). Campuran larutan berwarna kuning kemudian diaduk pada
suhu kamar selama 2 jam, dituangkan ke dalam larutan Et,O — H>O (1: 1), dan diaduk selama 10 menit.
Lapisan eter dipisahkan. Lapisan berair diekstraksi dengan Et,O. Ekstrak gabungan dicuci dengan H,O
dan air garam. Lapisan organik dikeringkan di atas Na,SO4 anhidrat, disaring, dan dipekatkan hingga
kering. Minyak kuning pucat yang dihasilkan dimurnikan dengan flash chromatography (heksana —
aseton = 9: 1) untuk menghasilkan produk 3 (5,2 mg, 80%)*.

Data-data spektroskopi NMR senyawa (3) diuraikan sebagai berikut:

IH NMR (700 MHz, Aseton-d6): § =10.21 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 7.68 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.56 (s, 1
H), 7.55 (s, 1 H),7.46-7.44 (m, 2 H), 7.39 (t, J = 7 Hz, 1 H), 6.93 (s, 1H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 6.71
(s, 1H), 6.36 (s, 1H), 5.29 (s, 2H), 3.95 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H) ppm.

3C NMR (176 MHz, Aseton-d6) & = 190.1, 163.0, 163.0, 161.2, 159.0, 156.6, 152.0, 151.7, 136.8,
132.7, 128.5, 128.0, 127.7, 118.6, 109.9, 106.9, 99.8, 98.1, 87.6, 70.1, 55.5, 55.2 ppm.

D. Reaksi Pembuatan Derivat N-Butil-aminasi reduktif SA (Senyawa derivat-4)

3-(3-((butilamino)metil)-6-metoksibenzofuran-2-il)-5-metoksibenzene-1,2-diol (4): Suspensi
n-butil amina (0,02 mL, 1,1 eq, 0,0175 mmol) dalam piridin (0,2 mL) ditambahkan ke SA (5 mg, 0,0159
mmol), kemudian diaduk pada suhu kamar selama 24 jam. Uji KLT (DCM — MeOH = 10: 1)
menunjukkan reaksi lengkap. Pelarut diuapkan dalam vakum. Reaksi diencerkan dengan etilasetat,
dicuci dengan 0,1 M HCI, air, NaHCO3 jenuh, air, air garam dan dikeringkan menggunakan Na,SO4
anhidrat, disaring dan diuapkan dengan penguap vakum. Produk yang dihasilkan (5,6 mg, 0,0151 mmol)



ditambahkan ke metanol (0,03 ml) dan campuran yang dihasilkan diaduk pada suhu kamar, kemudian
ditambahkan Natrium borohidrida (2,0 eq, 0,04 mmol, 1 mg) pada suhu 0 ° C, dan reaksi dibiarkan
semalam pada suhu kamar. Campuran yang dihasilkan diasamkan dengan 2N HCI dan kemudian
dinetralkan dengan larutan NaHCOs jenuh dan air untuk menghasilkan larutan putih. Larutan campuran
diekstraksi dengan EtOAc. Lapisan organik dicuci dengan air garam, dikeringkan dengan natrium sulfat
anhidrat, dan dipekatkan dalam vakum untuk menghasilkan produk 4 (4,5 mg, 80%, 2 tahap)®.

Data-data spektroskopi NMR senyawa (4) diuraikan sebagai berikut:

IH NMR (700 MHz, CDCl): 8 =7.31 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 6.56 (s, 1 H), 6.53 (s, 1 H), 6.53 (s, 1 H),
6.38 (s, 1 H), 3.84 (s, 3 H), 3.83 (s, 2 H), 3.82 (5, 3 H), 2.76 (t, J = 7 Hz, 2 H), 1.60-1.56 (m, 2 H), 1.41-
1.34 (m, 2 H), 0.93 (t, J = 7.7 Hz, 3 H) ppm

13C NMR (176 MHz, CDCls) 6 =, 159.6, 158.4, 157.7,156.7, 152.3, 145.7,137.1,132.0, 114.1, 111.8,
107.4, 99.5, 97.3, 87.5, 55.7, 55.6, 48.5, 44.5, 31.4, 29.6, 20.3, 13.8 ppm.

E. Reaksi Pembuatan Derivat O-benzyl oxime of SA (Senyawa derivat-5)

(E)-2-(2,3-dihidroksi-5-metoksifenil)-6-metoksibenzofuran-3-karbaldehid-O-benzil oksime
(5): Suspensi BhONH;CI (3 mg, 1,1 eq, 0,0159 mmol) dalam piridin (0,2 mL) ditambahkan ke SA (5
mg, 0,0159 mmol), kemudian diaduk pada suhu kamar selama 24 jam. Uji KLT (DCM — MeOH = 10:
1) menunjukkan reaksi lengkap. Pelarut diuapkan dalam keadaan hampa dan reaksi diencerkan dengan
etilasetat, dicuci dengan 0,1 M HCI, NaHCOs; jenuh, air, air garam dan dikeringkan di atas Na;SO4
anhidrat, disaring dan diuapkan dengan penguap putar vakum untuk menghasilkan senyawa 5 (4,6 mg,
70%)°.

Data-data spektroskopi NMR senyawa (5) diuraikan sebagai berikut:

'H NMR (700 MHz, Aseton-d6): § =10.37 (s, 1H).8.16 (s, 1H), 7.47 (s, 1 H), 7.46 (s, 1 H), 7.42-7.40
(m, 2 H),7.36 (d, J=2.8,1H),7.35(d, J = 1.4 Hz, 1 H), 6.67 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 6.62 (dd, J = 8.4,
2.1 Hz, 1 H), 6.60 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 6.27 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 5.23 (s, 2 H), 3.83 (5, 3 H), 3.82 (5, 3
H) ppm.

13C NMR (176 MHz, Aseton-d6) & =, 160.5, 158.7, 156.9, 154.6, 151.7 145.5, 137.1, 132.2, 128.4,
128.3, 128.1 109.8, 109.3, 107.8, 107.4, 99.6, 97.6, 87.4, 76.1, 55.1, 55.0 ppm.

F. Reaksi Pembuatan Derivat O-prenylation of SA (Senyawa derivat-6)

2-(3-dihidroksi-5-metoksi-2-((3-metilbut-2-en-1-il)oksi)fenil)-6-metoksibenzofuran-3-

karbaldehid (6): Ke dalam larutan SA (5 mg, 1,0 eq, 0,0159 mmol) dalam DMF (0,2 mL) ditambahkan
K2COs; (9 mg, 0,063 mmol), dan campuran reaksi diaduk selama 30 menit pada suhu kamar.
Selanjutnya, prenil bromida (4 pL, 0,0318 mmol) ditambahkan ke campuran reaksi dan diaduk selama
3 jam sampai reaksi selesai yang dimonitoring dengan uji KLT. Hasil reaksi kemudian dicuci dengan
larutan buffer kalium fosfat pH 7,0 dan diekstraksi dengan EtOAc dua kali. Lapisan EtOAc dikeringkan
dengan Na,SO, anhidrat, kemudian pelarut organik dikeringkan dengan penguap putar vakum. Ekstrak
hasil reaksi kemudian dimurnikan dengan kromatografi kolom dengan eluen heksana — aseton (9: 1)
sebagai fase gerak. Fraksi yang mengandung produk dikumpulkan dan dikeringkan menggunakan
penguap putar vakum untuk mendapatkan senyawa 6 (4,0 mg, 65%)°.

G. Reaksi Pembuatan O-geranilasi SA (Senyawa derivat-7)

(E)-2-(2-((3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-yl)oxy)-3-hydroxy-5-methoxyphenyl)-6-
methoxybenzofuran-3-carbaldehyde (7): Ke dalam larutan SA (5 mg, 1,0 eq, 0,0159 mmol) dalam
DMF (0,2 mL) ditambahkan K>COs (9 mg, 0,066 mmol), dan campuran reaksi diaduk selama 30 menit
pada suhu kamar. Selanjutnya, geranil bromida (6 uL, 0,0318 mmol) ditambahkan ke campuran reaksi
dan diaduk selama 3 jam sampai reaksi lengkap yang dimonitoring dengan uji KLT. Reaksi kemudian
dicuci dengan buffer kalium fosfat pH 7,0 dan diekstraksi dengan EtOAc dua kali. Lapisan EtOAc
dikeringkan dengan Na,SO4 anhidrat; kemudian pelarut organik dikeringkan dengan penguap putar
vakum. Hasil reaksi kemudian dimurnikan dengan kromatografi kolom menggunakan eluen heksana —
aseton (9: 1) sebagai fase gerak. Fraksi yang mengandung produk dikumpulkan dan dikeringkan
menggunakan penguap putar vakum untuk mendapatkan senyawa 7 (4,8 mg, 66%)°.



Data-data spektroskopi NMR senyawa (7) diuraikan sebagai berikut:

IH NMR (700 MHz, Aseton-d6): 8 =10.21 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 7.64 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 6.82 (d, J =
2.8 Hz, 1 H), 6.78 (dd, J= 8.4,2.1 Hz, 1 H), 6.36 (s, 1H), 5.29 (s, 2H), 3.95 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H) ppm.

B3C NMR (176 MHz, Aseton-d6) & = 190.1, 163.0, 163.0, 161.2, 159.0, 156.6, 152.0, 151.7, 136.8,
132.7, 128.5, 128.0, 127.7, 118.6, 109.9, 106.9, 99.8, 98.1, 87.6, 70.1, 55.5, 55.2 ppm.

3. Uji aktivitas biologis
A. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji difusi agar disk digunakan untuk menguji aktivitas semua senyawa derivat hasil modifikasi
struktur SA (1-7). Pengujian aktivitas dilakukan terhadap lima jenis bakteri diantaranya,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis, dan
Escherichia coli. Ekstrak EtOAc dilarutkan dalam MeOH hingga konsentrasi 10 mg / ml. Kontrol
positif untuk percobaan ini adalah ampisilin (untuk S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, dan E. coli)
atau apramycin (untuk M. smegmatis). Semua senyawa uji dan kontrol positif (masing-masing 10 pl)
dimasukkan ke dalam cakram difusi steril dan dibiarkan kering selama 20 menit. Untuk S. aureus, B.
subtilis, P. aeruginosa, dan M. smegmatis, pelat agar dibuat dengan menambahkan lapisan agar bakteri
YMG yang dimasukkan ke dalam pelat YMG dan dibiarkan membeku. Bakteri kemudian dibiakkan
pada media agar YMG dan dikultur kembali secara terpisah dalam tabung uji 15 ml berisi media YMG
cair selama dua hari dan mencampurkannya dengan agar YMG hangat. Cakram kertas, diresapi dengan
ekstrak dan kontrol positif, ditempatkan pada setiap lempeng menggunakan teknik antiseptik. Semua
pelat diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C. Untuk E. coli, semua prosedur yang disebutkan di atas
dilakukan dengan menggunakan media Luria-Bertani (LB) selain YMG. Selain itu, pelat E. coli dan
kultur cair diinkubasi pada suhu 37 ° C. Setelah 24 jam inkubasi, plat-plat tersebut diwarnai dengan
MTT (1 mg / ml dalam air terionisasi) untuk meningkatkan kontras zona penghambat terhadap
pertumbuhan bakteri. Hasil pengujian antibakteri secara difusi agar dapat dilihat pada Gambar 2 (a-c).

(b) (©)



(d)

Gambar 2. Hasil Uji Antibakteri Senyawa Hasil Derivatisasi Sesbagrandiflorain A (1-7):
(a) M.smegmatis; (b) S. aureus, B. subtilis, P. Aeruginosa; (c) R. fascians;
(d) M. tuberculosis

B. Uji Aktivitas Antituberkulosis

Pengujian bioaktivitas dilakukan dengan menggunakan metode Tetrazolium Microplate Assay (MTT
Assay) dengan sedikit modifikasi’. M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 strain digunakan dalam kajian
ini. Konsentrasi senyawa-senyawa uji (sesbagrandiflorain A dan B) dibuat dari rentang 200 hingga
0.391 pg/mL. Tiap senyawa diujikan dengan dua kali pengulangan. Senyawa uji kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 5 hari. Pada hari kelima, campuran larutan Tetrazolium-Tween 80 ditambahkan
ke larutan uji, demikian juga dengan kontrol positif, kemudian diinkubasi kembali pada suhu 37°C
selama 24 jam. Campuran larutan Tetrazolium-Tween 80 lalu ditambahkan pada semua sumur (96
wells) dan perubahan warna dicatat setelah 24 jam. Perubahan warna dari kuning menjadi ungu
mengindikasikan adanya pertumbuhan bakteri. Nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dicatat pada
konsentrasi terendah senyawa uji yang tidak menyebabkan perubahan warna dari kuning menjadi ungu.
Pengujian antituberkulosis sampai laporan kemajuan ini dibuat, masih dalam proses pengerjaan.

Hasil pengujian antibakteri senyawa hasil derivatisasi Sesbagrandiflorain A (1-7) terhadap
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, dan
Escherichia coli dengan metode agar difusi menunjukkan tidak adanya aktivitas daya hambat senyawa
uji. Demikian pula pada pengujian anti-TB dengan metode MTT assay, tidak satupun senyawa uji
memberikan hasil positif pada konsentrasi tertinggi 200 ppm sebagaimana ekspektasi awal. Namun
menariknya, diantara 7 senyawa uji, pada pengujian terhadap bakteri patogen tanaman R. fascians,
senyawa derivat sesbagrandiflorain A terasetilasi (1) menunjukkan aktivitas daya hambar yang kuat
dengan diameter zona hambat sebesar 7 mm sebagaimana zona hambat dari kontrol positif yang
digunakan.

C. Uji Sitotoksik

Uji sitotoksisitas dilakukan berdasarkan metode yang dijelaskan oleh O'Brien8. Sel-sel HepG2,
MCF-7, dan HelLa dipelihara dalam kultur di Medium Esensial Minimum Elang (EMEM, ATCC,
kucing # 30-2003) yang dilengkapi dengan 10% serum janin sapi (FBS, Heat Inactivated, Gibco, cat #
10082-147) pada 37°C dan 5% CO2. Sel-sel dikeluarkan menjadi pelat hitam, jelas bagian bawah, 384-
well 24 jam sebelum perawatan senyawa. Satu kolom di setiap lempeng tidak menerima sel untuk
berfungsi sebagai kontrol sinyal rendah. Senyawa yang dilarutkan dalam DMSO ditambahkan dengan
D300 digital dispenser (HP) sebagai seri titrasi setengah-titik 12-log dalam rangkap tiga. Enam belas
sumur di setiap lempeng berfungsi sebagai kontrol sinyal tinggi. DMSO dinormalisasi menjadi 0,5% di
setiap sumur. Setelah 48 jam pada 37°C dan 5% COx, larutan resazurin (Acros, cat # 189900050) dalam
PBS ditambahkan ke setiap sumur ke konsentrasi akhir 44 uM. Setelah 4-6 jam pada 37°C dan 5% COo,



fluoresensi diukur dengan pembaca lempeng mikro (Sinergi 4, Biotek). Hasil pengujian toksisitas dapat
dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil Uji Sitotoksik Senyawa Hasil Derivatisasi Sesbagrandiflorain A (7)



Hasil pengujian toksisitas senyawa hasil derivatisasi sesbagrandiflorain A (1-7) terhadap 3 jenis sel
kanker berbeda mengindikasikan bahwa senyawa uji menunjukkan sedikit toksisitas dengan kategori
rendah hingga sedang. Dari hasil diskusi dengan para anggota tim riset dan salah satu kolaborator kami
yang melakukan pengujian toksisitas senyawa uji, disepakati untuk dilakukan pengulangan dalam uji
toksisitas semua senyawa derivat sesbagrandiflorain A untuk mendapatkan data yang lebih valid dan
reliable. Sehingga sampai laporan akhir ini dibuat, pengulangan pengujian toksisitas masih dalam
pengerjaan.

D. STATUS LUARAN: Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran tambahan (jika
ada) yang dijanjikan pada tahun pelaksanaan penelitian. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan
intelektual, hasil penguijian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus didukung
dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi isian jenis luaran yang
dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran tambahan melalui Simlitabmas
mengikuti format sebagaimana terlihat pada bagian isian luaran

Pada tahun 2019, LUARAN WAJIB yang dijanjikan berupa dokumentasi hasil uji coba produk.
Hasil uji coba produk yang diperoleh adalah berupa hasil uji aktivitas atau bioassay antituberkulosis
dengan metode difusi dan MTT Assay yang dimodifikasi. Hasil pengujian dengan metode difusi dapat
dilihat pada gambar 2 (a-c), sedangkan hasil uji dengan metode MTT dapat dilihat pada gambar 2 (d).

Adapun LUARAN TAMBAHAN pada tahun ke-3 riset (2019) adalah berupa Publikasi llmiah
Jurnal Internasional ke Journal of Natural Medicines (JONM; Impact factor 1.92, Q1 Scimago).
Manuskrip tersebut sampai saat laporan ini ditulis, masih dalam tahap penyelesaian bagian Results and
Discussion. Adapun manuskrip yang dijanjikan sebagai luaran tambahan pada tahun ke-2 yang semula
dipublikasikan ke JONM, pada awal submission berstatus REJECTED (pada 20 Desember 2018).
Berdasarkan komentar dari reviewer, manuskrip tersebut kemudian diperbaiki dengan penambahan
data-data yang diperlukan, kemudian di re-submission ke jurnal lainnya yaitu Planta Medica (Impact
factor 2,746, Q1 Scimago) dan Fitoterapia (Impact factor 2,746, Q2 Scimago) dengan status sama yaitu
REJECTED (pada 27 September 2019). Setelah melalui proses evaluasi kembali bersama tim penulis
lainnya, manuskrip tersebut kemudian di revisi dan dilakukan re-submission ke jurnal Phytochemistry
Letters (Impact Factor 2018: 1.338; SJIR = 0.49; Q2) dengan status terkini under revision oleh tim
penulis. Revisi manuskrip sudah dilakukan oleh tim penulis dan saat ini sedang dalam tahap finalisasi.
Re-submission setelah revisi diperkirakan akan dilakukan oleh penulis pada akhir November 2019.

STATUS DARI MANUSCRIPT (LUARAN TAMBAHAN HIBAH PSN):

1. Manuskrip I: PUBLISHED (versi online: 16 Januari 2018) (Lampiran 1)

2. Manuskrip Il: SUBMITTED ke Phytochemistry Letters; status UNDER REVISION/REVIEW
(Pada 31 Oktober 2019) (Lampiran 2)

3. Manuskrip I1l: DRAFT, akan di submit ke Journal of Natural Medicines (JONM; impact factor
1.92, Q1 Scimago) (Lampiran 3).

Luaran yang dicapai pada penelitian tahun ketiga ini telah terlaksana dengan cukup baik sesuai dengan
rencana capaian yang diusulkan (Tabel 1).

Tabel 1. Rencana Target Capaian Tahunan

N Jenis Luaran Indikator Capaian
0 TSY TS+1 TS+2
Internasional Submitted  Published-1  Submitted-2
1 Publikasi ilmiah? Nasional
Terakreditasi
Internasional Sudah Sudah
2 Pemakalah dalam temu dilaksanakan dilaksanakan
ilmiah® Nasional Terdaftar Sudah

Terakreditasi dilaksanakan




Internasional Tidak ada
Nasional Tidak ada
Terakreditasi

4 Visiting Lecturer® Internasional Tidak ada
Paten

Paten sederhana terdaftar
Hak Cipta

Merek dagang

Rahasia dagang

Desain Produk

Industri

Indikasi Geografis

Perlindungan

Varietas Tanaman

Perlindungan

Topografi  Sirkuit

Invited Speaker dalam temu
ilmiah®

Hak Kekayaan Intelektual
(HK1)®

Terpadu
6  Teknologi Tepat Guna”)
7 Model/Purwarupa/Desain/Karya seni/Rekayasa  Ekstrak/  Senyawa Senyawa
Sosial® fraksi murni anti-TB

Secara terperinci, berdasarkan rencana target capaian yang ditabulasikan pada Tabel 1, jenis luaran
yang ditargetkan pada penelitian tahun ke-3 yang dijanjikan hanya meliputi 2 jenis luaran, yaitu
dokumentasi hasil uji coba produk (luaran wajib) yang dapat dilihat pada Gambar 2 dan 3 dan
Publikasi llmiah Jurnal Internasional (luaran tambahan) (Lampiran 1). Kedua target luaran yang
dijanjikan sudah barhasil dipenuhi disertai dengan bukti-bukti pencapaian target sebagaimana terlampir
(Lampiran 1-3), Bahkan target artikel pertama yang semula direncanakan akan terpublikasi pada tahun
ketiga penelitian, pada tahun kedua penelitian sudah berhasil terbit di jurnal bereputasi Internasional.
Capaian tersebut melebihi dari capaian yang ditargetkan sebelumnya. Capaian lainnya yang diperoleh
dari hasil penelitian dari tahun 1-3 adalah diperoleh 2 tambahan manuskrip, dengan status masing-
masing under revision/review dan draft (Lampiran 2 dan 3), serta terpublikasinya hasil penelitian dalam
beberapa temu ilmiah nasional dan internasional. Selain itu luaran tambahan lainnya adalah
diperolehnya draft paten sederhana dengan status telah memenuhi persyaratan formalitas dan sedang
dalam proses review (Lampiran 4).

Berikut ini adalah rincian luaran yang telah berhasil dicapai selama 3 tahun penelitian berjalan.
1. Publikasi llmiah

Hasil penelitian telah berhasil dipublikasikan pada jurnal Natural Products Research Vol.32, No.
21 tahun 2018 (Impact Factor pada tahun 2017: 1,928) (Lampiran 1). Sementara hasil penelitian pada
tahun kedua sudah dipublikasikan pada jurnal Phytochemistry Letters (Impact Factor 2018: 1.338; SJR
= 0.49; Q2) dengan status terkini under revision/review (Lampiran 2).

2. Pemakalah dalam temu ilmiah

Hasil penelitian tahun ketiga telah berhasil dipresentasikan secara oral pada pertemuan ilmiah
internasional sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penyampaian Makalah Secara Oral Pada Pertemuan/Seminar limiah

No Nama Pertemuan llmiah / Judul Artikel llmiah Waktu danTempat
Seminar
1 The 8" International Structure Elucidation of A New 2- Bogor, Indonesia
Conference of The Arylbenzofuran Isolated from

Indonesian Chemical Seshania grandiflora 6-7 Agustus 2013

Society(ICICS)
(Lampiran 3)




Bukti pelaksanaan kegiatan seminar yang telah dilaksanakan dapat dilihat pada Lampiran 5.
3. Luaran Tambahan

Sebagai luaran tambahan pada penelitian tahun kedua, draft paten sederhana telah memenuhi
persyaratan formalitas dan sedang dalam proses review (Lampiran 4).

E. PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (jika ada). Bukti
pendukung realisasi kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti
dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas mengikuti format sebagaimana terlihat pada
bagian isian mitra

CV As-Shohwah Herbal Pandeglang sebagai mitra dalam riset, selama riset berlangsung khususnya
tahun ketiga (2019) telah memberikan bantuan dan dukungan penelitian dalam scale up proses ekstraksi
dan isolasi kulit batang turi. Selain itu Mitra juga telah membuat rencana design pengemasan produk
dan strategi pemasaran hasil riset. Namun karena kendala hasil bioassay dari riset yang tidak sesuai
dengan harapan dan prediksi/hipotesa awal, sehingga rencana design pengemasan produk dan teknik
pemasaran ditunda sementara sampai diperoleh luaran riset yang prospek untuk disebarkan ke
pengguna.

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama melakukan
penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan penelitian dan luaran penelitian
tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan.

Selama penelitian tahun ketiga, beberapa kendala yang dihadapi oleh peneliti diantaranya:

1. Pemesanan bahan kimia untuk keperluan modifikasi struktur yang sangat lama (estimasi 1-4 bulan)
dan harga yang relatif mahal karena beberapa harus dibeli dari luar Indonesia (tambahan biaya bea
cukai)

2. Literatur rujukan full teks untuk reaksi sintesis/modifikasi struktur sulit diakses karena berbayar,
sehingga peneliti harus berjuang mencari relasi dan membuka jaringan koneksi dengan
peneliti/ilmuwan di luar negeri baik ilmuwan diaspora maupun dari negara lain

3. Tidak semua reaksi sintesis/modifikasi dapat berjalan dengan lancar, beberapa reaksi gagal sekalipun
sudah dilakukan pengulangan dan variasi metode. Akibatnya bahan kimia tidak semua yang dibeli dapat
dipakai secara maksimal disebabkan reaksi tidak berjalan

4. Hasil pengujian aktivitas biologis dan sitotoksik tidak dapat diperoleh dalam waktu cepat (estimasi
1-4 bulan), karena pengujian yang memerlukan skala laboratorium pengujian level tertentu, sampel uji
harus dikirim ke pihak luar baik dalam maupun luar negeri.

G. RENCANA TINDAK LANJUT PENELITIAN: Tuliskan dan uraikan rencana tindaklanjut penelitian selanjutnya dengan
melihat hasil penelitian yang telah diperoleh. Jika ada target yang belum diselesaikan pada akhir tahun pelaksanaan
penelitian, pada bagian ini dapat dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai tersebut.

Rencana tahapan penelitian selanjutnya akan dibuat berdasarkan capaian yang telah diperoleh
selama tiga tahun penelitian dan mengacu pada diagram fishbone sebagaimana dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 4. Fishborn diagram penelitian

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan selama tiga tahun terakhir, mengindikasikan bahwa baik
senyawa-senyawa hasil isolasi dari kulit batang S. grandiflora maupun hasil modifikasi struktur dari
salah satu senyawa utama hasil isolasi (sesbagrandiflorain A) memberikan aktivitas anti-TB, antibakteri
dan sitotoksik dengan kategori lemah hingga sedang dalam rentang kekuatan bervariasi. Keaktifan anti-
TB yang tidak sesuai dengan ekspektasi dan prediksi di awal riset, mendorong peneliti untuk
merencanakan penelitian yang bersifat dasar dan juga lanjutan sebagaimana dijabarkan di bawah ini:

1. Kajian QSAR (Quantitative Structure and Activity Relationships) atau Hubungan Kuantitatif
Struktur dan Aktivitas khususnya struktur senyawa hasil isolasi dari kulit batang S. grandiflora dan
aktivitas yang relevan. Pendekatan yang akan dilakukan meliputi 2 cara, diantaranya melalui kajian
literatur dan eksperimen atau kombinasi keduanya. Peneliti telah membuka jalinan kerjasama dan
kolaborasi riset dengan beberapa ilmuwan diaspora, diantaranya di Oregon State University (OSU,
USA), The University of Tokyo (Jepang), Helmholtz Zentrum Dresden Rossendorf (Jerman),
Braunschweig (Jerman). Kajian QSAR rencana akan dilakukan bekerja sama dengan ilmuwan
diaspora di Jerman, yang akan diawali dengan membuat proposal bersama yang temanya sedang
dalam pembahasan saat ini. Harapan di masa mendatang, melalui kajian secara enzimatis dan
modelling dari berbagai variasi struktur sesbagrandiflorain hasil isolasi dari kulit batang S.
grandiflora terkait keaktifan biologisnya yang masih menjadi misteri dapat terungkap dan dapat
menjadi ‘lead compounds’ untuk pengembangan bahan obat-obatan baru yang ‘terupdate”. Kajian
yang akan dilakukan dapat berupa riset dasar atau lanjutan

2. Melakukan pengujian antimalaria terhadap senyawa-senyawa hasil isolasi dari kulit batang S.
grandiflora. Landasan dilakukan pengujian diantaranya didasarkan pada tipe/jenis senyawa
sesbagrandiflorain adalah 2-arilbenzofuran yang pernah dilaporkan menunjukkan aktivitas
antimalaria secara in vitro terhadap Plasmodium falciparum®. Kajian tersebut akan membuka
peluang ditemukannya potensi lain dari tanaman turi dan menambah value-nya sebagai sumber
bahan alami obat.

3. Melakukan eksplorasi dan penelitian kimia terkait endofit dari jenis fungi/jamur atau bakteri dari
berbagai jaringan tumbuhan S. grandiflora. Perkembangan terkini yang dilaporkan mengenai kajian
senyawa-senyawa bioaktif baru dengan struktur ‘unik” yang dihasilkan oleh endofit yang
menumpang pada tumbuhan inang tertentu, sangat menarik peneliti untuk memulai salah satu fokus
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riset dalam ilmu kimia ‘endofit’. Ketertarikan ini mendorong peneliti untuk memberikan topik riset
kepada mahasiswa S2 dengan tema ‘isolasi metabolit sekunder dari endofit yang berasosiasi dengan
tumbuhan S. grandiflora.

H. DAFTAR PUSTAKA: Penyusunan Daftar Pustaka berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan. Hanya
pustaka yang disitasi pada laporan akhir yang dicantumkan dalam Daftar Pustaka.
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Purwitasari & Iman Subasman. 2018. Sesbagrandiflorain A and B: isolation of two new 2-
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2558-2564.

Yashang Lee, Hosup Yeo, Shwu-Huey Liu, Zaoli Jiang, Ruben M. Savizky David J. Austin and
Yung-chi Cheng. 2004. Increased anti-P-glycoprotein activity of baicalein by alkylation on the A
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Seven new derivatives of sesbagrandiflorain A, one diester (1), four ethers (2-5), one secondary amine
(6), and one oxime (7), have been successfully synthesized in good yields (70-95%). The chemical
structures of the synthesized compounds were confirmed by IR, MS, and NMR analysis. None of the
compounds displayed antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli in an agar diffusion
method. However, compound 1 exhibited strong activity against the plant pathogen Rhodococcus

fascians, with an inhibition zone of 7 mm.

Keywords: biological activity, antibacterial activity, sesbagrandiflorain A, Sesbania

grandiflora, Rhodococcus fascians

1. Introduction

Fabaceae plants, particularly species in the
Papilionoideae subfamily, have long been
extensively investigated for their phytochemical
and pharmacological potentials. Previous
phytopharmacological studies of this plant
reported the presence of terpenoids, alkaloids,
antraquinones, coumarins, cyanogenic
glycosides,  phenylpropanoids,  flavonoids,
isoflavonoids, and non-proteinogenic amino
acids [1]. Among them, isoflavonoids are found
predominantly in the Papilionoideae subfamily

plants [2]. In nature, isoflavonoids provide a
wide range of functions such as antimicrobial,
anti-insect and allelopathic agents [3],

In the past more than one decade, a new
benzofuran scaffold has been successfully
isolated from Andira inermis [4] and Erythrina
variegata [5], another two species belonging to
the Papilionoideae subfamily. Recently, we have
published two new  2-arylbenzofurans,
sesbagrandiflorains A and B from S. grandiflora
stem bark [6]. Benzofuran has an important
heterocyclic ring system which exhibited the vast
variety of biological properties, for instance,



analgesic [7], antifungal, antimicrobial [8], anti-
inflammatory, antiparasitic [9].
antihyperglycemic [10] and antitumor activities
[11]. Due to the broad spectrum of the biological
and pharmacological activities of this scaffold,
there has been a rapidly increasing interest on
investigation of structural modification of
benzofuran derivatives. However, to the best our
knowledge, no previous reports on the
antimicrobial  activity of the chemical
components particularly those derived from
plants. from the root part of S. grandiflora could
be found in the literature. Even though naturally
occurring substituted benzofuran derivatives as
well as their potential applications have been
extensively studied by other researchers, no
phytochemical and pharmacological studies have
been performed on the benzofuran derivatives
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isolated from the Fabaceae plants. Accordingly,
the present study was mainly focused on the
structural modification of sesbagrandflorain A,
as a major constituent isolated from S.
grandiflora stem bark, and evaluation their
antibacterial activity against some bacterial
strains along with one the plant pathogen.

2. Results and Discussion

Chemistry

The structure modification of
sesbagrandiflorain A was successfully conducted
to afford its seven new derivatives, 1-7
(structures are shown in Figure 1 and NMR data
are tabulated in Table 1). The chemistry and their
biological activities will be discussed in this

paper.

OCH,

RR,O OH
1 R=CO R, = COCH,4
2R=CO R;=OCH,4
3 R=CO R; = CH,CgHs
4 R=CO R1= \'—/—
\
5 R=CO R1= \//\/\///k

6 R= SN~ R,=H

7R=.§

H
O\/@ Ry=H
N”

Figure 1. Chemical structures of derivatives of sesbagrandiflorain A (1 —7).

Table 1. *H nuclear magnetic resonance data for compounds 1-7

Rin No atom 12 28 38

g c 81 (ppm); J (Hz)° 8x (ppm); J (H2)® 81 (ppm); J (Hz)®
4 8.02 (d, J = 8.6) . 7.50 (d, J = 8.5)
5 7.01(dd, J=8.6 & 6.71 (d, J = 2.3) 6.68 (dd, J=8.5 &

2.3) 2.0)
6 - - -
7 7.21(d,J=23) 6.36 (d, J = 2.3) 6.78 (d, J = 2.0)
8 - - -
9 - - .
MeO-C 3.89 (s) 3.84 (s) 3.87 (s)
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2’ - - -
3’ - - 7.65 (s)
4 - - -
5’ 6.86 (d, J =8.5) 6.85(d, J=8.5) -
6’ 7.12 (d, J=8.5) 7.09 (d, J=8.5) 7.25 (s)
C 2 - - -
3 - - -
MeO-C 3.73(s) 3.69 (s) 3.90 (s)
MeO-C - - 3.91 (s)
HO - - -
CHO 10.03 (s) 9.81 (s) 10.03 (s)

21H NMR (500 MHz); measured in acetone-de
b Multiplicity of signals is given in parentheses: s,
singlet; d, doublet; dd, doublet of doublet; coupling

Table 2. 13C nuclear magnetic resonance data for
compounds 1-7

NO 1a 2a 3b
Ring atom Oc Sc
C_ (ppm) (ppm) O(PPM
A 4 122.9 157.5 1325
5 114.2 88.6 108.0
6 159.9 162.1 159.0
7 96.6 99.0 99.7
8 156.3 152.9 161.8
9 119.1 107.7 108.9
OCHs 56.2 56.1 55.2
B 1’ 114.1 114.6 117.3
2’ 150.6 150.1 149.1
3’ 139.6 139.5 103.3
4 147.6 147.7 148.0
5’ 112.4 112.3 149.0
6’ 123.1 122.9 95.4
C 2 164.5 163.6 162.5
3 117.9 119.2 117.1
OCH3 61.5 61.4 61.4
CHO 187.6 191.1 186.9

a13C NMR (125 MHz); ® 3C NMR (700 MHz)
measured in acetone-ds.

Biological Activity

Compounds 1 — 5 were tested for their
antibacterial activity against Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium
smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, and
Escherichia coli using an agar diffusion assay.
However, none of them showed any activity. The
antituberculosis activity of compounds 4 and 5,
which were isolated in higher amounts, was
evaluated against M. tuberculosis H37Rv by
tetrazolium micro-plate assay (TEMA)[12].
Compounds 4 and 5 exhibited moderate activity

against M. tuberculosis with minimum inhibition
concentration (MIC) values of 200 and 12.5
pg/mL, respectively. The greater activity of
compound 5 than compound 4 suggests that a
free hydroxyl group at C-6 is important for their
activity. However, a more detailed structure-
activity relationship study is required to provide
better understanding of their anti-TB activity.
Additionally, compounds 1 — 5 were tested for
their cytotoxicity against cancer cell lines HepG2
(liver carcinoma), Hela (cervical
adenocarcinoma), MCF-7 (mammary
adenocarcinoma). Compounds 2, 4 and 5 showed
moderate cytotoxicity with ECso X UM, y uM,
and z UM, respectively.

3. Experimental

3.1. General methods

All of the solvents, reagents, and chemicals
used in these research were purchased from
Aldrich Chemical (Saint Louis, MO, USA) and
Merck AG (Saint Louis, MO, USA). Thin-layer
chromatography (TLC) was conducted on pre-
coated silica gel 60 GFuss plates (Merck,
Darmstadt, Germany) with an absorbent
thickness of 0.25 mm sprayed with Ce(SO.),
solution for spot visualization. Preparative TLC
was performed on square glass plates with a side
length of 0.2 m coated with 0.5 mm Kieselgel
Fzss (Merck), which were air-dried and used
without prior activation. Column
chromatography (CC) was performed on silica
gel (Kieselgel 60, 70-230 mesh ASTM; Merck).
HPLC was performed using a Shimadzu dual
LC-20AD solvent delivery system with a
Shimadzu SPD-M20A UV /is photodiode array
detector. Nuclear magnetic resonance (*H NMR
and **C NMR) spectra were recorded in acetone-
ds, with tetramethylsilane as an internal standard,
on an Agilent 500 MHz spectrophotometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)



or Bruker Avance Il 700 MHz spectrometer
equipped with a 5 mm 3C cryogenic probe or a
Bruker 500 MHz spectrometer. High-resolution
ESI mass spectrometry was performed in
positive ion mode on a 6230 TOF mass
spectrometer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA).

3.2. Isolation of Sesbagrandiflorain A from

the stem bark of S. grandiflora

The isolation of sesbagrandiflorain A, as
starting material in this experiment, was
conducted using the method described in our
previous study [6]. The structure elucidation of
sesbagrandiflorain A was assigned by
spectroscopic analyses including UV, IR, NMR
and HREIMS.

3.3. Derivatization of Sesbagrandiflorain A

(SA)

A various of Sesbagrandiflorain A (SA)
derivatives were synthesized with appropriate
reagens and conditions with constant stirring
(Scheme 1).

Scheme 1. Derivatization of
Sesbagrandiflorain A (SA) (1-7)

A. O-Acetylation of SA[13]
3-(3-formyl-6-methoxybenzofuran-2-yl)-5-
methoxy-1,2-phenylene diacetate (1): SA
(5mg, 0.0159 mmol) was dissolved in acetic
anhydride (0.44 mL) and pyridine (0.44 mL).
The solution was stirred at room temperature for
24 h. TLC (EtOAc—MeOH = 9:1) indicated
reaction completion. The reaction mixture was
then poured into ice-water and the precipitate
was collected by filtration. The purification of
the precipitate obtained was carried out by flash
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chromatography on a column of silica gel eluted
with CH,Cl,—MeOH (40:1) to give compound 1
as a colorless oil (5.9 mg, 93%), respectively.
'H NMR (500 MHz, Acetone-d6): & =9.81 (s,
1H),7.71(d,J=10Hz, 1 H), 7.16 (d, J = 2.0 Hz,
1H),7.09(d,J=2Hz, 1H),7.01(dd,J=2,10.0
Hz, 1 H), 6.74(d, J = 2.0 Hz, 1 H), 3.92 (s, 3 H),
3.90 (s, 3H),2.40(s,3H),2.33(s,3H). 2

B3C NMR (125 MHz, Acetone-d6) 5 = 184.7,
168.9, 168.4, 162.7, 159.4, 158.7, 156.7, 154.6,
145.0, 132.5, 118.2, 114.5, 114.2, 111.9, 107.2,
106.4, 93.7, 55.7, 55.6, 20.4, 20.1.

B. O-Methylation of SA [14]
2-(3-hydroxy-2,5-dimethoxyphenyl)-6-
methoxybenzofuran-3-carbaldehyde (2): SA
(5mg, 0.0159 mmol) was dissolved DMF (0.03
mL) and stirred with KCOs; ( 10 eq, 0.159
mmole, 22 mg) and Mel (10 eq, 0.159 mmole,
0.01 mL) at 40 °C for 24 h. TLC (DCM—MeOH
= 9:1) indicated reaction completion. The
mixture was diluted with EtOAc, and washed
with water, brine , dried with Na,SO, filtered
and volatiles removed in vacuo. The resulting
pale yellow oil was purified by flash
chromatography (DCM—-MeOH = 95:5) to yield
2 as white crystals (4.1 mg, 78%).

IH NMR (700 MHz, CDCls): § =10.18 (s,1H),
9.81 (s, 1H), 7.55 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 6.67 (d, J
= 8.4 Hz, 1 H), 6.61 (s, 1 H), 6.60(s, 1 H),
6.47(s,1 H), 3.92 (5, 3 H), 3.87 (s, 3 H), 3.85 (s,
3H).

C. O-Benzylation of SA [15]
2-(2-(benzyloxy)-3-hydroxy-5-
methoxyphenyl)-6-methoxybenzofuran-3-
carbaldehyde (3): SA (1.0 eq, 5.00 mg, 0.0159
mmol), benzyl bromide (2.0 eq, 0.01 mL, 0.0318
mmol), and K>COs (7 mg, 0.047 mmol) were
diluted in DMF (0.03 mL). The yellow mixture
was stirred at room temperature for 2 h, poured
into a solution of Et,O—H,0 (1:1), and stirred for
10 min. The ethereal layer was separated. The
aqueous layer was extracted with Et;O. The
combined extract was washed with H,O and
brine. The organic layer was dried over
anhydrous Na,SO,, filtered, and concentrated to
dryness. The resulting pale yellow oil was
purified by flash chromatography
(Hexane—Acetone = 9:1) to yield product 3 as
......... (5.2 mg, 80%).



'H NMR (700 MHz, Acetone-d6): & =10.21 (s,
1H), 9.85 (s, 1H), 7.68 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.56
(s, 1H), 7.55(s, 1 H),7.46-7.44 (m, 2 H), 7.39 (t,
J=7Hz, 1H),6.93 (s, 1H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz,
1H),6.71 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 5.29 (s, 2H), 3.95
(s, 3H), 3.85 (s, 3 H).

13C NMR (176 MHz, Acetone-d6) & = 190.1,
163.0, 163.0, 161.2, 159.0, 156.6, 152.0, 151.7,
136.8, 132.7, 128.5, 128.0, 127.7, 118.6, 109.9,
106.9, 99.8, 98.1, 87.6, 70.1, 55.5, 55.2.

D. N-Butyl-reductive amination of SA [16]
3-(3-((butylamino)methyl)-6-
methoxybenzofuran-2-yl)-5-methoxybenzene-
1,2-diol (4):

A suspension of n-butyl amine (0.02 mL, 1.1 eq,
0.0175 mmole) in pyridine (0.2 mL) was added
to SA (5 mg, 0.0159 mmole), then stirred at room
temperature for 24 h. TLC (DCM-MeOH =
10:1) indicated reaction complete. The solvent
was evaporated in vacuo. The reaction was
diluted with ethylacetate, washed with 0.1 M
HCI, water, saturated NaHCOs3, water, brine and
dried over Na,SQO, filtered and volatiles
removed in vacuo. The resulting product (5.6 mg,
0.0151 mmol) was added to methanol (0.03 ml)
and the resulting mixture was stirred at room
temperature, then Sodium borohydride (2.0 eq,
0.04 mmole, 1mg) was then added at 0 °C, and
stirring was continued overnight at room
temperature. The resulting mixture was acidified
with 2N HCI and then neutralized with saturated
aqueous NaHCO; solution to yield a white
solution. The solution was extracted with EtOAC.
The organic layer was washed with brine, dried
over sodium sulfate, and concentrated in vacuo
toyield product4 as .............. (4.5 mg, 80%, 2

step).

IH NMR (700 MHz, CDCls): §=7.31(d, J = 8.4
Hz, 1 H), 6.56 (s, 1 H), 6.53 (s, 1 H), 6.53 (s, 1
H), 6.38 (s, 1 H), 3.84 (s, 3 H), 3.83 (s, 2 H), 3.82
(s, 3 H), 2.76 (t, J = 7 Hz, 2 H), 1.60-1.56 (m, 2
H), 1.41-1.34 (m, 2 H), 0.93 (t, J = 7.7 Hz, 3 H)

13C NMR (176 MHz, CDCls) § =, 159.6, 158.4,
157.7, 156.7, 152.3, 145.7, 137.1, 132.0, 114.1,
111.8, 107.4, 99.5, 97.3, 87.5, 55.7, 55.6, 48.5,
445, 31.4, 29.6, 20.3, 13.8.

E. O-benzyl oxime of SA [16]
(E)-2-(2,3-dihydroxy-5-methoxyphenyl)-6-
methoxybenzofuran-3-carbaldehyde-O-
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benzyl oxime (5): A suspension of BnONH;CI
(3 mg, 1.1 eq, 0.0159 mmole) in pyridine (0.2
mL) was added to SA (5 mg, 0.0159 mmole),
then stirred at room temperature for 24 h. TLC
(DCM—-MeOH = 10: 1) indicated reaction
complete. The solvent was evaporated in vacue
and The reaction was diluted with Ethylacetate
,washed with 0.1 M HCI , saturated NaHCOs,
water, brine and dried over Na,SOy, filtered and
volatiles removed in vacuo to afford product 5 as
............... (4.6 mg, 70%).

'H NMR (700 MHz, Acetone-d6): § =10.37 (s,
1H).8.16 (s, 1H), 7.47 (s, 1 H), 7.46 (s, 1 H),
7.42-7.40 (m, 2 H), 7.36 (d, J = 2.8, 1 H), 7.35
(d, J = 1.4 Hz, 1 H), 6.67 (d, J = 2.1 Hz, 1 H),
6.62 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1 H), 6.60 (d, J = 2.1
Hz, 1 H), 6.27 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 5.23 (s, 2 H),
3.83 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H).

13C NMR (176 MHz, Acetone-d6) & =, 160.5,
158.7, 156.9, 154.6, 151.7 145.5, 137.1, 132.2,
128.4, 128.3, 128.1 109.8, 109.3, 107.8, 107.4,
99.6, 97.6, 87.4, 76.1, 55.1, 55.0.

F. O-prenylation of SA [17]
2-(3-hydroxy-5-methoxy-2-((3-methylbut-2-
en-1-yloxy)phenyl)-6-methoxybenzofuran-3-
carbaldehyde (6): To a solution of SA (5 mg,
1.0 eq, 0.0159 mmol) in DMF (0.2 mL) was
added K,COs (9 mg, 0.063 mmol), and the
reaction mixture was stirred for 30 min at room
temperature. Subsequently, prenyl bromide (4
uL, 0.0318 mmol) was added to the reaction
mixture and stirred for another 3 h until complete
consumption of the starting material as judged by
TLC. The reaction was then quenched with
potassium phosphate buffer pH 7.0 and extracted
with EtOAc twice. The EtOAc layer was dried
over anhydrous Na,SQOa, then the organic solvent
was dried in vacuo. The extract was subjected to
silica gel column chromatography using
hexanes—acetone (9:1) as mobile phase.
Fractions containing the product were pooled and
dried under vacuum to give the title compound 6
aS . (4.0 mg, 65%).

G. O-geranylation of SA [17]
(E)-2-(2-((3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-
yloxy)-3-hydroxy-5-methoxyphenyl)-6-
methoxybenzofuran-3-carbaldehyde (7): To a
solution of SA (5 mg, 1.0 eq, 0.0159 mmol) in
DMF (0.2 mL) was added K»COs (9 mg, 0.066
mmol), and the reaction mixture was stirred for



30 min at room temperature. Subsequently,
geranyl bromide (6 pL, 0.0318 mmol) was added
to the reaction mixture and stirred for another 3 h
until complete consumption of the starting
material as judged by TLC. The reaction was
then quenched with potassium phosphate buffer
pH 7.0 and extracted with EtOAc twice. The
EtOAc layer was dried over anhydrous Na;SOyq;
then the organic solvent was dried in vacuo. The
extract was subjected to silica gel column
chromatography using hexanes—acetone (9:1) as
mobile phase. Fractions containing the product
were pooled and dried under vacuum to give the
title compound 7 as ........... (4.8 mg, 66%).

IH NMR (700 MHz, Acetone-d6): & =10.21 (s,
1H), 9.84 (s, 1H), 7.64 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 6.82
(d, J = 2.8 Hz, 1 H), 6.78 (dd, J= 8.4,2.1 Hz, 1
H), 6.36 (s, 1H), 5.29 (s, 2H), 3.95 (s, 3 H), 3.85
(s, 3 H).

13C NMR (176 MHz, Acetone-d6) & = 190.1,
163.0, 163.0, 161.2, 159.0, 156.6, 152.0, 151.7,
136.8, 132.7, 128.5, 128.0, 127.7, 118.6, 109.9,
106.9, 99.8, 98.1, 87.6, 70.1, 55.5, 55.2.

3.4. Antibacterial activity assay.
Agar disc diffusion assay was used to test
the activity of all the tested derivative

compounds. Five different bacteria,
Staphylococcus aureus, Bacillus  subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium

smegmatis, and Escherichia coli were used. The
EtOAc extract was dissolved in MeOH to a
concentration of 10 mg/ml. The positive control
for this experiment was either ampicillin (for S.
aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, and E. coli) or
apramycin (for M. smegmatis). All the tested
compounds and the positive control (10 pl each)
were loaded onto sterile diffusion discs and left
to dry for 20 min. For S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, and M. smegmatis, the agar plates
were prepared by adding a layer of bacterial
infused YMG soft agar to an YMG plate and left
to solidify. The bacterial infused YMG soft agar
was prepared by growing each of the bacteria in
separate 15 ml falcon tubes with liquid YMG
medium for two days and mixed it with warm
YMG agar. The paper discs, impregnated with
the extract and the positive control, were placed
onto each plates using antiseptic techniques. All
plates were incubated for 24 h at 30 °C. For E.
coli, all procedures mentioned above were done
using Luria-Bertani (LB) medium instead of
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YMG. In addition, the E. coli plates and liquid
cultures were incubated at 37 °C. After 24 hours
of incubation, the plates were stained with MTT
(1 mg/ml in de-ionized water) to enhance the
contrast of the inhibition zones to the bacterial
growth.

3.5. Antituberculosis assay

The M. tuberculosis inoculum was prepared
from a log phase culture in Middle brook 7H9
broth (Difco, USA) supplemented with albumin,
dextrose, and catalase (ADC) and its turbidity
was adjusted to McFarland standard no. 1
[approximately 3 x 107 colony forming unit
(CFU)/mL]. The bacterial suspension was then
further diluted 1:20 in Middle brook 7H9 broth
supplemented with OADC (oleic acid, albumin,
dextrose and catalase). The antituberculosis
activity was performed using the method
described in our previous study with minor
modification [12].

3.5 Cytotoxicity assay

Cytotoxicity assay was performed based
on a method described by O’Brien [18]. HepG2,
MCF-7, and HelLa cells were maintained in
culture in Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM, ATCC, cat # 30-2003) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS, Heat
Inactivated, Gibco, cat # 10082-147) at 37 °C and
5% CO,. Cells were dispensed into black, clear
bottom, 384-well plates 24 h prior to compound
treatment. One column in each plate did not
receive cells to serve as a low-signal controls.
Compounds dissolved in DMSO were added
with the D300 digital dispenser (HP) as a 12-
point, half-log titration series in triplicate.
Sixteen wells in each plate were left untreated to
serve as high-signal controls. DMSO was
normalized to 0.5% in every well. After 48 h at
37 °C and 5% CO», a solution of resazurin
(Acros, cat # 189900050) in PBS was added to
every well to a final concentration of 44 uM.
After 4-6 h at 37 °C and 5% CO,, fluorescence
was measured with the microplate reader
(Synergy 4, Biotek).

Conclusions

In this study, seven new derivatives of
sesbagrandiflorain A were  successfully
synthesis. The bioactivity of both compounds is
under investigation. Our findings expand our
understanding of the natural constituents of S.



grandiflora, and possibly in other fabaceous
plants.
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