Purifikasi Katekin dari Ekstrak Gambir .... (Arifayu Addiena Kurniatri, Novi Sulistyaningrum, dan Lina Rustanti)

Purifikasi Katekin dari Ekstrak Gambir (Uncaria gambir Roxb.)

Purification of Catechin From Gambir (Uncaria gambir Roxb.) Extracts

Arifayu Addiena Kurniatri*, Novi Sulistyaningrum, dan Lina Rustanti

Pusat Penelitian dan Pengembangan Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan, Kementerian Kesehatan RI, Jln. Percetakan Negara No.23 Jakarta 10560,
Indonesia

*Korespondensi Penulis : arifayu_ak@litbang.depkes.go.id

Submitted: 04-01-2019; Revised: 06-03-2019; Accepted: 29-04-2019

DOIL: https://doi.org/10.22435/mpk.v29i2.1108

Abstrak

Uncaria gambir Roxb., salah satu tanaman asli Indonesia yang mengandung katekin dengan kadar
yang tinggi. Katekin sangat potensial digunakan untuk bahan baku obat karena efeknya terbukti sebagai
antibakteri, antivirus, dan antidislipidemia. Derivatisasi katekin dapat dikembangkan untuk menghasilkan
senyawa obat yang efektif sebagai antivirus untuk HIV. Untuk derivatisasi ini diperlukan isolat katekin murni
sebagai starting material agar diperoleh hasil yang maksimal sehingga proses purifikasi isolat merupakan
salah satu tahap yang penting. Dalam penelitian ini dilakukan isolasi dan pemurnian isolat katekin dari
ekstrak Uncaria gambir Roxb. yang selanjutnya akan menjadi bahan awal dalam derivatisasi katekin.
Ekstrak gambir yang digunakan untuk isolasi katekin adalah ekstrak gambir kualitas 1 yang diperoleh
dari Padang, Sumatera Barat. Ekstrak gambir dikarakterisasi sesuai dengan metode standar yang tertera
dalam Farmakope Herbal Indonesia. Isolasi katekin dari ekstrak gambir dilakukan dengan metode perkolasi
menggunakan pelarut etil asetat. Isolat katekin murni diperoleh menggunakan metode kromatografi cair
vakum (KCV) dengan serangkaian gradien pelarut heksana dan etil asetat. Pemurnian katekin dimonitor
menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dengan eluen kloroform : etil asetat : asam format
(5:4:1), kemudian diidentifikasi menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR), dan Liquid Cromatography-Mass Spectroscopy (LC-
MS). Kemurnian isolat katekin yang didapatkan 99,80%z 0,132.

Kata kunci: isolat katekin; purifikasi; Uncaria gambir Roxb.

Abstract

Uncaria gambir Roxb., one of native plants of Indonesia contains high levels of catechins. Catechins are
very potential to be used for medicinal raw materials because theirs effects are proven to be antibacterial,
antiviral, and antidyslipidemic. Derivatization of catechin can be developed to produce drug compounds
that are effective as antiviral agents for HIV. Derivatization process needs pure catechin isolate as a
starting material in order to obtain maximum result so that the isolation process is one of the important
stages. In this study, isolation and purification of catechin isolate from Uncaria gambir Roxb. extract was
carried out, which will then be the starting material in the derivatization of catechin. Gambir extract used for
catechin isolation was a quality 1 gambir extract obtained from Padang, West Sumatra. Gambier extract
is characterized according to the standard method stated in Farmakope Herbal Indonesia. Isolation of
catechin from gambir extract was done by percolation method using ethyl acetate solvents. Pure catechin
isolate was obtained using a vacuum liquid chromatograpy method with a series of solvent hexane and ethyl
acetate gradients. Catechin purification was monitored using Thin Layer Chromatography (TLC) method
with eluent chloroform:ethyl acetate:formic acid (5:4:1, then identified using High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy, and Liquid Cromatography-
Mass Spectroscopy (LC-MS). The purity of catechin isolate obtained was 99.80%+ 0.132.

Keywords: isolate catechin; purification; Uncaria gambir Roxb
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PENDAHULUAN

Indonesia mempunyai kekayaan hayati
yang besar terutama tanaman obat yang secara
turun temurun telah digunakan sebagai obat
tradisional. Berdasarkan hasil Riset Kesehatan
Dasar (Riskesdas) tahun 2010, presentase
penduduk umur > 15 tahun yang memilih
pengobatan tradisional adalah sebesar 45,17%.!
Salah satu tanaman obat yang potensial dan
banyak ditanam di Indonesia yaitu gambir
(Uncaria gambir Roxb). Gambir merupakan
tanaman khas dari daerah Sumatera Barat,
Sumatera Utara, Riau, dan Sumatera Selatan.”
Gambir merupakan komoditas tanaman yang
memiliki nilai ekonomi yang tinggi bagi
Indonesia.* Indonesia merupakan pemasok
gambir terbesar dunia yaitu sebesar 80%, dan
90% pasokan gambir Indonesia dihasilkan dari
Sumatera Barat.* Gambir banyak dimanfaatkan

masyarakat untuk menyirih, menyamak,
kosmetik, dan obat herbal.’
Kandungan kimia gambir adalah

katekin (7-33%), asam kateku tanat (20-55%),
pirokatekol (20-30%), gambir fluoresen (1-3%),
kateku merah (3-5%), kuersetin (2-4%), minyak
tertentu (1-2%), lilin (1-2%), dan alkaloid dalam
kadar kecil. Selain itu, gambir juga mengandung
katekin yang mempunyai gugus galat, seperti
galokatekin dan katekin galat.® Kandungan
katekin dalam daun gambir sangat tinggi
sehingga sangat potensial untuk dikembangkan
menjadi bahan baku senyawa derivat katekin.
Berbagai penelitian melaporkan bahwa
katekin memiliki efek positif bagi kesehatan
manusia dan tidak berpotensi mutagenik.” Hal ini
karena katekin dan derivatnya dapat bermanfaat
sebagai antioksidan yang tinggi diantaranya dapat
digunakan sebagai antibakteri dan antivirus.®1
Katekin dari gambir juga dapat dikembangkan
potensinya sebagai antidislipidemia.''?
Penelitian secara praklinik menunjukkan
adanya korelasi positif antara konsumsi katekin
dalam teh hijau dengan kesehatan jantung
melalui banyak mekanisme yaitu antioksidasi,
antihipertensi, antiinflamasi, antiproliferasi,
antitrombogenik, dan menurunkan kadar
lemak.!* Mekanisme katekin dalam menghambat
aktivitas enzim CoA reduktase yang berperan
dalam sintesis kolesterol telah ditelusuri secara in
silico dan ditemukan bahwa katekin lebih efektif
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dibandingkan dengan simvastatin.'* Penelitian
mengenai katekin lebih banyak diambil dari teh
hijau. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
katekin dari teh hijau memiliki efek mampu
melawan berbagai virus diantaranya HSV-1,
EBYV, adenovirus, dan mampu menghambat
virus HIV."?

Sampai saat ini belum ada obat yang
sepenuhnya dapat menyembuhkan Human
Immunodeficiency Virus (HIV)/Acquired Immune
Deficiency Syndrome (AIDS). Antiretroviral
(ARV) vyang sudah ada berfungsi untuk
menghambat replikasi virus, salah satunya yaitu
dengan mengikat enzim reverse transcriptase
dan protease yang diperlukan dalam replikasi
HIV. Harga ARV cukup tinggi dan sebagian
ARV yang dipakai di Indonesia merupakan
produk impor. Selain itu, ARV yang selama ini
digunakan memiliki banyak keterbatasan, antara
lain munculnya interaksi dengan obat-obatan
lain karena pasien dengan AIDS sebagian besar
mengkonsumsi obat lain selain ARV, jumlah dan
jenis obatnya terbatas, banyak efek samping yang
ditimbulkan sehingga mengakibatkan rendahnya
tingkat kepatuhan pasien serta munculnya
resistensi.'®!” Resistensi juga dipicu oleh variasi
genetik dari virus.'® Banyak tanaman obat yang
secara empirik telah digunakan masyarakat
sebagai terapi imun dan terapi adjuvant pada
infeksi HIV/AIDS. Derivatisasi katekin dapat
dikembangkan untuk menghasilkan senyawa
obat yang efektif sebagai antivirus untuk HIV."
Proses derivatisasi memerlukan isolat katekin
murni. Ekstrak Uncaria gambir Roxb. dalam
penelitian ini diisolasi dan dimurnikan, yang
hasilnya dapat dimanfaatkan dalam proses
derivatisasi katekin.

METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Farmasi Puslitbang Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan
Jakarta. Sampel berupa ekstrak gambir kualitas
1 (ekstrak gambir dengan kadar katekin > 90%)
dari Padang, Sumatera Barat. Bahan-bahan
lain, meliputi baku standar katekin, etanol p.a,
etil asetat p.a, HCl 32% p.a, aseton p.a, toluen
p.a, n-heksana p.a, kloroform p.a, asam format,
plat KLT aluminium silika gel 60GF**, etil
asetat teknis, n-heksana teknis, metanol HPLC
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grade, asetonitril HPLC grade, silika gel 60G for
column. Alat berupa serangkaian alat perkolasi,
seperangkat peralatan kromatografi
kolom cair vakum, vacuum rotary evaporator
(Buchi), lampu UV 256 dan 366 nm, sonicator,
spektrofotometer UV, HPLC analitik (Waters),
NMR (JEOL), dan LC-MS.

Ekstrak gambir dikarakterisasi sesuai
dengan metode standar yang tertera dalam
Farmakope Herbal Indonesia.” Isolasi katekin
dari ekstrak gambir dilakukan dengan metode
perkolasi menggunakan pelarut etil asetat
dan divapkan pelarutnya. Purifikasi katekin
dilakukan dengan metode Kromatografi Cair
Vakum (KCV) menggunakan gradien eluen
heksan-etil asetat (Tabel 1). Keberadaan
senyawa katekin dalam setiap fraksi proses KCV
dimonitor dengan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Fraksi dengan Rf yang sama dan spot KLT
tunggal dikumpulkan dan dievaporasi. Kadar
katekin ditentukan dengan spektrofotometer
UV. Isolat yang sudah kering diidentifikasi dan
dikarakterisasi dengan HPLC, LC-MS, dan
NMR.

oven,

Karakterisasi ekstrak gambir dilakukan

dengan prosedur sesuai Farmakope Herbal
Indonesia, didapatkan hasil sebagaimana
tercantum pada Tabel 2.

Berdasarkan hasil karakterisasi, kadar
katekin dalam ekstrak gambir sebesar 92,45% =+
0,247. Setelah dilakukan perkolasi menggunakan
etil asetat, dihasilkan isolat katekin sebanyak
80,74% dengan kadar 99.80%+ 0.132. Hasil
monitoring dengan KLT menunjukkan masih
terdapat pengotor dalam isolat ini, sehingga
dilakukan proses purifikasi dengan Kromatografi
Cair Vakum (KCV).

Proses KCV menghasilkan fraksi-
fraksi, yang selanjutnya dimonitor dengan
KLT menggunakan eluen kloroform:etil asetat:
asam format (5:4:1). Fraksi yang memiliki
spot dengan Rf sama dikelompokkan menjadi
satu dan dibandingkan dengan baku standar
katekin dan dievaporasi. Sedikitnya terdapat 4
fraksi gabungan hasil KCV. Hasil monitoring
menggunakan KLT, katekin terdapat pada fraksi
gabungan nomor 2 (Gambar 2). Katekin murni
yang diperoleh dari proses KCV penelitian ini
sebanyak 74,79%.

Tabel 1. Prosentase Perbandingan Eluen (Gradien Eluen) dalam Proses KCV Purifikasi Katekin

dari Ekstrak Uncaria gambir Roxb.

% Perbandingan Eluen

No- Heksan Etil Asetat Metanol
1. 100 0 0
2. 80 15 5
3. 60 35 5
4. 50 45 5
5. 45 55 5
6. 0 100 0
7. 0 0 100
Tabel 2. Hasil Karakterisasi Ekstrak Gambir
Parameter Hasil (%) Referensi (%)20
Susut pengeringan 16,04 £ 0,035

Kadar Air 11,96 + 0,035 <14
Kadar Abu Total 1,01 £0,035 <0,5
Kadar Abu Tidak Larut Asam 0,42 + 0,099 <0,1
Kadar Katekin 92,45 + 0,247 >90
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Kromatogram hasil analisa HPLC
isolat katekin (Gambar 3) menunjukkan
bahwa isolat katekin memiliki memiliki pola
dan waktu retensi yang sama dengan baku
standar katekin.
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Gambar 1. Purifikasi Isolat Katekin dengan
Metode KCV
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Gambar 3. Profil HPLC Analitik Isolat
Katekin Dibandingkan dengan
Baku Standar Katekin

Hasil pengukuran isolat katekin dengan LC-MS
adalah sebagai berikut:
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Gambar 2.Profil KLT Fraksi Gabungan
Hasil KCV, Eluen Kloroform:Etil
Asetat:Asam  Format  (5:4:1).
Kiri-Kanan: Ekstrak Gambir; (1)
Fraksi 1; (2) Fraksi 2; (3) Fraksi3;  Hasil NMR proton dan karbon isolat katekin yang
(4) Fraksi 4 didapat adalah sebagai berikut ini:

Gambar 4. Profil LC-MS Isolat Katekin
dengan ES(+) Ion Parent m/z
291,03
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Gambar 5. Spektra 1H-NMR Isolat Katekin
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Gambar 6. Spektra 13C-NMR Isolat Katekin

PEMBAHASAN

Karakterisasi sampel ekstrak gambir
yang dilakukan dalam penelitian ini dimaksudkan
untuk menjamin bahwa ekstrak mempunyai nilai

(Arifayu Addiena Kurniatri, Novi Sulistyaningrum, dan Lina Rustanti)

parameter tertentu yang konstan. Berdasarkan
hasil karakterisasi, kadar air ekstrak gambir yang
diperoleh yaitu 11,96%+0,035% yang berarti
telah memenuhi persyaratan Farmakope Herbal,
yaitu tidak melebihi 14%.° Penetapan kadar
air ini bertujuan untuk menghindari cepatnya
pertumbuhan jamur dalam ekstrak. Kadar air
yang cukup tinggi dari ekstrak ini dikarenakan
katekin memiliki banyak gugus hidroksi yang
mengakibatkan ekstrak bersifat higroskopis
sehingga perlu diperhatikan penyimpanannya,
di laboratorium dapat disimpan dalam desikator.
Kadar air yang cukup tinggi ini juga disebabkan
karena proses pembuatan ektraknya. Daun
dan ranting pohon gambir mengalami proses
pengukusan untuk mendapatkan ekstrak gambir.
Kadar susut pengeringan ekstrak sebesar
16,04%+0,035%. Susut pengeringan memiliki
nilai yang lebih besar dari kadar air. Hal ini
menunjukkan bahwa selain air, minyak atsiri
yang terkandung dalam ekstrak gambir juga ikut
menguap pada suhu 105°C.

Ekstrak gambir yang digunakan memiliki
kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam
sebesar 1,01%+0,35% dan 0,42%=0,099%.
Parameter ini tidak memenuhi persyaratan
Farmakope Herbal sehingga ekstrak ini tidak bisa
digunakan sebagai bahan baku sediaan farmasi
namun masih bisa digunakan sebagai bahan
penelitian skala laboratorium. Pada penetapan
kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam,
ekstrak dipanaskan pada suhu 700°C. Pemanasan
ini mengakibatkan senyawa organik menguap
sehingga menyisakan senyawa mineral dan
anorganik saja. Kadar abu total dan kadar abu
tidak larut asam menggambarkan kandungan
mineral dalam ekstrak, utamanya kandungan
logam berat karena pemanasan di atas 600°C tidak
menghilangkan logam berat. Dalam hal ini kadar
abu total menunjukkan sisa senyawa anorganik
dalam ekstrak, sedangkan kadar abu tidak larut
asam menunjukkan kandungan unsur anorganik
yang tidak larut asam.

Pemeriksaan  organoleptik  ekstrak
meliputi bentuk, warna, bau, dan rasa. Dari
hasil pengamatan didapatkan hasil ekstrak
berbentuk padatan berwarna coklat kemerahan
dengan rasa pahit. Penentuan organoleptik ini
ditentukan dengan panca indera dan bertujuan
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untuk pengenalan awal secara sederhana yang
masih bersifat subjektif. Berdasarkan hasil
spektrofotometri, kadar katekin dari ekstrak
diperoleh sebesar 92,45% + 0,247%. Kadar ini
telah memenuhi persyaratan Farmakope Herbal
dimana kadar katekin pada ekstrak gambir
kualitas 1 tidak boleh kurang dari 90%.° Hal ini
menunjukkan sampel ekstrak Uncaria gambir
Roxb. yang digunakaan memiliki kualitas yang
baik.

Kandungan kimia terbanyak dari ekstrak
gambir adalah katekin.?' Isolasi katekin dilakukan
berdasarkan perbedaan kelarutan menggunakan
pelarut dengan berbagai tingkat kepolaran.
Pelarut yang kepolarannya mendekati kepolaran
air seperti metanol, alkohol, eter, atau aseton dapat
digunakan untuk melarutkan katekin. Demikian
pula dengan pelarut jenis semi polar seperti etil
asetat dan kloroform, pelarut jenis ini masih
dapat melarutkan katekin dengan baik. Senyawa
yang diduga bukan katekin tidak akan larut. Hasil
percobaan yang telah dilakukan sebelumnya
diperoleh bahwa katekin dapat larut paling baik
dalam etil asetat, sehingga dalam penelitian ini
digunakan metode perkolasi dengan pelarut etil
asetat untuk hasil isolat mengisolasi katekin dari
ekstrak gambir. Hal ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan Widiyarti*? bahwa ekstraksi
katekin dari gambir dengan pelarut etil asetat
memperoleh hasil yang tinggi dan ekstraknya
memiliki aktivitas antioksidan.  Penelitian
lain menyebutkan ekstraksi katekin dari daun
teh memperoleh hasil yang optimum dengan
kombinasi pelarut etil asetat-diklorometana.
Proses isolasi katekin yang dilakukan diperoleh
rendemen sebesar 80,74%, dengan kadar katekin
99,80%=0,132. Hasil KLT terhadap isolat katekin
menunjukkan bahwa isolat tersebut masih belum
murni, sedangkan untuk keperluan derivatisasi
diperlukan isolat katekin murni. Oleh karena itu,
dilakukan pemurnian dengan metode KCV untuk
menghilangkan senyawa selain katekin di dalam
isolat.

Hasil monitoring KLT dari tiap fraksi
dibandingkan dengan katekin baku menunjukkan
keberadaan senyawa katekin dalam fraksi
gabungan nomor 2 (Gambar 3). Fraksi dengan
spot KLT tunggal menunjukkan satu senyawa
di dalam fraksi, diperkirakan katekin murni ada
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di dalamnya. Kromatogram hasil analisa HPLC
menunjukkan waktu retensi dan profil isolat
katekin yang sama dengan baku standar katekin,
memperkuat hipotesa bahwa benar senyawa
yang didapat adalah katekin dengan kemurnian
yang relatif tinggi. Hasil analisa LC-MS isolat
(Gambar 4) dengan ion parent m/z 291,03 [M+1]
menunjukkan berat molekul senyawa yang
didapat adalah benar katekin m/z 290. Hasil
LC-MS diperkuat dengan data analisa 1H dan
13C-NMR (Gambar 5 dan 6) bahwa senyawa
yang didapatkan adalah benar merupakan
senyawa katekin.

KESIMPULAN

Penelitian ini telah berhasil mendapatkan
isolat katekin dari ekstrak Uncaria gambir Roxb.
dengan kadar 99,80%=+0,132. Isolat katekin
yang diperoleh setelah dimurnikan dengan
metode kromatografi kolom vakum telah berhasil
diidentifikasi dan dikarakterisasi dengan HPLC,
LC-MS, dan NMR.

SARAN

Pengembangan derivat katekin sebagai
kandidat bahan baku senyawa antiretroviral
memerlukan penelitian lanjut untuk menghasilkan
isolat katekin murni pada skala produksi
agar derivat katekin bisa lebih berpotensi
dikembangkan secara mandiri di Indonesia.
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