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UJI ANTIMALARIA SENYA\VA HASIL ISOLASI FRA((SI POSITIF 

ALI~LOID DAUN ("AS .. \'/A ~'/Aft-IEA PADA BIA({AN IN VITRO 

PI_..fSMO/>/lIM FALC/PARUM 

(Wiwied Ekasari. Aty Widyawaruyanti. Suhintam Pusarawati) 

(tahun 2004. 27 h~llaman) 

IUNGKASAN 

Bangkilny~, kcmb~lli pcny"kil nmlari~l mcnyeb"bk'lI1 pen~lrInn scnyawa bnru 

sebagai obat antimalaria baik dari bahan alam nmllplln hasil sintesis terus dilakllkan. 

Pemakaian baltan alalll untllk mengatasi berb.1gai penyakit telah lama dilakukan. 

Tanaman sebagai sllmber pOlcnsial obat alllimalaria dimulai dcngan ditelllukannya 

kinina. alkaloid yang berasal dnri kulit batang (';l1duma sp. yang dilanjutkan dcngan 

artemisinin dari tllmbuhan Al'lc:m; ... ;u ,111111"'. 

Oari beberapa tUlllbllhan yang telah berhasil diisolasi senyawa bioaktifilya 

terhadap Pltl.\"IIlOdiulII Ja/c:iparlllll diketahui bahwa senyawa alkaloid m.'lsill merupakan 

golongan senyawa yang potensial sebagai antinmlariol. 

Oi Indonesia. salah salla tanmmlll yang banyak digunakan secara tradisional untuk 

antimalaria adalah daun ('as.\·i" .\-;"mc:". Beberapa penelitian terdahulu tcntang aklivitas 

antimalaria dari tanaman ini telah dilakllkan dengan hasil memllaskan. Sebagai lanjlltnn • 

maka pada penelilian ini dilakllkan uji aktivitas antil11alaria dari senyawa hasil isolasi 

fraksi positifalkaloid d.wn C. .\·ialllC:U dengan mencl\lllkan harga IC sO nya. 

Serbuk daun C. siamc:a yang telah dihiL1ngkan lemaknya. diekstraksi lagi dengan 

etanol 96% yang mengandllng 1% asam tartral pada suhu kamar. Kemudian dibasakan 

engan NH40l-l dan diekstraksi Ingi dengnn Cl-lCIJ hingga diperoleh ekstrak CHCI3 

ekat . Terhadap I g ekstmk kloroform. dilakllk'lIl kromatografi kolom vakum dengan 

nenggunakan tase gemk n-heksana-kloroform-etanol pada berbagai macal11 

erbandingan. Kellllldian te.-hOldOlp I g fraksi posilif alkaloid hasil kromatografi kolom 

dilakukall Jagi isolasi krollUllogrnti kolol11 lumbat menggunakan fase gerak 

engan kepolaran yang meningkat yailu heksana-khloroform-etanol. EJuat ditampung 

etiap 7.5 ml dan hasiJ tampungan yang positip alkaloid kemudian digabungkan. 

III 
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Terhadap senyawa Imsil isolasi kellludian dilakukan identifikasi golongnn alkaloid 

yang hasilnya memberikan noda jingga pada uji KL T dengan pennmpak noda 

DragendorfT. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimalaria dengan menggunakan 

metode Tregger and Jensen. Untuk· membnntu kelarutan bahan uji dipakai campuran 

elanol 96% : DMSO (9: I). Parasit yang digunakan adalah isolat P . ./alcipClI"IIIII A2 dari 

Myanmar dalam keadaan sinkron pada stadium trofozoit muda bentuk cincin (usia 12 -18 

jam). dimmm lIntlik Illendaptltkmmy" diptlkt,i I'lrlllan sorbitol 5 %. 

Perhitllng.1I1 0/0 pcngh:unlxutll1 skizon dik,kllk'1I1 dCllg.1I1 mcmbuat hapusall uaruh 

tipis yang diwarnai dengan Giemsa dan kemlldian dihitung jumlah eritrosit yang 

terinfeksi per 5000 eritrosil. Selanjlltnya dihitung hurga lC~u memakai analisa probil. Dari 

h.1Sil lIji ant im.1lari'l. diperoleh h.trga IC~II scbesar 0.24 ).tglml. sedangkan klorokllin 

difosfat sebagai Ob..1t standar sebesar 1.03 ~lg/ml. Dari sini dapat dilihat bahwa harga ICslI 

senyawa hasil isolasi fraksi positif alkaloid duun C. .,·jall/eo lebih kecil daripada 

klorokllin difosf.1t lIntuk isolat I'. ,/elldl'",."m A2 dari Myanmar. Dengan dcmikian 

senyawa alkaloid daun C .. \·ialllea ini mempunyai peluang sebagai obat skizontosida buru. 

""renanyn perlu dilakukan pcncliliall Icbih lanjut tentang pencntuun struktur 

senyawa alkaloid ini sehingga nantinyu senyawa ini dapat benar-benar dikembangkan 

dan dilerllSktln Illc1li"di obm .Hllinmlaria. Y.lI1g diharapkan dapat Illcngganti obat-obat 

Illilllalari'l y'lng tidak mall kllntng cfektif Itlgi dtll"l11 menanggulangi penyakit malaria. 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Uji Antimalaria Senyawa... Wiwied Ekasari dkk



ABSTRACT 

One of the effort to fight malaria is looking for new antimalarial drugs. which 

could be started by looking for plants th~u are traditionally used as antimalarial herbs and 

Cassia siallll1a is one of the herbs lIsed in Indonesia as antimalarial drug. 

This research was done to know the antimalarial activity of alkaloid isolated from 

C. .viallll!a 1e.1ves. The result of ill "ilm antimalarial activity of alkaloid isolated of C. 

siamea leaves against P . .Iilldpantlll A2 from Myanmar was was found to have an Ie 511 = 

0.24 J.lg/ml , The research showed that alkaloid isolated of C. .vialllea leaves has higher 

antimalarial activity, 

Keyword: C".\',\'ia Sitlll/lm. Pla.\'IIwdilllll.lcllc:il'''l'IIlII. a Ikaloid. ant imalnrinl 
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1.1. Latar nel'lkang 

nAn I 

PENDAHULUAN 

Pada sekitar tahun 1950 - 1960. penyakit malaria ini diramalkan akan dapat 

dieradikasi dengan adanya pencanangan WHO untuk pemakaian pestisida seperti 

DDT guna memberantas vektor nyamllk disamping pemakaian obat-obat anti malaria 

tentunya. Namun ternyata pada tahun 1987 terdapat laporan bahwa sekitar 103 juta 

Illanusia diseillruh dunia terjangkit penyakit ini (Phillipson, 1991) bahkan WHO 

( 1994) juga melaporkan ada 300 sampai 500 juta kasus klinik dari malaria tiap tahun 

dan Illenghasilkan kelllatian 1.5 sampai 2,7 juta kematian . Parasite Rate (PR) di 

Indonesia sendiri. terutama diluar lawa-Bali sejak tahun 1984 sarnpai sekarang belurn 

Illenunjukkan adanya penurunan. Parasite Rate di luar lawa-Bali tahun 1984 tercatat 

sebesar 4,5%, kemudian tahun 1992 sebesar 4,47% dan tahun 1993 meningkat 

menjadi 5.52% (Dep.Kes.RI. 1994). 

MunculnYli kcmbilli penYlikit ini disebubkml oleh berbagai Illacalll raktor 

yang kOlnpleks, dhllllanlllYli leruilimu discbnbkiln" nd,lIlya resislensi dari PlwmlOtlillJII 

fu/dparlllll terhadap obat antimillaria yang beredar saat ini serta adanya rcsistensi dari 

vektor nyamuk AllophC!/C!." terhadap peptisida seperti DDT. (Phillipson, 1991; 

Simanjutak. 1995). Hal ini menyebabkan pencarian senyawa baru sebagai obat 

antimalaria baik dari bahan alam maupun hasil sintesis terus dilakukan. 

Tanaman sebagai slIl11ber potensial obat antimalaria dimulai dengan 

ditel11ukannya kininn. alkaloid yang berhasil diisolasi dari kulit batang ('im:i101IC1 .'J). 

Di Indonesia . sahlh saW tllnmmlll yang bllnyak digllnakan secara tradisional sebagai 

obat anti malaria adnlnh dnlln (·tI.\:,-;U .'\;tlll/('" ( Johar) dari suku Cacsalpiniaceae yang 
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l1lelllpunyai kandllngan di,ullaranya iuluh senyawa golongan alkaloid (EI Sayyed, 

1984). 

8eberapa penelitian tentang aktivitas ('. sitmu!o sebagai antimalaria telah 

dilakukan. Pelleliti telah Illelukukall uji aklivilas antilllalaria daun C . .\"iClmeu sccara ill 

"ill'O dengan l1lengikuti tahapan isolasi alkaloid dan didapat hasil lC,o pada masa 

inkubasi 48 jam sebagai beriklll : Ekstrak etanol: 7.06310 J.1g/I1lI, Fraksi kloroform: 2, 

40565~lglllll. Fraksi positif alkaloid daun ('. :~iallleCl : 1.70144 J.1g/ml, scdangkan 

harga IC~() klorokuin difosf&1t sebagai obat antilllalaria standar adalah : 1,03319 J.1g1ml 

(Wiwied 2002). 

Berdasarkan h,lI tersebut (hlpat dililmt bahwa harga IC sO fraksi positif alkaloid 

hampir tidak jauh dengan harga Ie ~() klorokuin ditbsfat • yang berarti bahwa fraksi 

ini amat potellsial untuk diteruskan. Karenanya pada penelitian kali ini akan dilakukan 

isolasi fraksi positif alkaloid dari dalln ini dan Illengllji aktivitas antimalarianya. 

sehingga akan didapat senyawCl yang 'lktif sebagai antimalaria yang dapat menjadi 

data awal untuk mellltiu uji manfaat (klinik) pad a manusia. Dengan demikian 

diharapkan dapat ditemukan senyawa bioaktif yang bisa menggantikan obat· 

obat anti malaria yang tiduklkunlllg efektif dalam menanggulangi penyakit 

malaria. 

1.2. RUMUSAN MASALAI-I 

Adaplln rumusan masalah pad a penelitian ini adalah sebagai berikut: 

I. Apakah senyawa hasil isolasi fraksi positif alkaloid dari daun C. S;Cll1lea 

mempunyai daya hamb", terhadap pertumbllhan P. falciparum seeara ill "iI/"{) ? 
o 

., 8erapakah harga 1(' ~u senym ... ·a hasil isolasi fraksi positif alkaloid dari daun C. 

sialllea terhadap penulllbuhan P. ji.,lc:iparum seeara ill vilm ? 

2 
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DAD II 

TINJAUAN PUSTAI(A 

2.1. T1NJAUAN TENTANG TANAMAN C4SSIA SIAft1EA 

2.1.1. Klasifikasi tnn:lI11nn (Backer. (963) 

Divisi : Spermatophyta 

Anak Divisi : Angillspcrmae 

Kelas : Dicotyledoneae 

Anak Kelas : Dialypetalae 

B.lIlgsa : Legulllinosne 

Suku : Caesalpiniaceae 

Marga : ('ussiu 

Jenis : Cassi" siulllft" 

Nama daerah : Johar. Juwar (Heyne. 1987) 

.1.2. K:mdllngnll Idmi:1 (i'.\· ... ill ... illlllC!(I 

Kandungan senyawa kimia yang terdapat pad a tanaman C"ss;" .'iitllllf!CI 

ntara lain: (Harbollne. 1971; EI-Sayycd. 1984; Biswas, 1986) 

Daun : triterpenoid. alkaloid inti isokuinolin ( siaminin) , senyawa 

golongan antrakllinon (dioxapenalen. krisofanolantron) 

Kayulbatang : ranin. amrakinon. lignin. pentosa hidrosianat 

Bunga : senyawa alkaloid inti krolllon. yailu cassia denindihidroisokumarin. 

a5am kumarat. sterol 

.. 
. ' 
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2.1.3. Kcgllll:llIu Cll ...... ill ... illllll!11 

Daun dari lanaman ini telah lama digunakan secara tradisional sebagai 

obat anti malaria. menghilangkan gatal-gatal dan penyakit kulit. Rebusan dari akar 

pohonnya dapat digunakan sebagai obat cacing serta bunga dan buahnya sering 

dipakai sebagai tonikulll (Heyne, 1987) 

2.2. TINJAUAN TENTANG MALARIA 

2.2.1. Pcnynliil m~lla .. in dnn Ilcl'mnsnlnhnnnyn 

Penyakit malaria telah diketahui sejak Jaman Yunani kuno. namun 

penyebabnya baru diketahui pada abad ke-19, setelah Laveran melihat "bentuk 

pisang" dalam darah seorang penderita malaria. Kemudian barn diketahui bahwa 

malaria ditularkan oleh nyamuk yang terdapat di rawa-rawa. Nama malaria berasal 

dari bahasa halia "mal'aria" yang berarti udara buruk, karena penyakit ini banyak 

terdapat didaerah rawa yang berbau busuk (Bruce. 1986; Gandahusada 1990). 

Penyakit malaria adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh parasit bersel 

tunggal yailu protozoa yang lermasuk dalam marga PI"smot/il/nl t yang mempunyai 

habitat di dalam sel darah merah dan sel halL I'las/llot/il/III ini mempunyal 4 spesies 

yang bersitat parasitik bagi manusia yaitu J' . .I',kipul'IIlII, 1'. lIIul"riue, . vi""x dan P. 

oni/!!. Parasit ditularkan ke manusia melalui gigitan nyamuk bet ina marga Alloplu!les. 

Malaria ditandai dengan gej.lla klinis yang khas yaitu demam tinggi, menggigil, 

anemia dan splenomegali. Dari keempat jenis Plasmodium tersebul yang paling 

patogen adalah PlusmodiulII /i.lkipul'IIlII karena kemampuannya menyerang erilrosit 

muda dan tua serta memiliki resiko kematian y,Ulg tinggi pad a individu non-imun 

(Schlesinger. 1988; i\:lubin. 1992). lnteksi 1' . .I'i/L'ipLlI'IIIll banyak ditemukan didaerah 

tropik dan sub tropik karclla padn suhu kunlllg dari 20"C siklus hidup plasmodium di 
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dalam tubuh nyamuk terhambat. Oi Indonesia parasit ini tersebar di seluruh kepulauan 

(Boyd, 1970; Gandahusada, 1990). 

2.2.2. SikJus hidul) PltlSIIIOIlilllll[tlldpurtllll 

Siklus hidup selllua jenis PIU,\'1II0dilllll yang Illenyerang manusia terdiri dari 

dua tase yaitu tase seksual (sporogoni) dalam tubuh nyamuk betina genus Allopheles 

dan tase aseksual (skizogoni) pada hospes manusia yang terdiri dari dua bagian yailu 

skizogoni pada sel hati (pra-erylhrocyti~ shizogony) atau fase jaringan dan skizogoni 

dalam sel darah merah (erythrocytic schizogony) atau tase eritrositik (Manson, 1987; 

Strickland, 1991). 

Infeksi diawali dengall masuknya sporozoit ke dalam sel darah merah. 

Sporozoit dalam waktu 0,5 - I jam menghilang dari darah karena parasit tersebut 

menginvasi sel hari (siklus eksoeritrositik). Terjadinya efek klinis diawali dengan 

pelepasan parasit dari sel hati disebut dengan merozoit, kemudian menginvasi ke 

dalam sel darah merah atau retikulosit. Selama p~lrasit didalam sel darah merah 

dikenal sebagai siklus aseksual (siklus intra-eritrositik). lnvasi tergantung pada 

interaksi reseptor spesilik pada sel darnh merah, glikophorin dan merozoit. Ujung 

anterior merozoit menebal dan mengadakan hubungall dellgan membran eritrosit. 

setelah itu mengalami illvaginasi untuk membentuk vacuola yang membungkus 

parasit kemudian masuk ke dalam eritrositik 

Oalam sel darah merah merozoit berkembang mel~adi tidak teratur disebut 

trotozoil. Selama perkelllbangan parasit Illengabsorbsi haemoglobin yang tinggal 

sebagai pigmen hematin atau hemozoin dan talllpak siloplasllla sebagai granula gelap. 

Kellludian intinya mengalallli perbanyakan secara skizogoni mel~adi merozoit disebut 

skizon. Bila skizon malang, erilrosit akan pecah dan melepaskan merozoit , kemudian 
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menginvasi sel darah merah barn. Dnlam satu sikilis P.laldparlll11 memerlukan waktll 

48 jam (Miller. 1987~ Strickland 1991) 

Setelah bcbempa siklus. merozoil berdefcrcllsiasi Illcnjadi Illikrogamel dan 

makrogamet. Gamelosit ini akan masuk ke dalam tubuh nyamuk selama Illengisap 

darah. Dalam tllbllh nyamllk parasit Illengalami siklus seksual yang akhirnya 

mcnghasilkan sporozoit. 

2.2.3. 1\'Io.·fologi Plmmuulillllll"ldptlrlIlII 

PICI.'ilIIOdilllll ini melllpunyai 4 belli uk yailu : 

I. Bcntuk cincin. mcmpunyui di,lmcler kunlllg Icbih I ~un. tipis • Illempunyai nukleus 

yang berbentuk b .. lang aluu lerbagi Illcnjmli 2 gmnuJ. 

., Bemuk trotozoit • sangat kecil dan halus dengml ukuran ± seperenam diameter 

eritrosit 

Bentuk skizon . ukuran ± 30 P pada hari ke-4 setelah infeksi dan skizon 

mempunyai titik - titik kasar yang tampak jelas (titik Maurer) tersebar pada dua 

peniga bagian eritrosit. 

Gametosit. ada dua Illacam bentuk gametosit yailu makrogalllet atau gametosit 

betina dan Illikrogamct alau gmnetosit januUl. Makrogamel biasanya lebih langsing 

dan panjang dari Illikrogamet. sitoplasmanya lebih biru dengan pulasan 

ROlllanowsky/giemsa. lntinya lebih kecil dan padat. berwarna merah tua dan butir­

butir pigmen tersebar disekitarnya. Mikrogamel berwarna biru lemah atau 

kemerahan dan intinya bcrwarna merah mud". besar dan tidak pad at. butir-butir 

pigmen tersebar disitoplasma sekitar inti. 
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Gamba .. 2.1. Morfologi P . ./i.lldptll'lIl11 (Kudo. 1966) 

Keterangan a 
b 

: tiga bentuk cincin dalam eritrosit 
: pertumbuhan skizon dalam eritrosit dengan 

bintik Maurer's 
"c -f : pertumbuhan dan fase skizogoni 
g-h : bentuk merozoit 

: bentuk makrogamet 
.I : bentuk mikrogamet 

2.3. T1NJAlIAN TENTANG METODE OJI AKT1V1TAS ANT1MALAruA 

Untuk pengujian antimalaria dari ekstrak tUl1lbuhan dan isolat hasil kolom, 

digunakan eara tes mikro yang didasarknn atns tehnik dari Rieekmann dkk yang 

kemlldian disempllrnakan oteh WHO tahun 1982 (WHO. 1985). Bahan uji dilarutkan 

dalam DMSO . diencerkan sampai kadar tertelllll dalam mediulll RPMI 1640 yang 

mengandllng 10% serum manllsia. 25 mM HEPES dan 25 mM NaHCO;\. larutan 

disterilkan dengan sariligan diameter 0.45 ~1I1l dan diencerkan seeara serio Masing-

masing lempeng SlIlllur mikro diisi dengan larutan bahan uji dan ditambahkan 180 III 

suspensi 5% eritrosit dengan parasitemin 1 % sehingga masing-masing sumur berisi 

200 ~tl medium yang mengandllng serum dan bahan uji yang diteliti. Kemudian 

diinkubasikan dalam inkllbator CO~ pada sllhll 37" C selama 48 jam • dan dilakukan 

evaluasi hasil. 
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2.·t EVALlI.-\SI H.-\SIL LI.1l ANTIMALARIAL 

Setelah diinkllbasi selama 48 jam. lelllpeng SUlllllr mikro dikeluarkan. 

sediaan uji dicampur sampai homogen dan disentritLlse. tiltrntnya dibuang dan bagian 

yang pekat dibuat scdiaan lapisan darah tetes tipis dengan 3 kali pcngulangan. 

Sediaan dikcring.kan pnda suhu kmmlr. ditiksm.i dcngan metanol. kemudian sctclah 

kering diwarnai dcngall larutan Gicmsa J % dillillll pH 6.9 - 7.2 selama 1 jam. 

Evalu,lsi dilakukan dCIlg.an earn mellghitung persen penghal11batan terhadap 

penumbuhan P·fu1dptll"lllIIterhndap S.OOO eritrosit (Noster. 1990). 
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DAD III 

TlIJlIAN DAN l\IANFAAT PENELITIAN 

3.1. TUJUAN PENELITIAN 

TUJUAN UMUi\1 

TlIjllan 1I1ll1l1ll dari penelitian ini ildalnh untuk Inellgetahui daya hambat senyawa 

hasil isolasi traksi positif alkaloid daun (t. .'iitllllC!a terhadap pertumbuhan P . 

.Ittldparum seem'a ill "i/ro. 

TlIJlIAN KlllISlIS 

Untuk mengetahui berapakah harA:ta Ie 50 dari senyawa hasil isolasi fraksi pOSilif 

alkaloid daun (' . ... iamea terhadap pertumbuhan 1' . .!ttlc.:ip"rul1I secara ill vifro . 

3.2. i\IANF.-\:\T J»ENELITIAN 

Dengan diperolehnya data ilmiah mengemli nktivitCls senyawa hasil isolasi fraksi 

ositif alkaloid dari dalln (·a ...... iLl ... ialllc.'a. maka akan dapat dilakukan penelilian 

anjlltan lIntlik mendapatkan senyawa aktif 11l1lrni yang berkhasiat sebagai anti malaria 

ehingga didapatklln b.lIl'lIl obm nnbnti yang dapat menghambat P/u.\"IIwdilllll 

. illdpClrulll 

C) 
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4. I. B:l h:l 1l il l' lI l' lil ia n 

.. L I . I. Ih 11 11 C(/xxia .'iil/llle/l 

BABI V 

i\IET ODE l'ENELlTI.·\ N 

D:lllIl (', si(/I11~'(/ ~'allg <Ii pl'rokh d:lI'j lingkungan k:lmpus n Universitas 

Airl'lIIgga dan 1~l;lh d i d!.'lcrl1ljna ~ i di Laboraloriulll OOlil lli-Farmasi FFUA. diambil 

sccara neak, dieuc·j d:m dikcringkan lkng:1II diangi lhlllginkan diuda ra Icrbu!':a . SClclilh 

ke ring daull di::crbuk :::Jlllpai halus. 

G:u:lbar 4. 1. Daull lil nam;\t1 ("IISS;lI Sh ,ll/l 'U 

.J .1 . 2. PIII ,Wllldi ll/1l JitfcifJllril 11/ 

I'. /u/l"Il)(/1'1I111 ya ng digullakan ildalah i::ol:u J'jilldpuf'//III ,-\1 yang dipcroich 

dari ~ l yallmar dim dikclIlbangkil ll di TOC Una ir Surabaya dcngan Icknik modilikasi 

Trngt:r and knsl'lI II, jit/cil'(l1'II1II yang digunakan ulltuk uji elcktilitas ill I'ilm tcrlebih 

ahulu disinkroni:'ilsi dcngan sorbi tol 5 % . 

. 1.3. 13:l h:l u jlcJIlban d iug 

Bahan pembaLl(ling 'Idalah klorokuin difos liu 

.I A. B:d l:1II I,-illl ia 

Untuk isolasi n·heks;w:l. ~Ianol . klorolurm. H2S04. NH40H, asam tart rat. 

Will en;!. asellln. 1~lllp~ng KL T silika gel GF 2:'~, silib gd GF 254, I-I CI, 

p~nampak nmb Dr:'g~lldllrtr 
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• Untuk uji ill "ilm : air suling, RPMI 1640. HErES butTer, natrium bikarbonat, 

gentamisin sultat, senlln Illanusia, eritrosit manusia, Illinyak illlersi, pewarna 

Giemsa, dapar fosfat, sorbitol 

·t2. Alat-alnt Peneliti:lII 

Kolom kromatograti. mikropipet. alat-alat gelas. vial. bak kromatograti, 

lamilmr air now (Cleiln bench - I-litilchi). inkubntor (Isuzu Incubator Model Z-2195), 

autokh,t: lenlltri pemJingin. ek~ikill11r (ciliulle jilr). mikroskop deng"'l gelas obyck. 

penyaring membran pipet 0.22 ~1I11. lempeng sllmllr mikro. botol/flask mediulll steril. 

pH meter dan alat-alat tabung sentrifus bertutup. 

4.3. Lokasi Penelitian 

Penclitian dilakllkan di Lilbomtoriulll Botanitarmasi-Farmakognosi dan 

Fitokimia . Bagian Bahan Almll Fakllltil~ Farmm;i Univcrsitils Airlangga untuk isolasi, 

~edang uji aktiviuls uililkllkan di Tropical Disease Centre (TDC) Universitas 

Airlangga SurabilYil. 

4.4. Pl'osedUl' PCllelitiall 

4.4.1. Pembu:lhlll EI,stl':II, 

Serbllk dalln ('. siallu't/ sebilnyak I kg diekstraksi dahlliu dengan pelarut fl­

heksilIHl untuk ml!nghililngkill1 ICllmk-lclllilknya. kemlluiun serbuk uikeringkiln 

kembali silInpili bcb(ls n-heksallil dml diekstraksi lagi dengan elanol 90% yang 

nengandung 1% (lSillll ulrtrat. padil suhu killlmr. Hasil ekstrak disaring dml dipekatkan 

'ampai seperempm volume sellluia dengiln rolilvapollr. Ekstrak kental ini kemudiiln 

ibasakan dengan NH40H dan diekstraksi kocok dengan kloroform beberapa kali . 

asil ekstrak klorotorm kellludian dikumplilkall dan dirotavapour sampai pekat. 

I I 
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SelanjulIlya dilakukan pemisalmn pada hasil san kloroform dengnn kromatogrnli 

kolol11 vakum. 

·1.·1.2. Pembmll:lII FI·:1I~si All~:1loid dcng:llI Kl"Om:ttogl·nli Kolom VnlUlIl1 

Fnse diam yang digunakan adulah silika gel 60 G (E-merck), alat yang digunakan 

adalah sinlered glass yang dihisaj1 dengml pompa vakum. Elusi dilakukan dengan 

i11se gerak yang Illcrupnknn Cillllpllrlln <.Iari n-heksnml - kloroforlll - etanol dengan 

berbagai perbnndingnn. Fmksi yang pOSilip alknloid •. selanjutnya diisolasi dengan 

kromatograti kolom lal11bat. 

...... 3. Isolnsi FI":ll~si y:llIg posilir All<:doid dcngllil Kl·omntogl·llli I<olom Lnmbnt 

Fase dial11 yang digunakan adalah silika gel 60 , alat yang digunakan adalah 

tabung kololll dan pemisahan dilakllkan dengan menggunakan fase gerak dengan 

kepolaran yang meningkat yaitu heksana ~ klorotbrm dan elanol. Dital11pung tiap 7,5 

1111 dan hasil isolasi yang positip alkuloid selanjutnya dilakukan uji aktivitas 

antimalarianya. 
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Serbul, dllun CII ... S;II ... itllllC:lI 

Diekstrasi dg n-heksana 
~r----'-------,~ 

Ekstrak n-heksana Ampas 

i' 
Fraksi 

Ekstrak etanol 
+ NI-I401-1 

Diekstraksi dg etanol 90% yg 
Mengandung I % asam tartrat 

Ampas 

diekstraksi du kloroform :: 

f kloroform fair 

~dikrOJllatOgrati kolom cepat 

t t 
Fr.pos Frnksi 

~ 
Fraksi 

alkaloid 

~ dikromatograti kolom lambat 

isolat alkaloid 

Gmnbar 4.2. Skemn isolnsi senyawa nlkuloid dnri daun ('. sial11C!£l 

.5. Prosedul· Pembinlillll Sinnmbung PIII.'·,IIIUlilllll!lIldpllrlllll 

J' . ./'IIc:iparlllll dibiakkan secara sinambung dengan teknik moditikasi dari 

ra!.!er and Jensen (1976). Parasit nmlaria stadiulll aseksual hidup didalam eritrosit 

nduk selllang. Bil .. dibiakklln secarn ;11 '-;11'0 benlfti pnrasit juga ditumbuhkan dalam 

ritrosit manllsi,) ditiUubah dcngan mediulll simetik RPM 1-1640 yang diberi natrium 
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bikarbonat dan serum m'H1l1sia pudll lingkllngan dengan kadar oksigen rendah dan 

karbondioksidll yung dilinggi~un 

4.5.1. Pel'si .. Jln n 1\'1('d i 11111 

4.5,1.1. Medium D:IS:1I' (RPM I 1640) 

Dibuat lurutan stcril ynng terdiri dari 10,4 g RPMI-I640. 5.94g HEPES. 2.5 ml 

uentamisin (GmrO 10 mulml) dlln "ktmbidesl <)60 1111 scrta ditambahkan I N NaOH - - . 

smnp"i pH mCllclIpai D.'). Distcrilisusi dcng.m lilter berdiamctcr 0.22 ~1I11. 

Dimasukkan dalam bOlol dnn disimpnll pad a suhu 4"e. Ini disebut dengan medium 

minus (M-) dan bila akan digunakan masukkan inkubator suhu 37"e terlebih dahulu. 

4.5.1.2. Lai'ut:m Sodium bil{:u'bonnt 51}';1 w/v 

Dibuat larutan sodium bikarbonat 5% w/v dalam air suling •. kemudian 

disterilisasi dengan tilter berdiameter 0.22 ~lIll. disimpan pada' suhu 4"C dan bila akan 

digunakan dimasukkan dalam inkubnlor 37"e 

-1.5.1.3. MediulU Lcngli:1Jl :llnu MediulU Plus (M+) 

I\llcdium minus (1\1-) 100 1111 dicampur dcngnn In'-Ulan sodium bikarbonat 5% 

·t5.1.4. Pel"sinpan Srl"lIU1 

Diambil darah segar golongan A lanpa koagulan, diletakkan pad a temperatur 

ruang selama 30 menit. diselllriti.Js dengan kecepiuan 1500 rpm selama 5 menit pada 

suhu 4"e. Senlill diambil dengan pipet Pasteur. dan diinaktitasi komplemen pad a suhu 

sOlie selama 30 mcnil. Penyimpmmn pad a suhu -20(Je dan bila akan digunakan 

Ilmsukkan inkubmor pad" suhu 37"r. 

.5.1.5. Medium hiali (I~P-HS) 

Mediulll lengkap (1\'1+) sebanyak 104.2 ml dicampur dengan 115 ml serum 

llanusia. Medium ini digunakan lIntuk membiakkan P. fa/cipamm 
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·t5.2. PerSi:IJlilll El·il.'osil (RRe 50%.) 

Darah manusia golongan A yang diheri alllikoagulan disimpan pad a suhu 4CJC 

dapat digunakan tidak lebih dari 3 minggu. Plasma dan bl!tlv dibuang dan eritrosit 

dicuci dengan medium plus (M+) 3·5 volume sebanyak dua kali. Kemudian terakhir 

dicuci dengan medium komplit + serum manusia (RP·HS). Eritrosit yang telah dicuci 

ditambah dengan RP·HS dengan volume yang sama ullluk membuat RBC 50% dan 

disimpan pad" suhu ·.J"C. Eritrosit yang telah dicuci dapiu digunakan tidak lebih dari 

sutu minllllu. 
~~ 

4.5,3, Pl'osedul' Ili;aliun 

Biakan dilakukan pada bOlO I kuhur dan dikerjakan secnra nseptik. Isolat parasit 

diperoleh dari simpanan beku yang di Iba"';IIK menggunakan met ode Meryman. 

O:rolllbC! yang. berisi parasit beku dicairkan pad a suhu 37CJe. Dipindahkan semua 

ke tabullu scntrillls, kellludian ditmllbah demmn 1.2 ml NaCI 12 % tetes demi tetes - -
sambil dikocok. ditunggu selama 3 menit pada temperatur ruangan. 

Ditambah 8 ml Nael 1.6 %. segem di(lduk pelan·pelan dan disentrifus dengan 

kecepatan 1500 rpm. selama 5 menit pada suhu 41JC. 

Dibuang supernatannya. ditambahkan 3 ml NaCI 1.6% dan disentrifus kembali. 

terakhir dicuci dengan 3 ml medium ~ P·HS diulallgi 2·3 kali snmpai hemolisis 
o 

tidak terjadi 

Dibum hapusan darah lipis. dieitl dengun giemsa dan diperiksa untuk mengetahlli 

Illortologi parasit. Ditmnb'lhkan 0.15 1111 RBC 50% liap 0,1 % ml pw.:ked t:ell.~ dan 

medium RP·HS hingga diperoleh hematokrit 2%. Dipindahkan ke b0101 biak dan 

diinkllbasi dalam inkubalOr C02 pada suhu .;I"c. Ditambah eritrosit baru 0,05 ml 
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setiap hari ketika mengganti medium snmpai hari keempat. Bila hari keempat 

tingkat parasitemianya lebih dari 2% dapat dilakllkan sub-biakan 

4.5.·", SUO-Oi:ll,:111 

Eritrosit yang tcrinteksi disentrillis dengan kecepatan 1500 rpm selama 5 mcnit 

pada ~lIhu 4"C. n"'ked ,·"'l .. disLlspcnsi dengclll RP-HS volume sama untuk membuat 

suspensi 50%. seh1l1jLltnya dibngi-bag.i dalnlll botol kultur yang bani dan ditalllbah 

suspensi eritrosit bani (RBC 50%) lIntuk melllbum parasitemia 0,5-1 %. Kemudian 

ditambah RP-HS Llntuk mend~lpatkan henmtokrit 5-10 % ulltuk biaknn yang sudah 

beradaptasi dan diinkubasi kembali. 

·t5.5. Siul,.·onis:lsi Ili:llmn Plu ... mmlillm./illdpurllm 

Untuk uji obat diperlukan parasit dalam keadaan sinkron yaitu stadium 

cincin/trofozoit umur 12-18 jam. Sinkronisasi dilakukan menggunakan sorbitol 5% 

(Lambros and Vanderberg. 1979). Adapun tahapannya sebagai berikut : 

Suspensi panlsil yang diperoleh dcui biakan berkesinambungan dengan tingkat 

pamsitemia 10°"0 (hampir 90% stadium cincin) disentrifus dengan kecepatan 1500 

rpm. selama =' meni! pi1(la sllhu 41lC. supernntan dibLHlIlg. 

J)"ked n'll,' yang diperoleh dislispensi dengan sorbitol 5% sebanyak 3-4 kali 

volume packed ""/I.\', didiamkan selama 5-10 menit pada temperatur kamar, 

disentrifils dan dibuang supernatannya. 

Dicuci dengan medium RP-HS seballyak 3-4 kali volume p",:ked ,:ell... Pencucian 

diulangi s<lmpai 3-4 kali. 
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Dibuat hapusall tipis dan \\'arnai dengan minyak akridill untuk mcngamati 

morlologi dan dihitung parasitemianya sehingga mcneapai I % dan ditambah 

medium RP-HS hingga meneapni hematokrit 5%. 

4.6. lIji Akti\'it:ls Antim:llnl"i:l IIr-I,jlm 

Untuk melakukan uji antimalaria ill "ilm diperlukan p, fa/dparlll1l dengan satu 

fase yang diperoleh dengan eara sinkronisasi. Secara prillsip ujinya adalah sebagai 

berikut : 20 ~ll larutan bahan lIji dengan berb~lgai maeam kadar dimasukkan ke 

lempeng sumllr mikro. kellllldian tambahkan 180 pi suspensi parasit, dan kCllludian 

diinkubasikan dalam inkllbator CO~ pada suhll 3i' C selama 48 jam 

,t6.1. Pcnyi:lp:lIl SlIspcllsi Sci Pnnlsit 

Kadar parasitclllill slIspellsi sel pllrasit lIntllk uji antinmlaria ill vill"O adalah I % , 

Suspensi sel parasit tersebut dibuat dari biakall p, fakipal'l1l11 yang telah 

disinkronisasi. 

4.6.2. Pcnyi:lp:ln Bah:lIl lIji 

Sebagai bahan uji ndalah ekstrak ctanol. ekstmk klorotorm. fraksi 16 dan isolat 

yang dihasilkan dalalll proses isolasi dalln (', siam('a dengan konsentrasi 0.05 : 0.5 ; 5 

; 10 : 25; dan 50 ppm yang dikerjakan pada kondisi nseptis (O'Neill. 1985) 

".6.3. Pcmblmt:ln L:u'ul:1Il Pcmb:mdillg Klol'olmin Difosf:lt 

S\!bagui kOlUml pOSilip digllnakan klorokllin dilosnu dcngan konscntrasi 0.2 

ppm yang setara dengnn .. pmoll I 0 ~1I klorokuin dengan pelarnt akllabidcst. 

... 6 .... KOIIIl'ol Ncg:llip 

KOlllrolnegmip '1<.I<" .. h pdarnt yang dipakai p"da bahan uji sebanyak 20 ~1I 
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.s.7. E\';tlu:lsi 11:lsil Uji Efd, .-\lIlillwlnri:1 

Setelah diinkubasi 48 jam, hasil penclitian dipanen • dibllat sediaan lapisan 
I 

darah tipis yang diem dengan giemsa. Selanjlltnya dihitung persen penghambatan 

penumbuhan I'. fulc:ipamm dengnn menghitung jumlah eritrosit yang terinfeksi 

terhadap 5.000 erilrllsil. 

• Parasitemi" dihitung dengml nllllllS : 

~ eritrosit ynng tcrinlcksi 
Parasitemia = x 100% 

5000 eritrosit 

* Persentase penghambatan dihitung dengan rumliS : 

Xp 
% Penghmnbntan = 100 % - x 100% 

Xk 

Keterangan : 

Xp = Parasitemia perlakllan Xk = Parasitemia kontrol 

4.S. Anlllisis Dnln 

le:,u adalah kadar dimana persen penghambutan terhadap perlumbuhan P.la/dpal'llJ11 

'ebesar 50 %. L'llIuk mcncnlukiln nilai 1(" ~I/ digunakan analisis probit dengnn 

ncmbmll kurva hubullg,lIl ,1IlUm, probit (probubility unit) pcrscn pcnghnmbatlln 

engan logarillllil km.lnr menggunilkun persmnaan garis rcgresi linier (Mursyidi. 1985; 

atsimanaga. 1991: Okpako, 19(1). 
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DAD V 

BASIL PENELITIAN DAN PEMDAHASAN 

5.1. I-Insil Eksta·nl,.!,i dnn Isol:lsi dnun CII ...... ;tl.'-;tllllt!tl 

Ekslmksi I .. :U kg d'lUll ('. si"m,-'" dCllg.lIl pclarul Il-heksalla Illcnghasilkall ekslmk 

n-heksana sebenu 71 g. Kemudi'lI1 serbuk daun C. ... iwlleCl yang telah dickstraksi terscbut 

diekstraksi lagi denY'1Il et.mol 96% y6lng ld'lh mengandung I % asam tartrat pada suhu 

kalll.lr_ Hasil ckslraksi dirolav:lpour kCllllldi:1Il dibns'lk:lI1 dengan NI-140H dan diekstmksi 

lagi dengan CHcn . diperoleh ekstrak CHCI3 pekat seberat 79. 75 g. 

Terhadap 1 g ekslrak kloroforl11. dilakukan kroillatografi kolol11 vakulll dengan 

menggunakan t~lse ger~lk n-hcks:lIla-klorolorm-et:mol pad:l berixlgai macmn perbandingan. 

Kemudian terhadap I g fr:lksi y:mg positip alkaloid hasil kromatografi kolol11 vakulll ,. 

dilakuk:m lagi isnlasi kololll krommografi l:lI11lxu mcnggunak:lIl f.1SC gcrak dengan 

kepolaran yang mcningkat yailll n-heksann-khloroform-ctano/' Elual dilalnpllllg sctiap 7,5 

1111. Hasil tamplingan yang positip alkaloid kemlldian digabung dan didapalkan seberat 50 

my yang selal\iutnya diuji aktivitas antimalarianya. 
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5.2. Idenaifik:lsi Scny:nvn H:lsii Isolnsi deng:m KL T 

Identifikasi senyawa hasil isoL1Si fraksi positif alkaloid daun C. siamea dengan 

berbagai m.'lcal11 f.1se gerak. menggunakan penampak noda DragenC:\)rff dapat dilihat pada 

gambar dibawah ini : 

o ...c- o 
o ~ 

A B C 

Gambar 5.1. Krol1latogram senyawa hasil isolasi daun C. simlleo dengan bermacam-mncam 

f.1se gerak menggunakan penampak noda Dragendorff. 

Keterangan gambar : 

A. KL T dengan fuse gemk : etilasetat : metanol : ~lir = 100: 13.3: 10 (Rf = 0,57) 

B. KL T dengan f.1se gerak : CHCI3 : etilasetat : metanol = 2 : 2 : I ( Rf= 0,51) 

C. KL T dengan f.1se gerak : CHCL3 : etanol = 9: I ( Rf= 0,21). 
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5.2. I-!:Isil Uji ,·\Iuivirus Anrimnl:u'i;. 

Hasil penganmtan terhadap aktivitas penghambatan pertumblilmn paras it P. 

j(llc.:ipOI'IIIll dari senynwa hasil isolasi fraksi positif alkaloid daLlIl C. .\'iam(!a dapat dilihat 

sebagai berikllt : 

Tabcl 5.1. % Parasitemia Senyawa Hasil lsolasi Fraksi Positif Alkaloid DaLlIl C . .\'iallll!o 
Terhadap Pertllmbllhan 1''',.'''IIO£lilllll./,,''·il'ol'lIlII 

Dosis Replikasi % Parasitemia Rata-rata % 
Parasitemia 

0.05 I 0.630 0.649 ., 
0.691 

3 0.627 

0.5 I 0,525 0.516 ., 0.517 

3 0,507 
.- . - '- - . 

5 I 0.1 :is 0.140 

2 0.122 

3 0.145 

to I 0.047 0.047 ., 0.055 

3 0.038 

15 I 0.025 0.026 ., 
0.028 

3 0.015 

50. I 0,016 0,017 
., 0,015 

3 0.019 
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Tabel 5.2. R.,ta-rata % Penghamootan Senynwa Hasil Isolasi Fraksi Positif Alkaloid Daun 
C. :.itlIllC!(l Terhadap p, ./olc . .'il'ol7l111 dalnm setiap 5000 eritrosit 

No. Konsentrasi % Penghnmbatan 
Bahan U.ii 

I. 0.05 ppm 35.02 

2. 05 ppm 48.35 

.. 5 ppm 85,91 .l. 
~ 

. ~~ - _.- .-

4. 10 ppm 95,34 

5. 25 ppm 97,41 

6. 50 ppm 98.34 

Kl!llllldi.m dari Im5il dintns scr.uliumya digun.,kan lIntlik mcmpcroleh nilai 

IC ~II dengan ;lIlalis;, pro bit yang hasilnya sebagai berikut : 

Tabel 5.4. Hasil perhitllngan IC ~II dengan menggllnakan analisa probit. 

Bahan U.ii Harga lC'1I (J.tg/ml) 

Isolat alkaloid daun C..\'itllllC!(I 0,24 

Uji aktivitas m~,laria pada penelitian ini dilakukan pada fase aseksual eritrositik, ynitu 

unlllk lllengelOlhlli kl!nmmpllan bnh;lI1 lIji d;lInm Illl!nghmllbat pertulllbuhan P. f"ldl'Cll'llm 

st;ldiUIll skizon seC;tr;l ill \'iu'o, H"I ini berani bila sunlu bahan uji aktif ditttmbahkan pada 

kllhur mediOl. m;lk" proscs malumsi dari p;uasit me1liadi terhambat/tidak sempurna. Obat 
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antilllalaria diharapkan dapat bereaksi terlltama pada tahap eritrositik dalam siklus hidup 

Illunusia. karena hanya fase 3seksual eritrositik (skizogoni) P. ./alc:ipal1ll11 yang 

memproduksi elek klinis yUllg berm Ullil mCllaklltk'lIl ynllg bllhkan dapat berakhir dengan 

kematian. 

l3erdns\lrklln penclili'lIl lerdnhllill ( Wiwied. 2003) diketahui bnhwa h.uga IC 50 dari 

ekstrak elanol daun C. siaml!" : 7.06 pg/m. Ek3trak klorotbrm dmlll C. siamc:a : 2, 41 

pg/ml dlln Fmksi 16 daun ('. , .. i"mc:a : 1,70 pg/Illl.. sednngknn lCsu senyaw3 hasil isolnsi 

fmksi pOSilif 'llblod menggunnkall krol1lutogmfi kolom lambat mCI~'ldi sebcsar 0,24 

pg/llll. Ini IllClllilliukk'lIl bnhw'l scnYi1W\l \llknloid dari d:lun (', ,\'jalJlc!tI Illclllpunyni 'lktivitus 

amilllal.uia yang poten. Jika dibandingbn dengun harga lCsu dnri klorokuin difosfht 

scbagai obat slandart sebes.u 1.03 ~lg/ml mnka menllllilikkan bnhwa hargu lCs lI senyawn 

hasil isolasi frnksi positif alkalod daun (', siame" lebih keeil daripada klorokuin difost:'t 

lIntuk isolat J' . .f"ldpa,."m A2 dari Myanmar. Dengan demikian senyawa alkaloid daun C . 

... i",,,, .. ,, ini mcmpunyai peiliang sebagai ob.u skizolltosida baru. 

Dikel~lhlli scnyaw\I alk"loid s.unpai smll illi masih merupakan golongan scnyawa 

Y.lIlg pOlcnsial dip.lk.li scl~lg"i "minmklri.l. K.uemlllya pcrlu dilakukan pcnelitian Icbih 

lal1iut tentang penentukan struktur senyawa :'llkaloid dari daun C(ls.\·i" ... iamea ini sehinggn 

nantinya senyawa ini dapat benar-benar dikemb.1ngkan dan diterusknn me1lindi obat 

antimalaria, yang dihnrapkan dapat mengganti obat-obat 3ntimalaria yang tid"k utau kurang 

efektif lagi dal"lll mennnggulangi penyukit malar~1 

., .. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1. KcsimJlulan 

7.2. S:u-:u: 

Senyawa Imsil isolasi fraksi posilif alkaloid dalln (', siaml!o dapnl I1lcnghambat 

pertumbuhan I'/W'IIW,/illlll ./i.I/dp(ll'lI111 Sec.1m ill "ill'O 

Harga IC~II scnyawa Imsil isolasi fmksi positif alkaloid daun C. ,\';tllIIl!(I ndak1h 

scbcslIr 0,24 ~Ig/ml. 

Berdasarkan hasil yang diperolch maka perlu dilakukan penelitian Icbih lanjut tcntang 

penentukan struktur senyawa alkaloid dari daun ('ass;" sillml!a ini sehingga nantinya 

senyawa ini dapat benar·benar dikembangkan dan diteruskan Illel~indi obat antimnlaria, 

yang diharapkan dapat mengganti obat·obat antimalaria yang tidak alau kurang efcktif lagi 

dnl1111 men.1nggulnngi penyakit 1ll.1k1ria 
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