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ABSTRAK
Nama : Muryeti
Program Studi : Kimia
Judul : Optimasi Dimerisasi Eugenol Dan Isoeugenol Dengan Reaksi
Menggunakan Enzim Horseradish Peroksidase Serta Uji Aktivitas
Anti Kanker

Sintesis dimer eugenol dan isoeugenol telah dilakukan melalui reaksi
kopling oksidatif dengan H,O, dengan katalis enzim Horseradish peroksidase
(EC 1.11.1.7). Kondisi optimum reaksi yang diperoleh adalah pada perbandingan
jumlah eugenol dan H,0, adalah 1:0,5, pH 3 dan penambahan 10% metanol
sebagai cosolvent. Identifikasi senyawa hasil sintesis diidentifikasi dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis, IR, GCMS, NMR (H-NMR, C-NMR)
dan polarimeter. Reaksi kopling oksidatif eugenol diidentifikasi sebagai
dehidrodieugenol (8,52 %), titik leleh 105,5°C serta sudut putar optik a=+0,04
Senyawa dimer yang terbentuk merupakan kopling pada posisi C5 dan C5°.
Sedangkan reaksi kopling isoeugenol menghasilkan senyawa (7R,8R)-Licarin A
(9,52 %) dengan titik leleh 132,5°C serta sudut putar optik «=+0,02, yang
merupakan kopling pada posisi C8 dan C5’. Uji toksisitas dilakukan dengan
metode BSLT, sedangkan uji sitotoksik dilakukan terhadap sel Murine Leukimia
P388 dengan metode MTT. Hasil BSLT yang diperoleh menunjukkan bahwa
toksisitas dehidrodieugenol (LCso= 301,9 ng/mL ) dan Licarin A (LCso=
181,9ug/mL ). Uji sitotoksisitas terhadap sel kanker Murine Leukimia P388
diperoleh nilai 1Csp =10,8 pg/mL untuk senyawa Licarin A.

Kata Kunci : dehidrodieugenol, Licarin A, Uji BSLT, Uji MTT, Sel
Murine Leukimia P388
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ABSTRACT
Name : Muryeti
Program Study : Chemistry
Title : Optimization of Eugenol and Isoeugenol Dimerisation catalyzed

by Horseradish peroxidase and Cytotoxicity Test

Dimerisation of eugenol and isoeugenol has been produced through oxidative
coupling reaction with H,O,, catalyzed by Horseradish peroxidase (EC 1.11.1.7).
Optimum reaction condition were obtained by varying mol ratio of eugenol:H,0,
1:0,5, pH 3.0, and 10% methanol as cosolvent. The structure of compounds
synthesized were analyzed and characterization by  UV-Visible
spectrophotometer, FTIR, GCMS, NMR and polarimeter. Oxidative coupling
reaction of eugenol were identified as dehydrodieugenol (8,52 %), 105,5°C and
optical angle o= + 0,04. Dimeric compounds were formed by coupling at C5 and
C5 '. While coupling oxidation isoeugenol produced (7R,8R)-Licarin A (9,52 %),
with melting point 132.5° C and optical angle a. = +0.02, which is the coupling at
C8 and C5'. Toxicity assay was conducted using BSLT method, while cytotoxicity
assay performed against Murine Leukimia P388 cell lines was conducted using
MTT method. The LCsy value of brine shrimp lethality test of dehydrodieugenol
compound was 301,9 ug/mL and Licarin A (LCsp : 181,9 ng/mL ). Cytotoxicity
test on Murine Leukimia P388 cell lines yielded 1Cs 10,8 png/mL

Key words . dehidrodieugenol, Licarin A, Uji BSLT, Uji MTT,
Murine Leukimia P388 Cell line
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PENDAHULUAN

I.1. LATAR BELAKANG

Kanker merupakan penyakit yang mengakibatkan kematian kedua di
Indonesia setelah penyakit jantung. Di Indonesia dan dunia tiap tahun penderita
kanker terus meningkat. Mulai dari yang tertinggi: kanker payudara, kanker leher
rahim (serviks), kanker paru, kanker usus besar (kolorektal), kanker prostat,
kanker darah, kanker tulang, kanker hati dan kanker kulit. WHO memperkirakan
setiap tahun, 12 juta orang di seluruh dunia menderita kanker dan 7,6 juta di
antaranya meninggal dunia. Jika tidak dikendalikan, diperkirakan 26 juta orang
akan menderita kanker dan 17 juta meninggal karena kanker pada tahun 2030.
(www//health.detik.com/read/2010/04/26/123804/1345485/763/penyebab-kanker-
orang-indonesia)

Kanker timbul karena terjadi mutasi pada sel normal oleh bahan radiasi,
virus dan bahan karsinogen. Terapi kanker bertujuan untuk mengontrol
pertumbuhan atau mematikan sel kanker tanpa mengganggu kelangsungan hidup
dan fungsi sel sehat. Terapi kanker dapat dilakukan dengan radiasi (radioterapi),
pembedahan, bahan kimia (kemoterapi) dan hormon (endokrinoterapi). Berbagai
kajian dan studi tentang obat kanker dilakukan terus menerus mengingat
manfaatnya yang besar bagi kesehatan.

Senyawa fenolik memiliki aktifitas biologis penting pada tumbuhan dan
hewan seperti peranannya pembawa elektron pada fotosintesis dan dalam
aktivitas enzim tertentu, menghambat dan mempercepat pertumbuhan, bersifat
racun terhadap herbivora, sehingga dimanfaatkan sebagai herbisida dan lainnya.
Selain dimanfaatkan sebagai antioksidan, senyawa fenolik bermanfaat sebagai
antimikroba, antikanker dan lain-lain. Eugenol dan isoeugenol termasuk senyawa
fenolik yang banyak digunakan dalam industri kosmetik dan makanan.
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh T. Atsumi dkk (2000), senyawa
tersebut memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan memiliki toksisitas yang

cukup tinggi yang dapat dimanfaatkan sebagai obat kanker.
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Pada umumnya sintesis polimer fenolik dalam kimia organik dapat
dilakukan dengan menggunaan katalis logam atau enzim. Katalis logam yang
umumnya digunakan adalah Fe(l11), Pd(I1), Cu(ll), Ce(IV) dan Pb(IV).
Penggunaan katalis logam membutuhkan pengontrolan yang kadang-kadang lebih
rumit dan prosedur daur ulang yang mahal. (Williamson, TC. 1999)

Sintesis polimer fenolik dapat juga dilakukan dengan bantuan enzim.
Keuntungan menggunakan enzim sebagai biokatalis adalah sifatnya yang ramah
lingkungan, hasil reaksinya spesifik dan tidak berbahaya. Sedangkan kelemahan
penggunaan enzim adalah kondisi reaksi yang harus mengikuti kondisi optimum
dari enzim tersebut dan reaksi yang berlangsung spesifik, hanya dapat
mengkatalisis senyawa-senyawa dari golongan tertentu, sehingga penggunaannya
di industri menjadi terbatas.

Salah satu enzim digunakan dalam mengoksidasi senyawa fenolik adalah
enzim peroksidase, yang merupakan kelompok enzim oksidoreduktase yang
mampu mengkatalisis reaksi oksidasi oleh hidrogen peroksida dari sejumlah
substrat. Enzim ini mengkatalisis reaksi oksidasi reduksi dengan substrat yang
bertindak sebagai donor hidrogen. Oksidasi senyawa fenolik dan H,O; serta
katalis enzim peroksidase akan menghasilkan reaksi penggabungan oksidatif.
Radikal fenoksi yang terbentuk akan bereaksi dengan radikal fenoksi lainnya dan
membentuk polimer fenolik.

Zat polifenol pada tanaman yang berasal dari turunan fenil alanin melalui
proses dimerisasi yang dikenal sebagai monolignol membentuk lignan dengan
bantuan enzim peroksidase. Senyawa lignan misalnya podophyllotoxin dan
matairesinol memiliki aktivitas sebagai anti kanker. Begitu juga dengan
penggunaan polimer fenolik sebagai antioksidan telah banyak dimanfaatkan pada
berbagai industri seperti pengolahan pertanian, makanan, kosmetik dan obat-
obatan. Selain itu lignan memiliki aktivitas sebagai antimikroba. (Sok, Dai-Eun,
2009)

Reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik dengan menggunakan enzim
peroksidase dapat menghasilkan senyawa dimer, trimer, dan polimer lainnya.

Pembentukan reaksi kopling oksidatif senyawa dimer fenolik dipengaruhi oleh
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pH, jumlah oksidator dan jenis cosolvent yang digunakan. (Setala, H, 2008).

Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Dewi Elvi (2010) melalui reaksi
penggabungan (coupling) oksidatif eugenol dan isoeugenol dengan menggunakan
enzim Horseradish peroksidase, menghasilkan senyawa dimer yang bersifat optis
aktif yaitu (Ra)-(+)-dihidrodieugenol dan (7S,8S)-(-) licarin A dengan hasil 1,1 %
yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Pada penelitian ini dilakukan
pengontrolan suhu dibawah 35°C agar enzim Horseradish peroksidase tidak
terdenaturasi selama reaksi berlangsung. Dalam penelitian ini tidak dilakukan
penentuan kondisi optimal reaksi, padahal sintesis dimer melalui reaksi kopling
oksidatif senyawa fenolik menggunakan enzim peroksidase dipengaruhi oleh
faktor pH, oksidator dan cosolvent yang digunakan.

Dengan melakukan penentuan kondisi optimal reaksi kopling oksidatif
eugenol dan isoeugenol diharapkan akan dihasilkan senyawa dimer dengan
rendemen yang tinggi dan akan dilakukan uji aktivitas sebagai anti kanker.
Penelitian ini akan mempelajari kondisi optimal reaksi kopling oksidatif untuk
pembentukan senyawa dimer eugenol dengan bantuan enzim HRP dengan
berbagai variasi perbandingan substrat dan H,O,, variasi pH, jenis dan jumlah
cosolvent. Setelah itu dilakukan reaksi kopling oksidatif menggunakan enzim
HRP berdasarkan kondisi optimum reaksi dan selanjutnya produk reaski yang
terbentuk diidentifikasi dengan menggunakan UV-Vis, GCMS, IR dan NMR.
Untuk mengetahui bioaktivitas produk reaksi maka dilakukan uji pendahuluan
toksisitas dengan menggunakan metode BSLT. Senyawa produk yang diduga
memiliki toksisitas yang tinggi kemudian dilakukan uji antikanker dengan metode
MTT.

1.2. Rumusan Masalah
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Masalah dalam penelitian ini adalah apakah rendemen (yield) akan
semakin meningkat dengan mengatur kondisi reaksi sesuai dengan kondisi
optimal enzim dan apakah produk reaksi yang dihasilkan memiliki aktivitas

sebagai anti kanker.

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan
e untuk menentukan kondisi optimal reaksi penggabungan (coupling)
oksidatif senyawa eugenol dan isoeugenol dengan menggunakan enzim
Horseradish peroksidase sebagai katalis.

e Mengetahui aktivitas produk reaksi terhadap sel kanker

1.4. Hipotesis Penelitian

e Reaksi penggabungan oksidatif eugenol dan isoeugenol dengan katalis
enzim Horseradish peroksidase pada kondisi optimum akan menghasilkam
produk reaksi dalam bentuk dimer yang memiliki aktivitas sebagai

antikanker.

1.5. Manfaat
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan kajian dan informasi
ilmiah mengenai sintesis dimer eugenol dan isoeugenol yang kemungkinan
mempunyai potensi antikanker. Senyawa yang dihasilkan dari hasil sintesis ini
dapat dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai calon obat antikanker yang
bermanfaat untuk penyembuhan penyakit kanker, yang hingga saat ini masih

terus diteliti.
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BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim

Enzim merupakan Kkatalis biologis yang umumnya berupa senyawa protein
yang dapat meningkatkan kecepatan reaksi kimia dengan menurunkan energi
aktivasi. Sebagian besar enzim bekerja secara khas, yang artinya setiap enzim
hanya dapat bekerja pada satu macam senyawa atau reaksi kimia tertentu. Hal ini
disebabkan karena perbedaan struktur kimia setiap enzim.

Satuan standar yang digunakan untuk mengukur aktivitas enzim adalah
unit aktivitas yang dikenal sebagai unit. Satu unit enzim adalah jumlah enzim
yang mampu untuk mengkatalisis perubahan setiap pwmol substrat menjadi produk
per menit pada kondisi tertentu, sedangkan aktivitas spesifik enzim didefinisikan
sebagai jumlah unit enzim yang terdapat pada 1 mg protein enzim.

Berdasarkan definisi tersebut maka nilai aktivitas spesisfik enzim
menunjukkan kemurnian suatu enzim, dengan demikian semakin besar aktivitas
spesifiknya maka berarti kemurnian enzim tersebut makin tinggi.

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain: konsentrasi
substrat, pH, temperatur, aktivator dan inhibitor. (Sumi Hudiyono, 1998)

1. Konsentrasi substrat

Reaksi enzimatik terjadi karena adanya hubungan atau kontak antara

enzim dan substratnya. Oleh karena ukuran enzim lebih besar dari

substratnya maka tidak seluruh bagian enzim mengadakan kontak dengan
substrat. Kontak antara enzim dan substrat terjadi pada sisi aktif enzim.

Kontak ini hanya mungkin terjadi apabila sisi aktif enzim mempunyai

ruang yang tepat untuk menampung substrat yang sesuai. Substrat yang

konformasinya tidak cocok dengan sisi aktif enzim tidak dapat
mengadakan kontak dengan enzim. Hal ini mengakibatkan enzim tidak

dapat berfungsi terhadap substrat tersebut. Kontak antara enzim dan
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substrat menyebabkan terjadinya suatu kompleks enzim substrat.
Kompleks ini akan terurai kembali menjadi produk dan reaktan.

Pengaruh pH

Sebagian besar enzim adalah suatu protein, maka perubahan pH akan
langsung mempengaruhi sifat ionik dari gugus amino dan gugus
karboksilat. Hal ini akan mempengaruhi sisi aktif dan konformasi enzim.
pH yang terlalu tinggi atau terlalu rendah akan menyebabkan denaturasi
protein, sehingga enzim menjadi tidak aktif lagi. Oleh karena itu perlu
dicari pH optimum enzim tersebut.

Pengaruh suhu

Pada umumnya enzim adalah suatu protein, sehingga temperatur yang
tinggi akan menyebabkan hilangnya fungsi enzim karena mengalami
denaturasi.

Pengaruh aktivator

Pada umumnya enzim tidak akan berfungsi optimal atau tidak berfungsi
sama sekali jika tidak ada zat aktivator yang biasanya berupa ion logam.
Pengaruh Inhibitor

Inhibitor adalah suatu senyawa yang cenderung menurunkan laju suatu

reaksi enzimatik.

Menurut komisi enzim, International Union of Biochemistry (IUB), enzim

diklasifikasikan menjadi 6 kelas besar, berdasarkan reaksi total yang dikatalisis
seperti ditunjukkan Tabel 2.1 berikut ini (Trevor Palmer, 1991)

Universitas Indonesia

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011



25

Tabel 2.1. Klasifikasi enzim

Digit . . .
Pertama Kelas Enzim Jenis Reaksi
1 Oksidoreduktase Reaksi redoks (transfer elektron atau proton)
2 Transferase Transfer atom atau gugus dari suatu substrat
ke substrat lainnya
3 Hidrolase Reaksi hidrolisis
4 Liase Penambahan gugus fungsi pada ikatan
rangkap (adisi) atau pemutusan ikatan
rangkap dengan pelepasan gugus fungsi
5 Isomerase Reaksi isomerisasi
6 Ligase Pembentukan ikatan C-C, C-S, C-O

dan C-N diikuti dengan pembentukan
isofosfat dari ATP

2.1.1. Enzim Peroksidase (EC 1.11.1.7)

Enzim peroksidase umumnya terdapat pada sel hewan, maupun tanaman.

Peroksidase banyak ditemukan pada tanaman sayuran, khususnya pada akar

horseradish, kedelai, kentang, tomat dan wortel. Jenis enzim ini sering ditemukan

pada golongan horseradish sehingga disebut dengan Horseradish peroksidase

(HRP). Enzim peroksidase dalam metabolisme makhluk hidup berfungsi untuk

mempercepat konversi H,0, menjadi H,O, dengan adanya substrat yang bertindak

sebagai donor proton.
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Persamaan reaksinya adalah sebagai berikut:
AH, —» A: +2¢ + 2 H'

H,0, +2e¢ + 2H —> 2H,0

peroksidase
H,O, + AH,
— 2H,0 + A:

2A - —» A-A (dimer)

Keterangan: AH; = substrat yang bertindak sebagai donor hidrogen

HRP memiliki kofaktor heme yang terdiri dari atom besi yang terikat pada
gugus protophorphirin IX. HRP memiliki dua residu asam amino yang berperan
penting dalam heme pocket yaitu residu His42 dan Arg38. HRP juga memiliki
ikatan kovalen antara ion Fe dengan His170 dan ikatan hidrogen dengan Asp247.
Ikatan hidrogen ini yang memainkan peranan dalam menjaga kestabilan Fe dalam
struktur geometrinya. Residu His42 memiliki peranan dalam mengatur katalisis
asam basa. Residu Arg38 dan Asp membantu histidin dalam mengatur katalisis
asam basa. Residu Arg38 tidak hanya terlibat dalam mempromosikan pemutusan
ikatan O-O peroksida tetapi juga memiliki peranan penting dalam memfasilitasi
pengikatan H,O, pada HRP. Beberapa residu asam amino lainnya yang
memainkan peranan dalam mengatur keasaman His42, yaitu Asn70 yang
memodulasi katalisis asam-basa, melalui ikatan hidrogen antara oksigen rantai

samping dan atom nitrogen dari His42.

Universitas Indonesia

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011



27

/\

COOH
COCH

Gambar. 2.1. Struktur Protoprophyrin 1X besi (111) (Setala, H. 2008)
Mekanisme reaksi antara enzim HRP dengan senyawa fenolik sebagali

substrat dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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X

——R / H0
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—0— \ | &S— O

| —1 R besi (IV) phorpiryn

Senyawa Il —/ R

(Oxoferryl) > = radikal

ol OH

Gambar 2.2. Mekanisme reaksi yang dikatalisis oleh enzim HRP

(Kobayashi,2001)

Tahap pertama dalam siklus katalitik adalah reaksi antara H,O, dan Fe(l11)
enzim membentuk ikatan kompleks Fe(lll)-hidroperoksi dan akan mereduksi
H.O, menjadi H,O. Atom Fe(lll) pada protoporphyrin IX akan teroksidasi
menjadi Fe(IV) phorphyrin radikal. Tahap selanjutnya Fe(IV) phorphyrin radikal
akan mengikat atom hidrogen dari suatu senyawa fenolik dan menghasilkan
radikal fenoksi dan oxoferryl (senyawa II). Radikal fenoksi ini akan
berekombinasi satu dengan yang lain dan menghasilkan produk dimer, oligomer

maupun polimer.
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Tahap penting dalam reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik adalah
pembentukan senyawa | (Fe(IV) phorphyrin radikal. Mekanisme pembentukan

reaksi senyawa | dapat dilihat pada Gambar 2.3. dibawabh ini.

H
. Arg 38
H His 42 /Nj \N/
l Arg 38 \< [ /®
His 42 \</Nj \N/ N 'H
L 3
- Ny J -
) H20, | O/
e (]]]) m— L—» —Fellll)—
H
‘ /Arg 38
| ¥ Arg 38 H
H|s42\</ j \N// - l - N®/
N & : A /
— an
- N
O—H
A 0
— —gn,‘(m) — J» — e (V) -

Gambar. 2.3. Mekanisme pembentukan senyawa | kompleks Enzim HRP
dengan H,0O, (Hiner, Alexander. 2002)
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Reaksi dimulai ketika H,O, memasuki heme dan membentuk keadaan
transisi. Pada keadaan ini proton dari peroksida ditransfer ke residu Histidin,
selanjutnya ikatan O-O pada peroksida putus secara heterolitik dan atom O akan
berikatan koordinasi dengan Fe dari Heme. Selanjutnya melekul H,O akan
terlepas dan terbentuk senyawa I. (Hiner, 2002)

Enzim HRP banyak digunakan sebagai katalis pada reaksi polimerisasi
secara radikal dan reaksi kopling. Penelitian yang dilakukan oleh Davidenko dan
tim (2004) menyatakan bahwa enzim HRP dapat digunakan sebagai katalis untuk
mengoksidasi senyawa-senyawa fenolik seperti guaiakol, pyrogallol, katekin dan
katekol.

Kelompok enzim oksidoreduktase lain yang banyak digunakan dalam
reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik adalah enzim laccase yang mengandung

Cu, sedangkan oksidator yang digunakan adalah O, (Mita,Naruyoshi. 2003)

2.2. Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik banyak terdapat di alam, mempunyai variasi struktur
yang luas, mudah ditemukan di tanaman, daun, bunga dan buah. Golongan
senyawa yang termasuk fenolik sederhana antara lain adalah vanilin, guaiakol,
asam salisilat dan asam sinamat. Senyawa fenolik memiliki struktur yang khas
yaitu memiliki satu atau lebih gugus hidroksil yang terikat pada satu atau lebih
cincin aromatik benzena, sehingga senyawa ini memiliki sifat yang khas yaitu
dapat teroksidasi. Kemampuan membentuk radikal fenoksi yang stabil pada
proses oksidasi menyebabkan senyawa ini banyak digunakan sebagai antioksidan.

Aktivitas fisiologis senyawa fenolik yang ada pada tumbuhan sangat
beragam. Senyawa fenol sederhana terlibat dalam pembawa elektron pada
fotosintesis dan dalam pengaturan enzim tertentu. Beberapa senyawa tertentu

yang tergolong senyawa flavanoid berperan dalam merangsang atau menarik
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serangga agar membantu penyerbukan ke bunga. Adapula beberapa senyawa

fenolik yang bersifat racun terhadap hewan pemangsa tanaman.

MO o
3 OH
OH : COOH
OH

H

OCHs
vanilin guaiakol asam salisilat
0
v OH
R OCH;,
Metil salisilat eugenol
Gambar 2.4. senyawa fenolik
2.3. Lignan

Senyawa-senyawa golongan fenil propanoid membentuk dimer dengan
struktur lignan. Senyawa lignan memiliki struktur dasar (struktur induk) yang
terdiri dari 2 unit fenil propanoid yang tergabung melalui ikatan 8-8” atau ikatan

R-R. Ikatan khas ini digunakan sebagai dasar penamaan lignan.
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H;CO

Gambar. 2.5. Dasar penomeran atom karbon senyawa monolignol dan lignan

Penggabungan 2 unit fenil propanoid dapat terjadi selain melalui ikatan
selain 8-8” digolongkan dalam neolignan. Sedangkan, jika 2 unit fenil propanoid
bergabung melalui atom O, maka senyawa tersebut termasuk golongan

oxineolignan. (www.chem.gmul.ac.uk/iupac/lignan)

8,3"-neolignan 3,3"-neolignan

Gambar.2.6. Senyawa golongan neolignan
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8-4° oxineolignan

Gambar.2.7. Senyawa golongan oxineolignan

Senyawa lignan memiliki banyak modifikasi pada struktur induknya, yang
antara lain dapat menghasilkan penambahan cincin, penambahan atau
penghilangan atom C dan sebagainya. Senyawa ini tersebar luas di dunia
tumbuhan dan banyak digunakan sebagai antioksidan dan sebagai komponen
sinergestik dalam insektisida. Selain itu lignan merupakan komponen aktif dalam
tumbuhan obat tertentu. (Herbert, B. 1995). Salah satu senyawa golongan lignan

yaitu podophylotoxin diketahui dapat menghambat tumor.

2.4. Eugenol

Eugenol adalah senyawa guaiakol yang tersubstitusi oleh gugus alil dan
merupakan turunan fenil propanoid. Senyawa eugenol tidak bersifat toksik, stabil
pada suhu ruang, namun sensitif terhadap cahaya. Eugenol merupakan komponen
utama minyak cengkeh. Hampir 95% total minyak atsiri pada minyak cengkeh
tersusun atas eugenol. Selain itu eugenol juga ditemukan pada pala, kayu manis
dan daun salam. Kandungan eugenol terbesar diperoleh dari kuncup bunga
tanaman Eugenia caryophyta, family Myrtaceae.

Nama IUPAC . 1-hidroksi-2 metoksi-4-(2-propenil) benzena

Rumus molekul 1 C1oH120,
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Bentuk Fisik : cairan tidak berwarna
Berat molekul : 164,20 g/mol

Titik leleh :-9°C

Titik didih : 256°C

Titik nyala :104°C

Berat jenis (20°C) ~ :1,06 g/lcm®
Indeks bias (20°C)  :1,5410
Kelarutan : Tidak larut dalam air, tetapi larut dalam alkohol, eter,

kloroform dan asam asetat.
OH

OCH,

Gambar. 2.8. Struktur eugenol

2.5. Isoeugenol

Isoeugenol berasal dari turunan fenil propanoid, yang berfungsi sebagai
pertahanan terhadap serangan hewan dan organisme serta sebagai penarik
serangga dalam proses penyerbukan bunga.

Struktur, sifat kimia dan sifat fisika dari isoeugenol adalah sebagai berikut:

Nama IUPAC : 2 metoksi-4-(1-propenil) fenol

Rumus molekul 1 C1oH120,

Bentuk Fisik : cairan tidak berwarna sampai kekuningan
Berat molekul : 164,20 g/mol

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011 Universitas Indonesia



35

Titik leleh :-10°C
Titik didih : 266-268°C
Titik nyala :112°C
Indeks bias (20°C)  :1,5410
Kelarutan : Tidak larut dalam air, tetapi larut dalam eter dan etanol
OH
OH
OCHj
OCHj
CH 3
3
X H X
H
’ CHs
Cis-isoeugenol Trans-isoeugenol

Gambar. 2.9. Struktur isoeugenol

Isoeugenol digunakan sebagai pewangi pada parfum, pemberi rasa dan
aroma, minyak esensial dan sebagai obat (antiseptik dan analgesik). Isoeugenol

terdapat dalam minyak cengkeh dan biji pala.

2.6. Reaksi Kopling Oksidatif Fenol

Reaksi kopling oksidatif fenol adalah suatu reaksi penggabungan antara
dua molekul fenol atau lebih melalui proses reaksi oksidasi. Penggabungan dari
dua residu fenolat dapat terjadi secara inter dan intra molekuler dari dua radikal
yang dibentuk melalui oksidasi elektron tunggal pada masing-masing senyawa

fenol.
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Reaksi yang dikatalisis oleh enzim peroksidase dengan adanya H,O; akan
menghasilkan produk radikal dimana radikal tersebut akan mengalami
penggabungan dengan senyawa lain yang memiliki radikal. Intermediet radikal

yang terbentuk lebih stabil pada atom C-8, C-5 dan atom O.

resonansi menstabilkan radikal bebas

kopling dua radikal

ketotautomer

j l dienone dienone
o | g
OH s OH
° |
enol tautomer
OH
ikatan eter C-C linkage C-C linkage

Gambar.2.10. Reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik
Hasil kopling radikal dapat membentuk dimer fenol, baik pada posisi orto-

orto maupun orto-para. Selain itu juga terdapat kemungkinan penggabungan O-
para, O-orto dan O-O.
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Reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik dengan menggunakan enzim
HRP dipengaruhi oleh pH, jumlah oksidator, jenis cosolvent dan jumlah
cosolvent. (Setala, H. 2008). Tahapan penggabungan intermediet radikal dalam
reaksi kopling oksidatif tidak dipengaruhi oleh adanya enzim. Pengaruh enzim
hanya terjadi pada terbentuknya radikal fenoksi. (Antoniotti, S, 2004)

Tingkat keasaman (pH) akan mempengaruhi pembentukan hasil reaksi
kopling oksidatif (dimer, trimer, ataupun polimer). Pembentukan dimer
melalui kopling radikal fenolik berlangsung pada kondisi asam, hal ini
disebabkan intermediet radikal fenoksi yang dihasilkan akan lebih stabil pada
kondisi asam, sedangkan pembentukan trimer, tetramer, dan pentamer akan
berlangsung pada pH netral. (Antoniotti, Sylvain. 2004). Pembentukkan dimer
pada pH netral akan menghasilkan rendemen (yield) yang rendah. (Brunow,
2001)

OH

o Q
CH30 CH;0 CH30
enzimatik I
R R

R

OH
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Gambar. 2.11. Tahapan pembentukan dimer dan polimer senyawa fenolik
(Antoniotti, Sylvain. 2004)

2.7. Reaksi Kopling Oksidatif Senyawa Golongan Fenol Lainnya

Reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik dengan katalis enzim
peroksidase lainnya yang pernah dilaporkan antara lain adalah penelitian yang
dilakukan oleh Kaisa Syrjanen (2000) dengan substrat apocynol yang
menghasilkan neolignan dehydroapocynol. Reaksi kopling oksidatif berlangsung
pada pH 3,5, cosolvent yang digunakan adalah aseton dan berlangsung pada
temperatur ruang.

Fangxiang Xu (2005) menggunakan substrat 1-naftol yang dikatalisis oleh
enzim HRP pada pH 7, yang menghasilkan senyawa polimer naftol (trimer naftol

dan tetramer naftol).
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Gambar. 2.12. Mekanisme reaksi pembentukan dimer dan trimer naphtol
(Fangxiang,2005)
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2.8. Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol

Senyawa eugenol dapat mengalami proses kopling oksidatif yang sama
dengan senyawa fenolik. Terjadi pembentukan radikal dengan bantuan enzim
peroksidase yang dapat mengoksidasi eugenol menjadi bentuk radikal. Kemudian
radikal eugenol akan beresonansi dan mengalami proses kopling membentuk
dimer, trimer bahkan polimer.

Produk dimer yang banyak terbentuk merupakan kopling pada posisi orto-

orto. Hal ini disebabkan karena kestabilan radikal yang lebih tinggi dibandingkan

dengan posisi lainnya dan rintangan sterik yang lebih kecil.

Gambar. 2.13. Resonansi radikal eugenol
Dari kemungkinan resonansi radikal fenoksi eugenol tersebut maka dapat

diduga kopling oksidatif yang dapat membentuk dimer. Kemungkinan dimer
yang terbentuk dapat dilihat pada Gambar. 2.14
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1. Penggabungan radikal pada posisi C-5 dan C-5’

o) 0 OH OH
HyCO OCH:  H.co OCH,
+ O O
e

2. Penggabungan radikal pada posisi C-5 dan O radikal

O, o o . OCHj 0
HaCO ; OCHs ; OCH, OCHg
+ — O — <
H
1 { |

Gambar. 2.14. Pembentukan Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol

Penggabungan pada posisi radikal oksigen (1) dan radikal oksigen (1) akan

membentuk senyawa peroksi yang tidak stabil.

6 s S
7 o+ 4 1 / 8§ — O_D_O_/ﬁ
5
2 CH3 6 CHS

Sedangkan penggabungan radikal pada posisi C-1 dan C-1 (3), sulit untuk
terbentuk, hal ini disebabkan karena pengaruh rintangan sterik.
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2.9 Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol

Senyawa isoeugenol dapat mengalami proses kopling oksidatif yang sama dengan

senyawa fenolik.

Gambar. 2.15. Resonansi radikal isoeugenol

Dilihat dari struktur resonansi radikal fenoksi isoeugenol tersebut, kemungkinan
dimer yang terbentuk dapat dilihat pada Gambar 2.16.
1.Penggabungan pada posisi 8-5’

CHj s
/—\ H ’ ]
H
. o \ (:H3
| - \_ CH,
— % T
(6]
OCH; e
H,CO OCHj
H,CO
0 )
(0]
CHj

CH,
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2. Penggabungan pada posisi 8-8’

H,CO

3. Penggabungan pada posisi 8-O-4’

OCHs
O. /\ |CH3
K_/ H
OCH, % — 0
‘ 0
o f /
OCHj
= OCH,
0 OCH3
OH
J/_Q ’

Gambar. 2.16. Reaksi kopling oksidatif isoeugenol
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2.10. Analisis Hasil Reaksi

Senyawa dimer yang terbentuk dari eugenol dan isoeugenol dapat
diamati secara kualitatif dengan UV-Vis, FTIR, GC-MS, NMR (H-NMR
dan C-NMR). Untuk mengetahui sudut putar [a] digunakan polarimeter dan
aktivitas anti kanker dapat diukur dengan metode BSLT dan MTT.

2.10.1. Analisis Dengan UV-Vis

Spektrum UV dan cahaya tampak digunakan untuk mengidentifikasi
suatu senyawa. Penyerapan sinar UV (200-400 nm) oleh suatu molekul,
akan menghasilkan transisi diantara tingkat energi elektronik molekul
tersebut. Oleh karena itu, serapan cahaya oleh sampel dalam daerah
spektrum UV tergantung pada struktur elektronik dari senyawa tersebut.
Panjang gelombang dari absorbansi maksimum adalah nilai karakteristik

suatu serapan oleh senyawa sampel dinyatakan sebagai Amax.

2.10.2. Analisis Dengan FTIR

Spektrofotometer FTIR dapat mengidentifikasi ikatan kimia dalam sebuah
molekul dengan menghasilkan spektrum serapan sinar infra merah. FTIR
meneruskan scan spektrum infra merah dari suatu sampel yang menyerap sinar
infra merah. Ikatan kimia dapat bervibrasi pada berbagai frekuensi bergantung
pada unsur dan jenis ikatannya. Pada ikatan tertentu, terdapat beberapa frekuensi
spesifik yang dapat bervibrasi. Berdasarkan mekanika kuantum, frekuensi ini
berhubungan dengan keadaan dasar (frekuensi paling rendah) dan keadaan
tereksitasi (frekuensi lebih tinggi). Salah satu yang menghasilkan frekuensi
vibrasi molekul adalah dengan mengeksitasi ikatan kimia dengan cara menyerap
energi cahaya infra merah. Energi yang berhubungan dengan tingkat vibrasi

molekul ini umumnya 1-10 kkal/mol yang akan menghasilkan spektrum
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elektromagnetik pada sinar inframerah. Kalau gerakan vibrasi aktif, dapat
menyebabkan terjadinya polarisasi, adanya muatan positif dan negatif yang

hanya akan menghasilkan pita serapan.

2.10.3. Analisis Dengan GC-MS

GC-MS adalah metode yang menggabungkan kromatografi gas dan
spektroskopi massa, untuk mengidentifikasi zat dalam sampel. Metode analisis
dilakukan dengan membandingkan konsentrasi massa atom dari spektrum yang
dihasilkan. Prinsip kerja GC-MS, dimulai dari sampel dipanaskan atau diuapkan,
kemudian dilewatkan pada kolom. Campuran senyawa ini dipisahkan berdasarkan
kekuatan absorbsi atau elusi dalam fasa diam dari kolom. Selanjutnya senyawa
yang sudah terpisah akan ditembak oleh arus elektron, dan menyebabkan senyawa
terpisah menjadi fragmen. Fragmen ini dapat lebih besar atau lebih kecil dari
molekul aslinya. Fragmen sebenarnya adalah muatan ion dengan massa tertentu.
Massa fragmen jika dibagi muatan disebut perbandingan massa per muatan (m/z),

dimana nilai m/z biasanya mewakili berat molekul fragmen.

2.10.4. Analisis Dengan Polarimeter

Senyawa yang dapat memutar bidang sinar terpolarisasi ke kanan atau dalam
arah yang sesuai dengan gerak jarum jam didefinisikan sebagai zat putar ke
kanan (dextrorotatory) atau positif (+), sedangkan senyawa yang memutar
dalam arah kebalikannya disebut putar kekiri (levorotatory) atau negatif (-).
Alat yang dapat mengukur besarnya perputaran optik dari senyawa disebut
polarimeter.Polarimeter adalah alat yang didesain untuk mempolarisasikan
cahaya dan kemudian mengukur sudut rotasi bidang polarisasi cahaya oleh

suatu senyawa optis aktif. Besarnya perputaran itu bergantung pada struktur
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molekul, suhu, panjang gelombang sinar yang digunakan untuk pengukuran,
banyaknya molekul (konsentrasi) pada jalan cahaya dan pelarut.

Sudut putar spesifik (specific rotatory) ialah besarnya perputaran yang
dinyatakan dalam derajat dari larutan yang mengandung X g senyawa di dalam
1mL larutan yang diletakkan di dalam tabung polarimeter sepanjang 1 dm

pada suhu dan panjang gelombang tertentu. Panjang gelombang (1) yang

-9
sering digunakan adalah 589,3 nm (garis D natrium), dimanal1 nm =10 m.

Sudut putar spesifik untuk suatu senyawa (misalnya pada 25°C) dapat dihitung

dari sudut putar diamati dengan menggunakan rumus :

25 B
a =
[o] D LC

Dengan [ a ]°= Sudut putar spesifik garis D natrium pada 25°C
- = Sudut putar teramati pada 25°C
L = panjang tabung dalam dm

= konsentrasi larutan sampel dalam g/mL

2.11 . Uji Toksisitas
2.11.1. Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Metode BSLT merupakan uji toksisitas pendahuluan yang banyak
digunakan terhadap suatu senyawa aktif. Kemampuan bahan aktif untuk
membunuh larva udang (brine shrimp) Arthemia salina L., merupakan salah satu
metode yang banyak digunakan dalam studi senyawa anti tumor dari jaringan
tumbuhan, selain pengamatan kemmapuan daya inhibisi bahan aktif terhadap
pertumbuhan sel tumor pada tanaman kentang. Metode ini banyak digunakan
untuk uji hayati dalam analisis residu pestisida, anestetika, senyawa turunan
morfin, karsinogenitas suatu senyawa dan polutan pada air laut. Keuntungan

metode ini diantaranya adalah cepat, biaya yang digunakan relatif sedikit dan

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011 Universitas Indonesia



47

sederhana. Besarnya aktivitas toksisitas terhadap larva udang laut dinyatakan
dengan LCs (lethal median concentration) yaitu konsentrasi senyawa uji (ppm)
yang dapat menyebabkan kematian 50% organisme uji dibawah kondisi yang
sesuai.

Larva A. salina Leah didapat dengan cara menetaskan telurnya dalam air
laut atau air laut buatan selama 24 jam dengan temperatur maksimum untuk
penetasan adalah 20-30%. Larva udang Arthemia Salina yang digunakan berumur
48 jam karena pada umur tersebut larva A. salina bersifat paling peka. Hal ini
disebabkan dinding sel larva masih lunak sehingga senyawa asing dalam air laut
yang diserap melalui dinding selnya akan segera mempengaruhi hidupnya.
Senywa asing yang bersifat racun itu akan menyebabkan kematian pada larva
udang.

Sebanyak 10-15 ekor larva udang dimasukkan kedalam vial berisi sampel
dengan beberapa konsentrasi berbeda, dan dibiarkan pada tempat dengan udara
dan sinar yang cukup. Persentasi kematian larva A.Salina dihitung setelah 24 jam
pemberian terhitung sejak larva dimasukkan kedalam vial berisi sampel uji, untuk
kemudian dihitung nilai LCsy (konsentrasi senyawa uji dalam ppm yang dapat
menyebabkan kematian sebanyak 50% larva salina dibawah kondisi yang telah
ditetapkan.

2.11.2. Uji Sitotoksik

Uji sitotoksitas merupakan salah satu contoh uji yang digunakan untuk
mengevaluasi daya sitotoksik suatu senyawa yang dilakukan secara invitro untuk
senyawa-senyawa seperti produk farmasi, obat kanker dan kosmetik.
Pengembangan metode invitro sebagai alternatif pengganti pengujian
menggunakan hewan uji mempunyai relevansi yang cukup baik yang bertujuan
untuk mendeteksi potensi sitotoksik suatu obat pada manusia.

Metode yang digunakan dalam uji sitotoksitas salah satunya adalah
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metode MTT. Metode ini didasarkan atas pengukuran intensitas warna secara
kolorimeter, yang terjadi sebagai hasil metabolisme suatu substrat oleh sel hidup
menjadi sel berwarna. Garam MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromida) yang ditambahkan pada media akan direduksi oleh enzim
reduktase suksinat tetrazolium yang terdapat didalam mitokondria aktif menjadi
formazan yang merupakan zat warna ungu.

Kemampuan suatu sel untuk mereduksi MTT memberikan indikasi
aktivitas pada mitokondria dari suatu sel yang dapat diinterpretasi sebagai suatu

ukuran dari jumlah sel.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan mulai bulan September 2010 sampai bulan Mei

2011 di Laboratorium Penelitian Kimia, FMIPA Universitas Indonesia,

Laboratorium Kimia Bahan Alam dan Pangan, Laboratorium NMR Pusat

Penelitian Kimia LIPI Serpong dan Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam,
ITB Bandung.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Bahan Penelitian

Substrat : eugenol, isoeugenol

Katalis : Enzim Horseradish peroksidase (HRP) dengan aktivitas 100
unit/mg

Aktivator katalis (oksidator) : H,O, 30%

Buffer fosfat dan Buffer sitrat

Pelarut: metanol, etil asetat, asetonitril, aseton, etanol, n-heksan, aquades
Zat pengering : Na,SO, anhidrat

Pemurnian dan pemisahan : Pelat KLT

3.2.2. Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas yang

ada di laboratorium kimia seperti labu, gelas piala, gelas ukur, corong pisah,

batang pengaduk, labu dua leher, pipet tetes, termometer, neraca analitik, pH

meter, stirrer, lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm. Instrumentasi yang

digunakan antara lain spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer IR, GCMS,
NMR (H-NMR dan C-NMR) serta polarimeter.
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3.3. Cara Kerja

3.3.1. Optimasi reaksi kopling oksidatif eugenol yang dikatalisis enzim HRP

Penentuan perbandingan eugenol dan H,0,

Variasi perbandingan mol eugenol dan H,O, yang digunakan adalah 1:0,25;
1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8; 1:9

Sebanyak 0,5 gram eugenol dan H,O, sesuai dengan perbandingan tertentu
dimasukkan kedalam labu bulat dua leher. Selanjutnya ditambahkan enzim
HRP 7,5 mg dalam 10 mL buffer fosfat pH 6,5 dan diaduk dengan
menggunakan stirrer. Reaksi berlangsung selama 30 menit dan temperatur
dijaga agar tidak melebihi 35°C. Kemudian campuran reaksi diekstraksi
dengan menggunakan etil asetat, sehingga didapatkan fasa etil asetat dan
fasa air. Fasa etil asetat hasil pemisahan dilakukan uji KLT dan pengukuran
dengan UV-Vis untuk mengetahui perbandingan eugenol dan H,0,
optimal. Selanjutnya dilakukan reaksi pada berbagai perbandingan eugenol
dan H,0, 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8; 1:9. Kemudian
dilakukan uji KLT dan pengukuran dengan spektrofotometer UV-Vis untuk

menentukan perbandingan eugenol dan H,O, optimal.

Penentuan pH reaksi

Variasi pH yang digunakan adalah 2, 3, 4,5, 6, 7 dan 8.

Kedalam labu bulat 2 leher dimasukkan eugenol dan H,O, sesuai dengan
perbandingan optimal dan enzim HRP 7,5 mg. Selanjutnya ditambahkan
larutan buffer pada berbagai pH sebanyak 10 mL dan diaduk dengan
menggunakan stirrer. Reaksi berlangsung selama 30 menit dan temperatur
dijaga agar tidak melebihi 35°C . Kemudian campuran reaksi diekstraksi
dengan menggunakan etil asetat, sehingga didapatkan fasa etil asetat dan
fasa air. Fasa etil asetat hasil pemisahan digunakan untuk uji KLT dan

pengukuran dengan UV-Vis untuk menentukan produk reaksi optimal.
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®  Penentuan jenis cosolvent
Variasi jenis cosolvent yang digunakan adalah aseton, etanol, metanol,
asetonitril dan etil asetat. Kedalam labu bulat 2 leher dimasukkan eugenol
dan H,0, sesuai dengan perbandingan optimal, enzim HRP 7,5 mg dan
larutan buffer pH reaksi optimal dan cosolvent, kemudian diaduk dengan
menggunakan stirrer. Reaksi berlangsung selama 30 menit. Kemudian
campuran reaksi diekstraksi dengan menggunakan etil asetat, sehingga
didapatkan fasa etil asetat dan fasa air. Fasa etil asetat hasil pemisahan
digunakan untuk uji KLT dan pengukuran dengan UV-Vis untuk

menentukan produk reaksi optimal.

®  Penentuan jumlah cosolvent
Variasi jumlah cosolvent yang digunakan adalah 5%, 10%, 25%, 50%,
75% dan 90%. Kedalam labu bulat 2 leher dimasukkan eugenol dan H,0,
sesuai dengan perbandingan optimal, enzim HRP 7,5 mg dan larutan bufer
pH reaksi optimal dan jumlah cosolvent sebanyak 10 mL, kemudian
diaduk dengan menggunakan stirrer. Reaksi berlangsung selama 30 menit.
Kemudian campuran reaksi diekstraksi dengan menggunakan etil asetat,
sehingga didapatkan fasa etil asetat dan fasa air. Fasa etil asetat hasil
pemisahan digunakan untuk uji KLT dan pengukuran dengan UV-Vis
untuk mengetahui jumlah cosolvent yang digunakan. Kemudian dilakukan
uji KLT dan pengukuran dengan spektrofotometer UV-Vis untuk

menentukan produk reaksi optimal.

3.3.2. Sintesis Dimer Eugenol Melalui Reaksi Kopling Oksidatif
Menggunakan Enzim HRP Pada Kondisi Optimum

Sebanyak 1,01 gram eugenol ditambahkan 0,3 mL H,0, 30% dalam labu
bulat dua leher tertutup, kemudian direaksikan dengan enzim HRP 15 mg, 20 mL

buffer pH 3 dan 20 mL 10% metanol. Reaksi berlangsung dengan pengadukan
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menggunakan stirrer selama 1 jam dan dikontrol suhunya agar tidak melebihi
35°C. Keberhasilan reaksi diamati secara kualitatif dengan terjadinya perubahan
warna reaksi. Setelah 1 jam campuran hasil reaksi diekstraksi dengan
menggunakan etil asetat dalam corong pisah. Fasa etil asetat dipisahkan dari fasa
air, sisa air yang terdapat dalam fasa organik dihilangkan dengan menambahkan
Na,SO,4 anhidrat 5 gram. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan
cara menguapkan pelarutnya. Untuk mengetahui jumlah komponen yang terdapat
dalam hasil reaksi dilakukan dengan Uji Kromatografi Lapisan Tipis, dimana

sebagai pembanding digunakan larutan eugenol dalam etil asetat.

3.3.3. Sintesis Dimer Isoeugenol Melalui Reaksi Kopling Oksidatif
Menggunakan Enzim HRP

Sebanyak 1,01 gram isoeugenol ditambahkan 0,3 mL H,0, 30% dalam
labu bulat dua leher tertutup, kemudian direaksikan dengan enzim HRP 15 mg, 20
mL buffer pH 3 dan 20 mL 10% metanol. Reaksi berlangsung dengan
pengadukan menggunakan stirrer selama 1 jam dan dikontrol suhunya agar tidak
melebihi 35°C. Keberhasilan reaksi diamati secara kualitatif dengan terjadinya
perubahan warna reaksi. Setelah 1 jam campuran hasil reaksi diekstraksi dengan
menggunakan etil asetat dalam corong pisah. Fasa etil asetat dipisahkan dari fasa
air, sisa air yang terdapat dalam fasa organik dihilangkan dengan menambahkan
Na,SO, anhidrat 5 gram. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan
cara menguapkan pelarutnya. Untuk mengetahui jumlah komponen yang terdapat
dalam hasil reaksi dilakukan dengan Uji Kromatografi Lapisan Tipis, dimana

sebagai pembanding digunakan larutan eugenol dalam etil asetat.
3.3. 4. Uji KLT Dan Pemisahan Komponen Hasil Reaksi
Uji KLT dilakukan untuk mengetahui banyaknya komponen yang

terdapat dalam senyawa hasil reaksi. Uji KLT dilakukan dengan menggunakan

larutan pengembang n heksan dan etil asetat dengan perbandingan optimum 4:1.
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Selanjutnya dilakukan pemisahan dengan menggunakan KLT preparatif. Spot

yang diduga produk utama kemudian diambil dan dilarutkan dengan etil asetat
Hasil pemisahan berupa kristal kemudian dianalisa lebih lanjut menggunakan

instrumentasi UV-Visible, IR, GCMS, H-NMR, C-NMR dan polarimeter.

3.3.5. Pengukuran Dengan Spektrofotometer UV-Visibel
Sebanyak 1 mg senyawa uji dilarutkan dalam 10 mL pelarut etil asetat
sehingga terbentuk larutan homogen. Larutan tersebut ditentukan panjang

gelombangnya pada serapan maksimum (Amax)-

3.3.6. Pengukuran Dengan Spektrofotometer FTIR
Sebanyak 1 mg senyawa uji digerus dengan 50 mg KBr dengan mortar
sampal homogen, selanjutnya diletakkan dalam cetakan pellet. Pellet KBr diukur

pada rentang bilangan gelombang 4000-660 cm™.

3.3.7. Pengukuran Dengan Kromatografi Gas Dan Spektrometer Massa

Pengukuran kromatografi gas menggunakan instrument dari
Agilent seri 6890 dan spektrometer massa seri 5953. Metode yang
digunakan pada pengukuran kromatografi gas dan spektrometer massa
adalah metode 6890, menggunakan kolom kapiler model Agilent 19091J-
433 ( HP-5, 0,25 mm*30 m* 0,25um), fasa gerak yang digunakan adalah
gas helium sedangkan fasa diamnya adalah campuran fenil dan polimer
dimetilsiloksana 5:95. Model alirannya adalah aliran konstan dengan laju
alir 1 mL/menit. Sebanyak 2 uL sampel dengan konsentrasi 50 ppm
diinjeksikan ke dalam kolom kromatografi dan diteruskan ke spektrometer
massa. Hasil kromatografi dan spektrometer massa dikeluarkan dalam
bentuk puncak senyawa (GC) dan dilanjutkan dengan bentuk-bentuk
fragmentasi senyawa tersebut (MS).

3.3.8. Pengukuran Dengan NMR (Nuclear Magnetic Resonance)

Sampel dilarutkan dalam pelarut CDCl3. Sampel dimasukkan kedalam
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tabung NMR sampai tinggi larutan berada 4 cm dari tinggi tabung 20 cm. Tabung
dimasukkan kedalam alat NMR untuk dianalisis 'HNMR dan **CNMR.

3.3.9. Penentuan Sudut putar [a] Dengan Polarimeter.

Sebanyak 0,02 g senyawa hasil reaksi dimasukkan ke dalam labu ukur
25 mL, kemudian dilarutkan dengan etil asetat hingga tanda batas.
Selanjutnya, larutan tersebut dimasukkan ke dalam tabung polarimeter 20

cm dan dibaca sudut putar optiknya, [a].

3.4. Uji Toksisitas Metode BSLT
Uji Brine Shrimp Lethality Test dilakukan sesuai dengan yang tercantum dalam
Meyer et al,1982.

3.4.1. Penetasan Larva Udang

Kurang lebih 50-100 mg telur udang ditetaskan didalam tempat persegi
panjang (2x10 cm) yang dilengkapi pembatas berlubang diameter 2 mm dan diisi
air laut, ditutup dengan kertas aluminium pada bagian telur dan dibiarkan 48 jam,
maka telur akan menetas dan larva-larva udang yang akan diuji diambil dengan

pipet dari sisi yang terang.

3.4.2. Persiapan Larutan Yang Akan Diuji
Senyawa produk reaksi yang akan diuji dibuat dengan konsentrasi 10, 100,
500 dan 1000 ppm dalam air laut.

3.4.3. Uji Toksisitas Metode BSLT

Larva udang yang hidup sebanyak 10-11 ekor dimasukkan kedalam vial
uji yang berisi 100 pL air laut. Ditambahkan larutan sampel yang akan diuji
dengan konsentrasi 10, 100, 500 dan 1000 ppm.masing-masing sebanyak 100
pL.Untuk setiap konsentrasi dilakukan 3 kali pengulangan. Kontrol dilakukan

tanpa penambahan sampel, kemudian didiamkan selama 24 jam. Dihitung jumlah
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larva yang mati dan yang masih hidup. Selanjutnya tingkat mortalitas dihitung
dengan membandingkan antara jumlah larva mati dibagi dengan jumlah total
larva.

Dengan membuat grafik antara log konsentrasi terhadap mortalitas
diperoleh regresi linier dengan y = ax + b. Nilai LCs, diperoleh dengan
memasukkan nilai y = 50, maka diperoleh konsentrasi senyawa uji yang
menyebabkan kematian 50% larva yang disebut LCs,. Suatu zat dikatakan aktif

jika mempunyai nilai LCso < 50 ppm.

3.5. Uji Sitotoksik terhadap Sel Murine leukimia P-388

Pengujian terhadap sel kanker Murine leukimia P-388 dilakukan
penambahan sampel yang dilarutkan dalam pelarut DMSO. Pengenceran sampel
dilakukan dengan penambahan larutan bufer fosfat pH 7,3-7,65. Sampel dengan
konsentrasi yang beragam ditambahkan kedalam sel dalam microplate lalu
dikocok dengan microplate mixer dan disimpan kembali dalam inkubator CO..
Sebagai kontrol negatif digunakan DMSO dan kontrol positif digunakan senyawa
standar cisplatin. Sel diinkubasi selama 48 jam, kemudian ditambahkan reagen
MTT [3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromida] dan dikocok
dengan microplate mixer. Inkubasi dilakukan selama 4 jam, kemudian
ditambahkan stop solution (SDS) dan dikocok dengan baik tanpa meninggalkan
busa yang mengganggu dalam pengamatan. Inkubasi dilanjutkan kembali selama
24 jam.

Pengukuran optical denstity (OD) dilakukan dengan microplate reader, 24
jam setelah penambahan stop solution. Setelah itu dilakukan penentuan nilai
aktivitas yang dinyatakan dalam persen (%) menggunakan persamaan:

% aktivitas = X-Y x100%
—
X = 0D dari sel P388 yang tidak mendapat perlakuan (kontrol negatif)

Y = OD dari sel P388 yang mendapat perlakuan

Universitas Indonesia
Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011



38

Nilai ICsy diperoleh dari grafik hubungan antara konsentrasi senyawa bahan uji
dengan nilai % aktivitas. Nilai ICso merupakan konsentrasi yang diperlukan

untuk menghambat pertumbuhan sel sebanyak 50%.
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3.6. Bagan Kerja

1. Optimasi Reaksi Kopling Oksidatif Senyawa Eugenol Dengan Enzim Peroksidase

a. Variasi perbandingan jumlah eugenol dan
oksidan (H,0,)
. pH
c. jenis cosolvent
d. jumlah cosolvent

v
2. Sintesis Reaksi Penggabungan (Kopling) Oksidatif senyawa eugenol (isoeugenol)

HRP + buffer fosfat pH optimal
+ H,0, + eugenol dengan perbandingan optimal

+ co solvent dengan jumlah optimal

=4

Ekstraksi dengan etil asetat

! }

Fasa etil asetat

l—KLT

Cairan kental

Fasa air

l KLT Preparatif

Produk reaksi

}

3.Karakterisasi Produk reaksi

(UV-VIS, IR, GCMS, Polarimeter)

|

4. Uji BSLT

|

5. Uji Sitotoksik
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Optimasi Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol Menggunakan Enzim

Horseradish Peroksidase

Reaksi kopling oksidatif eugenol dengan bantuan enzim Horseradish
peroksidase (HRP) dipengaruhi oleh beberapa faktor. Untuk mendapatkan produk
yang optimal maka pada penelitian ini dilakukan pengujian reaksi terhadap
pengaruh perbandingan jumlah eugenol dan oksidator (H,O,), pH, jenis pelarut

(cosolvent) dan jumlah cosolvent.

4.1.1. Optimasi Perbandingan Eugenol dan H,0,

Pembentukan produk melalui reaksi kopling oksidatif dengan berbagai
perbandingan eugenol dan H,O, dengan bantuan katalis enzim HRP
menghasilkan larutan berwarna kuning dan kemudian diekstraksi dengan etil
asetat. Fasa etil asetat yang diperoleh kemudian diuji KLT dengan larutan
pengembang n—heksan dan etil asetat 4:1. Hasil KLT dapat dilihat pada Gambar
4.1

Rf3 =0,87
Rf2=0,65

Rf1=0,35

Universitas Indonesia

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011



41

Gambar 4.1. Hasil KLT reaksi kopling oksidatif eugenol pada berbagai

perbandingan eugenol dan H,0,

Hasil KLT menunjukkan terdapat 3 spot dengan Rf yang berbeda. Spot
pertama memiliki R¢1 = 0,35 yang berukuran lebih besar dan diduga merupakan
produk utama, spot kedua dengan R; 2 = 0,65 yang berukuran lebih kecil
dibandingkan dengan spot pertama yang diduga merupakan hasil reaksi samping.
Spot ketiga memiliki R¢ 3 = 0,87 sama dengan Rf eugenol yang menunjukkan

masih ada eugenol yang masih tersisa.

Hasil pengukuran dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang

gelombang 285 nm dapat dilihat pada Gambar 4.2 dibawah ini

Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi
Perbandingan eugenol:H,0O,

4 g I\
’ R

1

absorbansi
(48]

/
/
1’
2,5
’ /
2 /
/
/
/

1;0,25 1;05 1;1 1;2 1;3 1;4 1;5 1,6 1,7 1;8

eugenol:H,0, (mol)

1;9

Gambar. 4.2. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi Perbandingan
Eugenol dan H,0,

Hasil pengujian dengan UV-Vis menunjukkan pada perbandingan 1:0,25
absorbansi akan meningkat. Hal ini yang berkaitan dengan laju reaksi
pembentukan produk yang semakin meningkat dan mencapai optimal pada

perbandingan eugenol dan H,0O, 1:0,5. Hal ini menunjukkan bahwa kompleks
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substrat enzim telah terbentuk dan enzim telah jenuh. Selanjutnya pembentukan
produk semakin berkurang yang ditandai dengan terjadi penurunan absorbansi
dengan semakin meningkatnya jumlah H,O, . Pada kondisi ini tidak ada lagi
enzim bebas, sehingga penambahan H,O, tidak akan meningkatkan laju reaksi.
Perbandingan optimum eugenol: H,O, dalam reaksi kopling oksidatif eugenol
adalah 1:0,5.

4.1.2. Optimasi pH Reaksi

Salah satu faktor yang mempengaruhi reaksi kopling oksidatif dengan
enzim adalah pH. Tingkat keasaman (pH) akan menentukan produk reaksi yang
dihasilkan dalam bentuk dimer, trimer, oligomer bahkan polimer lainnya.

Hasil KLT sintesis reaksi kopling oksidatif eugenol dan H,O, dengan
katalis HRP dengan berbagai pH dapat dilihat pada Gambar 4.3. dibawah ini

R¢3=0,88
R¢2 =0,60

R¢1=0,36

Gambar 4.3. Hasil KLT reaksi kopling oksidatif eugenol dengan katalis
enzim HRP pada berbagai pH

Hasil KLT menunjukkan terdapat 3 spot dengan nilai R yang berbeda, spot 1
yang lebih besar dari spot lainnya dengan Rt 1= 0,36 yang diduga merupakan
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produk utama reaksi. Spot kedua dengan Rs2 = 0,6 yang berukuran lebih kecil
yang diduga merupakan hasil reaksi samping dan spot yang ketiga dengan
R¢3=0,88 yang memiliki spot yang sama dengan standar eugenol. Hasil KLT
menunjukkan spot pada pH 3 lebih besar dibandingkan dengan spot lainnya.
Sedangkan hasil pengukuran dengan UV-Vis dalam penentuan pH reaksi dapat
dilihat pada Gambar 4.4.

Serapan UV-Vis produk reaksi pada variasi pH

4,350

4,300 /—-\ / ~_

4,250

N/
AV

4,150

Absorbansi

4,100

4,050

2 3 4 5 6 7 8

pH

Gambar. 4.4. Grafik Serapan UV-Vis produk reaksi pada variasi pH

Grafik 4.4 menunjukkan pH pembentukan reaksi kopling oksidatif eugenol
dengan katalis enzim HRP dengan absorbansi paling tinggi pada pH 3 dan pH 6-
7. Sintesis dimer senyawa fenolik berlangsung dalam kondisi asam (pH 3-4), hal
ini disebabkan oleh intermediet radikal fenoksi yang dihasilkan akan lebih
stabil pada kondisi asam, sedangkan pembentukan trimer, tetramer, dan
pentamer ataupun polimer lainnya akan berlangsung pada pH netral. (Antoniotti,
Sylvain. 2004). Selain itu pembentukkan dimer pada pH netral akan

menghasilkan rendemen (yield) yang rendah (Brunow, 2001).
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OH OH
HsCO
CHI0 enzimatik CHO CH30 non enzimatik
—_— - kopllng
pH 3

OCH,

Dimer Eugenol

sedangkan pada pH 6-7, reaksi ini terus berlanjut membentuk trimer dan polimer

lainnya
OCH,
OH OH
H3CO OCH3
H;CO
‘ 1.radikal transfer
2.radikal kopling
(0]
‘ ‘ OCH3
Dimer

Trimer

Gambar. 4.5. Tahapan pembentukan dimer dan trimer eugenol pada pH 3 dan 6

Oleh karena itu dalam penelitian ini, pH reaksi kopling oksidatif

pembentukan dimer eugenol berlangsung pada pH 3.

4.1.3. Optimasi Jenis Cosolvent

Hasil KLT pembentukan reaksi kopling oksidatif eugenol dengan

berbagai jenis cosolvent dapat dilihat pada Gambar 4.6. dibawah ini.
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Rf2=0,75

Rf 1= 0,24

Gambar 4.6. Hasil KLT reaksi kopling oksidatif eugenol dengan katalis

enzim HRP pada berbagai pelarut

Hasil KLT menunjukkan adanya 2 spot dengan Rf yang berbeda. Spot 1

dengan R¢l =0,24 dan spot kedua dengan R 2 = 0,75 yang sama dengan standar

eugenol. Hasil KLT menunjukkan spot dengan Rf = 0,24 dengan cosolvent

metanol lebih besar dibandingkan dengan spot yang lainnya.

Hasil pengukuran absorbansi dengan UV-Vis dapat dilihat pada Gambar 4.7

4,350
4,300
4,250
4,200

absorbansi

4,150
4,100
4,050

Serapan UV-Vis Produk Reaksi Pada Variasi

Pelarut
e
etil asetat aseton metanol asetonitril etanol
jenis pelarut

Gambar 4.7. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi Pada Variasi Pelarut
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Grafik menunjukkan penggunaan cosolvent metanol dalam reaksi ini
memiliki nilai absorbansi paling tinggi dibandingkan dengan jenis cosolvent
lainnya. Hal ini ditandai dengan adanya kenaikan suhu di atas 37°C, sehingga
reaksi harus diatur suhunya di bawah 35°C agar enzim tidak mengalami
kerusakan.

Penggunaan cosolvent pelarut organik mempengaruhi struktur dari enzim
HRP, tetapi tidak mengakibatkan rusaknya struktur sekunder dan sisi aktif enzim
(Keungarp, 1999). Hasil penelitian Keungarp dengan substrat metoksi fenol
dengan enzim HRP dilaporkan bahwa enzim HRP terdenaturasi pada pelarut
organik volume rendah (> 30% dioksan dan > 20% asetonitril).

Penelitian yang dilakukan oleh Kaisa Syrjanen (2001) dalam reaksi
kopling senyawa acetovanillone yang menghasilkan dimer
dehydrodiacetovanillone menggunakan etanol sebagai cosolvent. Sedangkan
pembentukan dimer melalui reaksi kopling senyawa metil sinapat menggunakan
cosolvent metanol (Setala, 1994). Penggunaan cosolvent dalam reaksi kopling
oksidatif tergantung dari jenis substrat yang digunakan

Penggunaan cosolvent memiliki peranan dalam reaktivitas intermediet
radikal fenoksi yang dihasilkan. Radikal fenoksi yang dihasilkan dalam reaksi

kopling oksidatif akan membentuk intermediet quinon metide. (Setala, 2008)

o o)

OH

H3CO H4CO
H3CO
— e B
S
\ |
isoeugenol fenoksi radikal ~ intermediet quinon metide

Gambar. 4.8. Radikal fenoksi dan intermediet quinon metide (Bolton,
1995)
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Penggunaan cosolvent berfungsi sebagai nukleofil yang memiliki peranan
dalam reaktivitas intermediet quinon metide yang dihasilkan. Serangan nukleofil
pada intermediet quinon metide dalam reaksi kopling oksidatif dapat dilakukan

secara intramolekuler maupun intermolekular (Setala, 2008). (Gambar.4.9)

R

ufﬁ
__,1

Sy

— B-5 B-0-4 and B-f

p-0-4, B-B -— | :
(B-1, 5-04') RS JHESCCH (f-1, 5-0-4' and 5-5')
couplng products = 4 3 coupling products
when R= OCH, OH when R =H

q.
OMe
e R*
. /J“’_'-l'?\ CMe
- -
c:m.1n o /l [ T”
e,
T-complex R H\"’ aMe
o R
d’, ? K x
d - '_4
Fy-0H 1 R-OH OMe
c I £ o |
- - -ompleses
| ﬂ fi I\Q |
- | -
R \\H’MEC/\F’A\R R A\IT oM
o
8] o ‘l o
S

8-F coupling products §-0-4 coupling products -5 coupling products
Intramaolecular
E_ucle::r'ilc attact stabilizes

5 dimers

Intermaolecular
nucleophilic attact stakilizes
f-0-4 dimers

Inter- orfand inTamalecular
nuczleophilic stact s) stabilizes
dimeric products

o RFn 8
YA R R Men. il
:—c: N I h R’ ch\r)—o-.a.r 5
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R |
2 R F OMe
=0
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-
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(]
Y
=
P

MeC. o R* MeD “\‘._\j\
|
Ho R r ""T"

Gambar. 4.9. Diagram mekanisme reaksi penyerangan nukleofil dalam
pembentukan dimer (Setala, 2008)
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Penggunaan cosolvent mempengaruhi struktur quinon metida dan
kecepatan reaksi. Penggunaan pelarut polar akan mempengaruhi reaksi solvolisis
dan adisi nukleofilik pada quinon metida. Reaksi adisi nukleofil akan lebih cepat
berlangsung pada suasana asam.

Mekanisme reaksi antara intermediet quinon metide dengan nukleofil
CH3OH dapat dilihat pada Gambar. 4.10.

Oehs OCH, OCH,

[©)
R H L

&CHgoH

Gambar. 4.10. Struktur quinon metide dan serangan nukleofil CH3OH dalam

SuaSana asam

Dari literatur diketahui bahwa metanol merupakan nukleofil yang lebih
reaktif dibandingkan dengan air dan etanol yang akan menyerang karbokation
benzil alkohol (Setala, 2008, dan Fessenden, 1985).

Selain nukleofil, mekanisme reaksi ini juga dipengaruhi oleh pelarut.
Pelarut polar seperti air, etanol dan metanol yang memiliki tetapan dielektrik yang
tinggi mampu mensolvasi kation dan anion, sehingga laju reaksi akan semakin
meningkat. Sebaliknya pelarut aseton dan asetonitril yang merupakan pelarut
polar aprotik hanya mensolvasi kation saja. Reaksi penyerangan nukleofil
terhadap karbokation lebih cepat terjadi pada pelarut polar seperti metanol, air dan
etanol dibandingkan dengan pelarut polar aprotik seperti aseton dan asetonitril.
(Hart,2003). Kondisi optimal reaksi kopling oksidatif eugenol diperoleh dengan

menggunakan metanol sebagai cosolvent.
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4.1.4. Optimasi Jumlah Cosolvent

Hasil KLT menunjukkan terdapat 3 spot dengan Rf berbeda yaitu spot
pertama dengan R;1 = 0,35 yang diduga merupakan produk utama. Spot kedua
dengan R 2 = 0,58 yang diduga merupakan produk samping dan spot ketiga
dengan R:3 = 0,87 memiliki Rf yang sama dengan spot eugenol sebagai standar.

—>  R3=087

—» R:2=0,58

— Ri1=1035

Gambar. 4.11. Hasil KLT Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol dengan enzim HRP
dalam berbagai komposisi jumlah pelarut

Hasil pengujian pengaruh jumlah optimal dalam reaksi dengan
mengunakan UV-Vis pada A=285 nm dapat dilihat pada Gambar. 4.12 dibawah

ini
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Serapan UV-Vis produk reaksi pada Variasi jumlah
cosolvent
4,05
— /\
2 ~
I 39
3,85
5 10 25 50 75 90
Jumlah Cosolvent (%)

Gambar. 4.12. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi Pada Variasi jumlah

cosolvent

Pada Gambar 4.12. terlihat bahwa absorbansi produk akan meningkat
dengan bertambahnya % jumlah metanol, dan mencapai absorbansi maksimum
pada penambahan 10% metanol. Hal ini menunjukkan bahwa laju reaksi akan
meningkat dan mencapai optimal dengan penambahan 10% metanol. Kandungan
air yang lebih banyak pada 10% metanol diperlukan oleh enzim HRP untuk
mempertahankan konformasi strukturnya dan meningkatkan aktivitas katalitiknya.
Pada penambahan lanjut % metanol diatas 10% akan menurunkan nilai
absorbansi produk, hal ini disebabkan kerena penambahan metanol diatas 10%
akan mengurangi kandungan air yang berpengaruh terhadap turunnya aktivitas
enzim sehingga mengakibatkan jumlah produk yang dihasilkan juga berkurang.
Dan pada penambahan metanol 75% diperoleh nilai absorbansi produk paling
kecil, hal ini menunjukkan kemungkinan enzim HRP akan mengalami perubahan
struktur atau terdenaturasi sehingga aktivitas enzim akan turun atau hilang sama
sekali. Kondisi reaksi optimal kopling oksidatif eugenol diperoleh pada

penambahan 10% metanol.
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4.2. Sintesis Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol dan Isoeugenol dengan
Katalis Enzim Horseradish peroksidase Pada Kondisi Optimal

4.2.1. Sintesis Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol dan HRP

Dalam penelitian ini menggunakan eugenol sebagai substrat yang
merupakan senyawa fenolik yang mampu menyumbangkan proton jika
direaksikan dengan H,O, sebagai akseptor proton dan enzim HRP yang berfungsi
sebagai katalis.

Kondisi optimal yang telah diperoleh digunakan dalam sintesis reaksi
kopling oksidatif eugenol dengan menggunakan enzim HRP. Eugenol dan H,0,
dengan perbandingan mol 1:0,5 direaksikan dengan menggunakan enzim HRP 15
mg dan 20 mL larutan buffer sitrat pH 3, dan diaduk dengan stirrer. Kemudian
ditambahkan 20 ml metanol 10% secara perlahan-lahan dan dijaga temperaturnya
agar tidak melebihi 35°C agar enzim tidak terdenaturasi. Reaksi dilakukan selama
60 menit.

Hasil reaksi yang diperoleh berupa larutan kuning dan selanjutnya
diekstraksi dengan etil asetat 50 mL dengan menggunakan corong pisah, sehingga
didapatkan 2 fasa yaitu fasa air dan fasa etil asetat. Kemudian fasa etil asetat
dipisahkan dan diuapkan sehingga didapatkan larutan kental berwarna kuning.

Untuk mengetahui jJumlah komponen yang terdapat dalam senyawa hasil
reaksi maka dilakukan uji kromatografi lapisan tipis dengan menggunakan larutan
pengembang campuran n heksan:etil asetat dengan perbandingan optimum yaitu
4:1. Hasil pengujian KLT dapat dilihat pada Gambar 4.13.
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Rf 3 =0,87

Rf 2 =N KRR

Rf1= 0.35

Gambar.4.13. Hasil sintesis produk eugenol dengan uji KLT

Hasil KLT menunjukkan adanya 3 spot yang memiliki Rf yang berbeda. Spot 1
yang berukuran besar memiliki R¢1= 0,35. Spot kedua yang berukuran paling
kecil memiliki Rf 2= 0,58, yang diduga merupakan hasil reaksi samping,
sedangkan spot ketiga memiliki R{3 = 0,87, sama dengan spot eugenol sebagai
standar. Selanjutnya dilakukan pemisahan komponen dengan KLT preparatif.
Spot yang diduga sebagai produk utama kemudian dikerok dan dilarutkan dalam
etil asetat kemudian disaring dan diuapkan pelarutnya. Hasil yang diperoleh
berupa kristal kuning dengan berat 0,0852 gram (8,52 %) dan memiliki titik leleh
105,5°C.

Untuk mengidentifikasi struktur molekul dari senyawa yang diperoleh
dilakukan pengukuran menggunakan instrumentasi spektrofotometer UV-Visibel,
spektrofotometer Infra merah, GCMS, H-NMR, C-NMR dan polarimeter.

4.3. Analisis Senyawa Hasil Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol Dengan

Menggunakan Instrumen

4.3.1. Analisis Dengan Spektrofotometer UV-Visibel

Spektrofotometer UV-Visible digunakan untuk mengidentifikasi
terbentuknya senyawa baru berdasarkan pergeseran serapan maksimum.
Penyerapan sinar UV (200-400 nm) oleh suatu molekul akan menghasilkan
transisi diantara tingkat energi elektronik molekul tersebut. Oleh karena itu
serapan cahaya oleh sampel dalam spektrum UV tergantung pada struktur
elektronik senyawa tersebut. Molekul-molekul yang memerlukan lebih banyak
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energi untuk transisi elektronik akan menyerap pada panjang gelombang yang
lebih pendek, begitu pula sebaliknya.

Eugenol memiliki satu pita serapan maksimum pada panjang gelombang
278 nm yang berasal dari cincin aromatik yang diduga akibat terjadinya transisi
elektronik 1 —>n*. Sedangkan senyawa hasil reaksi memiliki dua pita serapan
maksimum pada panjang gelombang 251 nm dan 286 nm. Munculnya dua
panjang gelombang maksimum diduga berasal dari transisi elekronik n— n*
dari sistem aromatik (benzen). Puncak pada panjang gelombang maksimum 286
nm menunjukkan terjadinya pergeseran panjang gelombang ke arah yang lebih
panjang (efek batokromik). Pergeseran ke arah panjang gelombang yang lebih
panjang kemungkinan disebabkan oleh delokalisasi elektron ©* dalam molekul
karena adanya konjugasi elektron yang dapat menyebabkan elektron dapat

berpindah tempat dalam molekul yang mengandung dua sistem aromatik.

4.3.2. Analisis Dengan Menggunakan FTIR
Identifikasi gugus-gugus fungsional tertentu pada suatu molekul dapat
ditentukan dengan mengukur serapan radiasi infra merah (IR) pada berbagai
frekuensi yang dinyatakan dalam fungsi bilangan gelombang 4000-500 cm™.
Berdasarkan hasil spektrum FTIR (Lampiran 3) diperoleh beberapa pita
serapan pada panjang gelombang yang dapat dilihat pada Tabel 4.2

Tabel 4.2. Beberapa pita serapan spektrum FTIR senyawa dimer eugenol

Puncak (cm™) Keterangan
3346 Vibrasi ulur OH
3012 dan 3026 | Vibrasi ulur =C-H
1600-1500 Vibrasi ulur C=C aromatik
1228 Vibrasi ulur C-O-C
1163 Vibrasi ulur C(aromatik)-O-C(aromatik)
1000-600 Vibrasi lentur C(aromatik)-H
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Berdasarkan analisis hasil spektrum FTIR diketahui bahwa senyawa
produk reaksi kopling oksidatif eugenol memiliki gugus OH, gugus aromatik dan
ikatan C-O-C.

4.3.3. Analisis Dengan Kromatografi Gas Spektrometer Massa

Berdasarkan hasil kromatogram GC (Gambar. 4.14)) diperoleh puncak

tertinggi pada waktu retensi 24,40 menit.

Abundance TIC: SAMPEL3.D
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2.4e+07/
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2.2e+07/ f 24 55
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Gambar. 4.14. Kromatogram GCMS senyawa produk reaksi eugenol
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Puncak tertinggi kromatogram GC dianalisis lebih lanjut dengan MS dan

diperoleh spektrum berikut ini.

Abundance ' ' Scan 2278 (24.40 min): SAMPEL1.D

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000

2000
382

311

1000 137 154 202
4 g5 77 91103115 165,,,189202 . 253 g0 283297

ol 339 355368 | 398 430444 |
miz--> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Gambar 4.15. Spektrum massa produk reaksi eugenol

Hasil reaksi kopling eugenol memiliki bobot molekul (m/z) 326, yang
menunjukkan terbentuknya kopling antara 2 molekul yang masing-masing
kehilangan 1 atom H, dengan perhitungan = 2x164 (bobot molekul eugenol) — 2H
= 326. Berdasarkan data Library yang terdapat dalam instrumen GCMS diketahui
senyawa tersebut memiliki kesamaan dengan 1,1°-di-2-propenil-4,4°dihidroksi-

3,3’-dimetoksi-5,5’-bifenil (dehidrodieugenol)

HCO
/
HO
OH
Z OCH,

Gambar. 4.16. Struktur dehidrodieugenol
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4.3.4. Analisis Dengan NMR dan C-NMR

Kepastian bahwa senyawa produk reaksi kopling oksidatif eugenol adalah
senyawa dehydrodieugenol dipastikan dengan spektrum *H-NMR (Lampiran 7)
yang memberikan sinyal-sinyal pergeseran kimia (Tabel 4.3 ) dengan panduan
Gambar 4.16. sebagai berikut:

Gambar 4.17. Struktur senyawa dehidrodieugenol

Puncak pergeseran kimia proton aromatik pada 6,72 ppm (2H, aromatik-
CH-) menunjukkan adanya pergeseran kimia proton metin pada gugus aromatik
pada posisi C2 dan C2’. Pergeseran kimia proton pada 6,75 ppm (2H, aromatik-
CH) menunjukkan pergeseran kimia proton metin pada gugus aromatik pada
posisi C6 dan C6’. Puncak pada pergeseran kimia proton pada 3,91 ppm (6H,
singlet, -OCH3) merupakan puncak dari suatu proton gugus metoksi yang simetri.
Pergeseran kimia proton pada 3,35 ppm (4H, doublet,-CH,), menunjukkan adanya
pergeseran kimia dari dua proton metilen yang simetri pada posisi C7 dan C7°.
Adanya puncak-puncak pergeseran kimia pada 5,05-5,12 ppm (4H, multiplet, -
CH,) yang menunjukkan adanya pergeseran kimia 2 proton metilen yang simetri
pada posisi C9 dan C9’. Sedangkan puncak-puncak pergeseran kimia proton pada
5,97-6,01 ppm (2H, multiplet, CH) menunjukkan adanya pergeseran kimia 1

proton metin yang simetri pada posisi C8 dan C8’.
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Tabel 4.3. Data *H-NMR Produk Reaksi Eugenol (500 MHz, CDCl3)

3 (ppm) Multiplisitas Tipe proton No. Karbon
3,35 Doublet 4H CH,-7, CH,-7
3,91 Singlet 6H 2x OCHjs

5,05-5,12 Multiplet 4H CH,-9, CH2-9”

5,97-6,01 Multiplet 2H CH-8, CH-8§’
6,72 Doublet 2 H CH-2, CH-2’
6,75 Doublet 2H CH-6, CH-6

Puncak spektrum *C-NMR pada & 40,18 ppm menunjukkan adanya

karbon pada gugus metilen pada posisi C7 dan C-7°. Puncak spektrum pada o

57

56,27 ppm menunjukkan adanya karbon pada gugus metoksi. Untuk karbon metin

pada posisi C2 dan C2’ ditunjukkan pada & 110,87 ppm, sedangkan & 115,8 ppm

menunjukkan adanya karbon metilen pada posisi C-9 dan C-9’. Puncak karbon

metin lainnya pada posisi C-6 dan C-6’ memiliki nilai pergeseran kimia & 123,28

ppm. Puncak karbon kuarterner C-5 dan C-5" memiliki & 124,5 ppm, sedangkan &

132,1 ppm menunjukkan adanya karbon kuarterner pada posisi C-1 dan C-1’.

Puncak karbon kuarterner C-4 dan C-4’ memiliki 6 114,08 ppm dan puncak

karbon kuarterner lainnya pada posisi C-3 dan C-3’memiliki 6 147,2 ppm.

Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011
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Tabel.4.4. Data Spektroskopi **C-NMR Produk Reaksi Eugenol (125 MHz,

CDCly)
d (ppm) No. Karbon
40,17 (triplet) Cc-7,C-7
56,27 (quartet) 2 X O-CH3
110,87 (doublet) C-2,C-2

115,9 (triplet) C-9, C-o
123,28 (doublet) C-6, C-6’
124,57 (singlet) C-5, C-5°
132,11 (singlet) C-1,C-1°
137,82 (doublet) C-8,C-8’
141,08 (singlet) C-4,C4
1474 (singlet) C-3,C-3’

4.3.5. Analisis Dengan Polarimeter

Polarimeter adalah instrumen yang digunakan untuk mengukur sudut putar
spesifik dari senyawa optis aktif. Senyawa yang dapat memutar bidang sinar
terpolarisasi ke kanan atau sesuai dengan gerak jarum jam didefinisikan sebagai
zat putar kanan (dextrorotatory) atau positif (+), sedangkan senyawa yang
memutar dalam arah kebalikannya disebut putar ke kiri (levorotatory) atau (-).

Data GCMS menunjukkan dimer eugenol dduga adalah senyawa
dehidrodieugenol dimana senyawa ini tidak memiliki atom C kiral. Tetapi
berdasarkan hasil pengukuran sudut putar dengan polarimeter diperoleh o= +0,04
(Lampiran 11), dan sudut putar spesifik dari senyawa hasil reaksi yaitu [oc]zr'fl -+
133,3% (¢,0.00012, CH3COOC,Hs).

Hasil ini menunjukkan bahwa senyawa hasil reaksi dapat memutar bidang

polarisasi cahaya ke arah kanan dan memiliki tanda (+), dimana sifat optis

aktifnya disebabkan adanya sumbu kiral. Konfigurasi absolut senyawa tersebut
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dapat ditulis sebagai (Ra)-(+)-dehidrodieugenol, dengan struktur molekul sebagai
berikut:

HyCO OH

Gambar. 4.18.Struktur (Ra)-(+)-dehidrodieugenol
4. 4. Mekanisme Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol Dengan Enzim HRP

Reaksi kopling oksidatif menggunakan katalis enzim HRP dan H,0O;
melalui pembentukan radikal fenoksi. Eugenol merupakan donor hidrogen,
sedangkan H,O, sebagai akseptor proton serta enzim HRP digunakan sebagai
katalis.

Tahap pertama dalam siklus katalitik adalah reaksi antara H,O, dan Fe(l11)
enzim membentuk ikatan kompleks Fe(lll)-hidroperoksi dan akan mereduksi
H.O, menjadi H,O. Atom Fe(lll) pada protoporphyrin IX akan teroksidasi
menjadi Fe(I\V) phorphyrin radikal. Tahap selanjutnya Fe(IV) phorphyrin radikal
akan mengikat atom hidrogen dari eugenol dan menghasilkan radikal fenoksi dan
oxoferryl (senyawa Il). Tahap ketiga, senyawa Il bereaksi dengan eugenol
membentuk radikal fenoksi dan air. Selanjutnya terjadi penggabungan radikal
fenoksi dengan radikal fenoksi lainnya dan menghasilkan produk dimer eugenol.
Mekanisme pembentukan senyawa dehidrodieugenol adalah sebagai berikut:

e Tahap pertama : pembentukan senyawa | Fe(IV) phorphirin radikal

-+

 Fo(]]]) m— + H,0, — — Fe(lV) —
Enzim HRP Fe(IV)phorpyrin radikal
(senyawal l)
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e Tahap kedua : pembentukan senyawa oxo ferril (senyawa Il) dan radikal

fenoksi
OH O.
. OCH; OCH;
— Fe(lV) —— > —Fe(|V)— +
Senyawa | (senyawa 1) |

Radikal fenoksi

e Tahap ketiga : senyawa Il bereaksi dengan eugenol menghasilkan radikal

fenoksi

OH 2
OCH OCH
m— e (]\/) m— + 3 — 1 aF Hzo + _Fe(lllb
senyawa I Enzim HRP
|

radikal fenoksi

Selanjutnya terjadi penggabungan radikal pada posisi Cs-Cs menghasilkan

dimer eugenol yaitu dehidrodieugenol.

Pembentukan dimer eugenol merupakan reaksi kopling radikal pada
posisi C5 dan C5°. Hal ini disebabkan karena pembentukan radikal pada posisi C5

dan C5” memiliki rintangan sterik yang lebih kecil.
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4.5. Sintesis Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol dengan Katalis Enzim
Horseradishperoksidase
4.5.1. Sintesis Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol dan HRP

Hasil reaksi yang diperoleh berupa larutan kuning dan diekstraksi dengan
etil asetat 50 mL menggunakan corong pisah, sehingga didapatkan 2 fasa yaitu
fasa air dan fasa etil asetat. Kemudian Fasa etil asetat dipisahkan dan diuapkan
sehingga didapatkan larutan kental berwarna kuning.

Untuk mengetahui jJumlah komponen yang terdapat dalam senyawa hasil
reaksi maka dilakukan pengamatan dengan uji kromatografi lapisan tipis dengan
menggunakan larutan pengembang campuran n heksan:etil asetat dengan
perbandingan optimum yaitu 4:1. Hasil pengujian KLT dapat dilihat pada
Gambar 4.19.

Rf2=0,63

Rf 1=0,38

Gambar. 4.19. Hasil KLT sintesis produk isoeugenol

Hasil KLT menunjukkan adanya 2 spot dengan R¢1= 0,38 dan R;2=0,63.
Spot pada R¢1 diduga merupakan produk utama, sedangkan spot kedua sama
dengan spot isoeugenol.

Selanjutnya dilakukan pemisahan melalui KLT preparatif untuk
memisahkan komponen-komponen yang terdapat dalam senyawa hasil reaksi.
Spot yang diduga produk utama kemudian dikerok dan hasilnya dilarutkan dalam
etil asetat. Setelah itu disaring untuk memisahkan senyawa dengan silika yang
berasal dari pelat KLT. Kemudian filtrat diuapkan sehingga didapatkan kristal
berwarna putih 0,0962 gram (9,52%) dengan titik leleh 132,5°C.
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4.6. Analisis Senyawa Hasil Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol Dengan

Menggunakan Instrumen

Untuk mengidentifikasi senyawa yang terbentuk dilakukan analisis dengan
menggunakan UV-Vis, FTIR, GCMS , H-NMR dan C-NMR dan polarimeter.

4.6.1. Analisis Dengan Spektrofotometer UV-Visible

Hasil pengukuran UV-Vis senyawa hasil reaksi isoeugenol dapat dilihat
pada Tabel 4.5
Tabel 4.5. Perbandingan Anax pada spektrum UV-Vis isoeugenol dan produk

reaksi
Senyawa Amax
Isoeugenol 270
Hasil reaksi 276

Hasil spektrum UV-Vis senyawa isoeugenol memiliki satu pita serapan
maksimum panjang gelombang 270 nm yang diduga terjadi akibat adanya transisi
elektronik ©—» 7* . Sedangkan senyawa hasil reaksi memiliki pita serapan pada
panjang gelombang 276 nm. Adanya pergeseran panjang gelombang ini
membuktikan telah terbentuknya senyawa baru. Pergeseran panjang gelombang
yang lebih panjang (efek batokromik) tersebut dihasilkan oleh terbentuknya

kromofor baru pada senyawa hasil reaksi.

4.6.2. Analisis Dengan Menggunakan FTIR
Hasil pengukuran dengan menggunakan FTIR (Lampiran 4) diperoleh

beberapa pita serapan pada panjang gelombang yang dapat dilihat pada Tabel 4.6.
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Tabel 4.6. Beberapa pita serapan spektrum FTIR senyawa produk reaksi isoeugenol

Puncak (cm™) Keterangan
3417 Vibrasi ulur OH
3020 Vibrasi ulur =C-H aromatik
1494 Vibrasi ulur C=C aromatik
1216 Vibrasi ulur C-O-C
1124 Vibrasi ulur C(aromatik)-O-C(aromatik)
1000-600 Vibrasi lentur C(aromatik)-H

Berdasarkan analisis hasil spektrum FTIR diketahui bahwa senyawa

produk reaksi kopling oksidatif isoeugenol memiliki gugus hidroksil (OH), gugus

aromatik dan ikatan C-O-C aromatik. Gugus baru yang terbentuk yaitu adanya

cincin epoksi ditandai dengan munculnya pita serapan pada daerah dekat 1250

cm™, 950-810 cm™ dan pita ketiga muncul pada daerah sekitar 840-750 cm®.

(Silverstein, 2005)

4.6.3. Analisis dengan Menggunakan Kromatografi Gas Spektroskopi Massa (GCMS)

Hasil kromatogram GCMS dari senyawa produk reaksi isoeugenol dapat

dilihat pada Gambar. 4.20.
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Gambar. 4.20. Kromatogram GCMS senyawa produk reaksi isoeugenol.

Sedangkan analisis lebih lanjut dengan spektroskopi massa senyawa

produk reaksi isoeugenol diperoleh spektrum sebagai berikut

326

137149 203 i
164 |
?9 43 55 7:7 91 1q3115 176189 223235 251 283 M

0
miz—>
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Gambar 4.21. Spektrum massa senyawa hasil reaksi isoeugenol
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Berdasarkan analisis dengan GCMS, produk reaksi isoeugenol
menghasilkan puncak tertinggi pada waktu retensi 24,73 menit dengan luas area
62,20%. Dari data Library MS diketahui bahwa senyawa tersebut memiliki berat
molekul 326, yang menunjukkan terbentuknya kopling antara 2 molekul
isoeugenol (Mr =164) yang masing-masing kehilangan 1 atom H, dengan
perhitungan = 2x164 (bobot molekul isoeugenol) — 2H = 326. Senyawa ini
memiliki kemiripan dengan Phenol,4-[2,3,-dihydro-7-metoksi-5-1)1-propenil)-2-
benzofuranil]-2-metoksi. Senyawa ini dikenal dengan nama Licarin A.
Kemungkinan fragmentasi MS senyawa yang diduga Licarin A dapat dilihat pada
Gambar 4.22.
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OCH
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Gambar. 4.22. Fragmentasi spektroskopi massa Licarin A

4.6.4. Analisis Produk Reaksi Isoeugenol Dengan NMR

Penentuan senyawa produk reaksi kopling oksidatif isoeugenol dengan
spektrum *H-NMR (Lampiran 9) yang memberikan sinyal-sinyal pergeseran
kimia (Tabel 4.7) dengan panduan Gambar 4.23 sebagai berikut:
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OCH,

Gambar 4.23. Struktur senyawa Licarin A

Pergeseran kimia & 1,37 ppm (doublet, 3H) dan 1,86 ppm (doublet, 3H)
merupakan pergeseran kimia proton metil pada AC-9 dan gC-9. Pergeseran kimia
proton pada 6 3,43 ppm (multiplet, 1H) menunjukkan pergeseran kimia proton
metin pada gugus aromatik pada posisi AC8. Gugus metoksi pada gC3 dan AC3
memberikan serapan singlet pada & 3,87 ppm dan 6 3,89. Puncak pada pergeseran
kimia proton pada ¢ 5,08 ppm (doublet, 1H) merupakan puncak dari suatu proton
gugus metin pada ACH-7. Pergeseran kimia proton pada 5,64 ppm menunjukkan
adanya pergeseran kimia dari proton yang terisolasi yaitu proton yang terikat pada
atom O (OH). Pergeseran kimia proton pada 6,11 ppm (1H, multiplet),
menunjukkan adanya proton metin yang terikat pada posisi gCH-8. Adanya
puncak pergeseran kimia pada 6,34 ppm (1H, doublet,J=15,5 Hz, -CH)
merupakan proton metin pada posisi gCH-7. Tetapan kopling untuk cis: 7-11 Hz ,
sedangkan tetapan kopling untuk trans: 12-18 Hz. (Williams,Dudley, 1989) .
Proton gC-8 berinteraksi gC-7 dengan J=15,5 Hz, sehingga konfigurasinya adalah
trans. Puncak-puncak pergeseran kimia pada 6,76 ppm dan 6,78 ppm (singlet,1H)
yang menunjukkan adanya pergeseran kimia proton metin pada posisi g CH-6 dan
sCH-2. Puncak-puncak pergeseran kimia pada 6.87-6,91 ppm (dd,1H) adalah
pergeseran kimia proton o CH-5 dan o CH-6. Puncak dengan & 6,97 ppm (singlet,

1H), merupakan pergeseran kimia proton p CH-2.
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Tabel 4.7. Data 'H-NMR Senyawa Licarin A (500 MHz, CDCl5)

68

3 (ppm) Multiplisitas (J* dalam Hz) | Jumlah proton No. Karbon
1,37 Doublet 3H ACH3-9
1,86 Doublet (J= 6,5 Hz) 3H sCH3-9

3,43-3,46 Multiplet 1H ACH-8
3,87 Singlet 3H sOCH3-3
3,89 Singlet 3H AOCH3-3
5.08 Doublet (J=9,04 Hz) 1H ACH-7
5.64 Singlet 1H OH
6,11 Multiplet 1H g CH-8
6,34 Doublet (J= 15,5 Hz) 1H g CH-7
6,76 Singlet 1H s CH-6
6,78 Singlet 1H g CH-2
6.87-6,91 Doublet Doublet 2H A CH-5.
A CH-6
6,97 Singlet 1H a CH-2

J= konstanta kopling

Penentuan senyawa produk reaksi kopling oksidatif isoeugenol dengan

spektrum C-NMR (Lampiran 10) yang memberikan puncak spektrum untuk gugus

metil muncul pada 6 17,74 ppm, & 18,54 ppm dan 6 45,79 ppm yang

menunjukkan adanya 3 karbon metil pada posisi AC-9, g C-9 dan a C-8. Puncak

gugus metoksi terdapat pada 6 56,11 ppm pada posisi o MeO-3 dan & 56,16 ppm

pada posisi g MeO-C-3. Sedangkan pergeseran kimia pada 6 93,7 ppm merupakan

puncak untuk karbon metilen pada posisi AC-7.

Puncak-puncak untuk karbon metin ditunjukkan secara berturut-turut pada
6 109,11 ppm (AC-2), 6 109,41 ppm (5C-2), 6 113,48 ppm (5C-6), & 114,25ppm
(aC-5), 8 120,14 ppm (AC-6), 6 123,67 ppm (gC-8), & 131,09 ppm (gC-7) dan &

132,28 ppm (aC-1),
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Sementara itu puncak-puncak karbon kuartener ditunjukkan masing-masing

pada posisi gC-5, g C-3, AC-4, g C-4, o C-3 memiliki pergeseran kimia berturut-
turut 5 133.45 ppm, 6 144,32 ppm, & 145,9 ppm, 6 146,74 ppm dan & 146,85 ppm.

Tabel 4.8. Data pergeseran kimia *C-NMR senyawa Licarin A

S (ppm) No. Karbon
17,74 AC-9
18,54 s C-9
45,79 AC-8
56,11 A MeO-3
56,16 s MeO-3
93,97 aC-7
109,11 AC-2
109,41 g C-2
113,48 s C-6
114,25 AC-5
120,14 AC-6
123,67 sC-8
131,09 g C-7
132,28 sC-1
132,38 AC-1
133.45 sC-5
144,32 s C-3
145.95 aC-4
146,74 5C-4
146,85 AC-3

Dari hasil spektrum NMR diduga produk reaksi kopling oksidatif

isoeugenol merupakan senyawa Licarin A yang belum murni, masih terdapat

pengotor.
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4.6.4. Analisis Dengan Polarimeter

Senyawa produk reaksi isoeugenol yang dianalisis dengan GCMS diduga
adalah senyawa licarin A, yang memiliki dua pusat kiral pada atom karbon nomor
7 dan 8. Hasil analisis H-NMR diperoleh tetapan kopling proton C7” dan C8’
15,5 Hz, dengan konfigurasi trans. Berdasarkan hasil pengukuran dengan
polarimeter, produk reaksi isoeugenol memutar bidang polarisasi kearah kanan,

o=+ 0,02 dan sudut putar spesifik sebesar [a]zﬁ _+ 66,7° (,0.00012 ,

CH3COOC;Hs)., sehingga dari hasil tersebut senyawa hasil reaksi yang diduga
Licarin A dapat memutar bidang polarisasi cahaya ke kanan (+). Senyawa licarin
A memiliki dua atom karbon kiral yaitu pada atom karbon no. 7 dan no.8.
sehingga konfigurasi absolutnya ditulis sebagai (7R,8R)-(+)-Licarin A yang
strukturnya dapat dilihat pada Gambar 4.24. dibawah ini

OCHj

Gambar. 4.24. Struktur molekul (+) Licarin A

4. 7. Uji Bioaktivitas Senyawa Produk Reaksi Kopling Oksidatif Eugenol dan

Isoeugenol

4.7.1. Uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT).

Uji aktivitas produk reaksi kopling eugenol dan isoeugenol diawali dengan
uji pendahuluan untuk mengetahui efek toksisitas (LCso) senyawa melalui metode
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Uji BSLT dilakukan terhadap produk reaksi
menggunakan konsentrasi 10, 100, 500 dan 1000 ppm dalam media air laut dan

Universitas Indonesia
Optimasi Dimerisasi..., Muryadi, FMIPAUI, 2011



71

dilakukan dengan 3 kali ulangan dengan menggunakan larva udang Arthemia
salina masing-masing sebanyak 10 ekor/konsentras i. Proses penetasan telur

A. salina Leach membutuhkan waktu 48 jam, dan dimulai dengan penambahan
sampel uji terhadap larva udang sampai proses perhitungan membutuhkan waktu
24 jam. Jumlah larva udang yang mati dan yang hidup dihitung untuk kemudian
ditentukan persentase kematian dengan cara membagi larva udang yang mati
dengan jumlah larva udang yang hidup dikurangi kontrol. Nilai LCs, diperoleh
melalui regresi linier dengan memplot % kematian larva udang terhadap log
konsentrasi dari masing-masing senyawa uji sehingga diperoleh konsentrasi yang
dapat menyebabkan kematian 50% larva udang. Hasil uji toksisitas senyawa
produk reaksi eugenol dan isoeugenol pada berbagai konsentrasi dapat dilihat
pada Lampiran 13.

Menurut Rieser (1996) suatu senyawa yang memiliki nilai LC5,<250
ug/mL, dinyatakan memiliki potensi aktif, sehingga perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai toksisitas senyawa tersebut. Dari hasil uji pendahuluan
untuk mengetahui efek toksisitas, diketahui senyawa produk reaksi eugenol
memiliki LCso = 301,9 pg/mL, sedangkan produk reaksi isoeugenol memiliki
nilai LCso =181,9 pg/mL. Hasil ini menunjukkan bahwa senyawa produk
isoeugenol memiliki potensi bioaktifitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan

senyawa produk eugenol.

4.7.2. Uji Sitotoksik Senyawa Produk Reaksi Kopling Oksidatif Isoeeugenol
Terhadap Sel Kanker Leukimia P388

Aktivitas biologi senyawa produk reaksi kopling oksidatif isoeugenol diuji
terhadap sel kanker Leukimia P388 secara in vitro. Uji aktivitas ini dilakukan
dengan Metode MTT (3-(4,5-dimetilazo-2-il)2,5-difeniltetrazolium bromide)
dengan konsentrasi penambahan senyawa uji dalam beragam konsentrasi.

Sebagai kontrol positif digunakan cisplatin dengan ragam konsentrasi yang sama.
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Pengujian MTT adalah suatu standar pengujian laboratorium secara
kolorimeter (metode pengukuran berdasarkan perubahan warna yang terjadi).
Metode ini digunakan untuk mengukur aktivitas sel dengan adanya penambahan
reagen MTT. Sel hidup mempunyai kemampuan untuk mengubah warna MTT
menjadi berwarna ungu, sebaliknya bagi sel mati, MTT tetap berwarna kuning.
Dalam sel hidup, enzim reduktase mitokondria adalah aktif sehingga pewarna
kuning MTT dapat direduksi oleh enzim tersebut menjadi formazan ungu yang
memiliki panjang gelombang A=550 nm.

Hasil uji sitotoksisitas senyawa produk reaksi kopling isoeugenol memiliki
nilai ICsp = 10,8 pg/mL dan cisplatin 1Csp=12 png/mL. Suatu senyawa hasil
sintesis aktivitas sitotoksisnya dinyatakan aktif jika memiliki nilai 1Cso dibawah
30 pg/mL. Berdasarkan hasil pengujian, senyawa dimer isoeugenol memiliki
aktivitas yang lebih tinggi dalam menghambat pertumbuhan sel kanker Murine
Leukimia P388.

Senyawa dimer isoeugenol diduga memiliki potensi sebagai anti kanker
melalui penghambatan tubulin. Tubulin adalah protein yang dapat berpolimerisasi
membentuk tabung kecil yang disebut dengan mikrotubul. Tabung kecil ini
memegang peranan penting pada struktur, integritas, mobilitas sel dan proses
pembelahan sel. Bila sudah membelah mikrotubulin ini akan mengalami
depolimerisasi menjadi satuan monomer yaitu tubulin. Obat yang dapat
mendepolimerisasi pada tubulin dapat menghambat pembelahan sel dan
mempunyai potensi digunakan untuk pengobatan kanker. Adanya struktur
dehydrobenzofuran yang berbentuk cincin planar akan menghambat polimerisasi
pada sisi tubulin. Hilangnya keplanaran cincin dalam pengikatan tubulin akan

mengurangi keaktifan sebagai anti kanker. (Pieters,Luc. 1999).
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4. 8. Mekanisme Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol Dengan Enzim HRP

Reaksi kopling oksidatif menggunakan katalis enzim HRP dan H,0,
melalui pembentukan radikal fenoksi. Isoeugenol merupakan donor hidrogen,
sedangkan H,O, sebagai akseptor proton serta enzim HRP digunakan sebagai
katalis.

Tahap pertama dalam siklus katalitik adalah reaksi antara H,O, dan Fe(ll)
enzim membentuk ikatan kompleks Fe(lll)-hidroperoksi dan akan mereduksi
H.O, menjadi H,O. Atom Fe(lll) pada protoporphyrin IX akan teroksidasi
menjadi Fe(IV) phorphyrin radikal. Tahap selanjutnya Fe(1V) phorphyrin radikal
akan mengikat atom hidrogen dari isoeugenol dan menghasilkan radikal fenoksi
dan oxoferryl (senyawa Il). Senyawa Il akan bereaksi dengan isoeugenol
menghasilkan radikal fenoksi. Selanjutnya terjadi penggabungan radikal fenoksi
pada posisi C8-C5.

Mekanisme pembentukan senyawa Licarin A adalah sebagai berikut:

e Tahap pertama : pembentukan senyawa | (Fe(I1V) phorpyrin radikal)

— (il + Hp0, —>  mm Fo(1V)

Enzim HRP Fe(IV) phorpyrin radikal
(senyawa 1)

e Tahap kedua : pembentukan senyawa oxoferryl (senyawa Il) dan radikal

fenoksi
OH 0

y OCH,

— (V) m— — (V) — *

Senyawa | senyawa Il Radikal fenoksi

e Tahap ketiga : senyawa Il bereaksi dengan isoeugenol menghasilkan

radikal fenoksi
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OH @)
OCHj3 OCHj,
XN XN
CHs

senyawa radikal fenoksi enzim HRP

Selanjutnya terjadi penggabungan radikal pada posisi Cg dan Cs

menghasilkan dimer isoeugenol yaitu Licarin A.

CH,
H CHs
8 /’\\
. ;\/. \ CH;j i
| \\\ CHs
—
(0]
Fa }
OCHg
OCHj;

H,CO

H,CO

Pembentukan dimer isoeugenol merupakan reaksi kopling radikal pada
posisi C8 dan C5’. Hal ini disebabkan karena pembentukan radikal pada posisi C8

dan C5” memiliki rintangan sterik yang lebih kecil.
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BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa:

1.

5.2.

Kondisi optimum reaksi kopling oksidatif pembentukan dimer eugenol
diperoleh pada perbandingan eugenol dan H,O, 1:0,5; pH 3, penggunaan
cosolvent metanol dan 10% metanol.

Sintesis dimer eugenol dan H,O, menggunakan katalis enzim Horseradish
peroksidase menghasilkan senyawa dehidrodieugenol dengan rendemen
8,52 %.

Sintesis dimer isoeugenol dan H,O, menggunakan Kkatalis enzim
Horseradish peroksidase menghasilkan senyawa (+) dehidrodiisoeugenol
(licarin A) dengan rendemen 9,52%.

Hasil pengujian toksisitas terhadap larva udang A. salina Leach
menunjukkan bahwa senyawa dehidrodieugenol mempunyai aktivitas
dengan nilai LCsp= 301,9 ng/mL sedangkan senyawa licarin A memiliki
nilai LCso= 181,9 ng/mL.

Senyawa Licarin A memiliki aktivitas dalam menghambat sel kanker P388

dengan nilai 1Cso= 10,8 pg/mL.

Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang perlu

disampaikan untuk penelitian ke depan antara lain:

1.

Perlu dilakukan pengujian mekanisme penghambatan senyawa licarin A
yang dihasilkan, sehingga dapat diketahui manfaat senyawa tersebut
secara maksimal.

Perlu dikembangkan lagi pembentukan dimer isoeugenol dengan
menggunakan metode reaksi yang berbeda.
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