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ABSTRACT

Secondary metabolite group which has biological activities such as anticancer, antitumor,
antiproliferative and antimicrobe is flavonoid and flavanone is one of the compounds in the
group. In this study, 2-hydroxy-5-chloro acetophenone and 4-hydroxy benzaldehyde was
reacted. Claisen-Schmidt condensation produced chalcone derivative; 2’hydroxy-5’-
chloro-4-hydoxy chalcone. The 6-chloro-4’-hydroxy flavanone was then synthesized
through chalcone derivative cyclisation reaction with reflux method using sulfuric acid as
catalyst in ethanol. The synthesized product was characterized structurally using *H-NMR,
13C-NMR dan MS (Mass Spectroscopy). Antioxidant and toxicity activities were carried
out towards the synthesized product, 2’-hydroxy-5’-chloro-4-hydroxy chalcone, using
DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) method
respectively and ICso dan LCso were measured and anlysis using Reed and Muench
method. ICsp dan LCsp values of 2’-hydroxy-5’chloro-4-hydroxy chalcone were 131.19
ppm and 46.465 ppm respectively.
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ABSTRAK

Golongan metabolit sekunder yang memiliki aktivitas biologi sepeti antikanker, antitumor,
antiproliferatif, dan antimikroba adalah golongan flavonoid dimana flavanon merupakan
salah satu senyawanya. Dalam penelitian ini senyawa 2-hidroksi-5-kloro asetofenon dan 4-
hidroksi  benzaldehida direaksikan melalui reaksi Kondensasi Claisen-Schmidt
menghasilkan senyawa turunan kalkon vyaitu 2’-hidroksi-5’-kloro-4-hidroksikalkon.
Kemudian senyawa 6-kloro-4’-hidroksi flavanon disintesis melalui reaksi siklisasi turunan
kalkon dengan metode refluks menggunakan asam sulfat di dalam etanol sebagai katalis.
Senyawa hasil sintesis dikarakterisasi dengan teknik elusidasi struktur menggunakan ‘H-
NMR, ¥C-NMR dan MS (Mass Spectroscopy). Dilakukan uji aktivitas antioksidan dan uji
toksisitas dari senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-4-hidroksi kalkon hasil sintesis dengan
menggunakan metode DPPH dan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) dan dihitung
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nilai 1Cso dan LCso dengan menggunakan analisis Reed and Muench. Nilai 1Cso dan LCso
senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-4-hidroksi kalkon diperoleh 131,19 ppm dan 46,465 ppm

Kata kunci: sintesis, kalkon, flavanon, toksisitas, antioksidan

DOI: https://doi.org/10.25026/mpc.v8i1.305

PENDAHULUAN

Kalkon dan flavanon yang diisolasi
dari bahan alam adalah sumber senyawa
bioaktif berharga dengan kerangka 1,3-
diarilpropana yang termasuk kedalam
keluarga flavonoid. Kalkon (1,3-difenil-
2-propana-1-on) baik dalam bentuk alami
maupun sintetiknya dilaporkan memiliki
aktivitas biologi yang bervariasi seperti
antikanker, antimitotik, antiinflamasi,
antimalaria, antiangiogenik, antiinfeksi,
antimikroba, antioksidan, dan
antiproliferatifft],

Flavonoid adalah kelompok
senyawa fenolik alam yang mempunyai
bioaktifitas sebagai obat. Flavonoid
terdapat dalam semua tumbuhan hijau
dan merupakan metabolit sekunder yang
menunjukkan berbagai khasiat
farmakologi ©l.

Senyawa flavanon telah dilaporkan
memiliki banyak aktivitas biologis seperti
antibakteri, antijamur, antitumor,
antioksidan, antiinflamasi, antimalaria,
antikanker  dan  anti-HI\/BIELIOL
berhasil mensintesis analog senyawa
flavanon tersubstitusi halogen yang
memiliki aktivitas sebagai antikanker.
Selain itu, telah berhasil mengisolasi
senyawa artokarpanon dan
norartokarpanon yang juga memiliki
aktivitas sebagai antikankert®!,

Isolasi flavanon dari tumbuhan
memiliki banyak kelemahan diantaranya
lamanya waktu isolasi dan menggunakan
banyak pelarut, selain itu jumlahnya yang
terbatas dan  persentasenya dalam
tumbuhan juga Kkecil serta variasi
strukturnya relatif ~ sedikit. Dengan
sintesis memungkinkan para peneliti

untuk memvariasi struktur flavanon yang
diinginkan, memperoleh hasil sintesis
yang banyak dan bisa dengan cepat
menguji aktivitasnya.

Flavanon selalu disintesis melalui
dua langkah, 2’-hidroksikalkon disintesis
melalui metode yang paling umum
digunakan, vyaitu reaksi kondensasi
Claisen-Schmidt  antara  2-hidroksi
asetofenon dan benzaldehida. Langkah
kedua meliputi siklisasi 2'-hidroksikalkon
untuk membentuk flavanon. Namun
demikian, konversi kalkon ke flavanon
tidak pernah sempurna dan selalu
menghasilkan produk campuran™. Selain
itu, ada berbagai metode untuk
mensintesis senyawa flavanon salah
satunya adalah metode refluks karena
memiliki  kelebihan mempunyai cara
pengerjaan yang lebih sederhana.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu labu
erlenmeyer bertutup (Pyrex), labu sintesis
leher tiga (Pyrex), hotplate and Magnetic
stirer, kondensor, mikropipet, tabung
reaksi bertutup, vortex, labu ukur, corong
buchner, lampu UV ( 254 nm dan 366
nm), botol vial, piper ukur (lwaki),
timbangan analitik, spektometer NMR
(Jeol Resonance 400 MHz), Spektrometer
Massa (XEVO-QTOFMS),
Spektrofotometri UV-Vis.

Bahan yang digunakan vyaitu 2-
hidroksi-5-kloro  asetofenon  (Sigma
Aldrich) dan 4-hidroksi benzaldehida
(Sigma Aldrich), natrium hidroksida
(Merck), asam Kklorida (Merck), asam
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sulfat (Merck), n-heksana (Merck), etil
asetat (Merck), etanol absolut (Merck),
metanol absolut (Merck), plat KLT GF2ss
(Merck), DPPH, larva udang A. salina
Leach, tween 80, ragi roti dan air laut.

Sintesis senyawa Kalkon

Dicampurkan senyawa 2-hidroksi-
5-kloro asetofenon sebanyak (5 mmol)
dalam 10 mL etanol absolut ke dalam
erlenmeyer 100 mL kemudian diaduk.
Ditambahkan natrium hidroksida 40%
sebanyak 5 mL bertetes-tetes. Senyawa 4-
hidroksi benzaldehida sebanyak (5 mmol)
dalam 10 mL etanol ditambahkan
kedalam campuran hingga homogen.
Campuran ini di stirer selama 3 x 24 jam.
Uji KLT dilakukan setelah 3 x 24 jam
pengadukkan. Reaksi dihentikan jika spot
noda tunggal dan nilai Rf berbeda dengan
bahan dasar. Hasil reaksi ditambahkan 10
mL air dingin dan diletakkan dalam
wadah berisi es. Kemudian ditambahkan
asam klorida 10% untuk menetralkan
senyawa, pH diukur menggunakan kertas
indikator universal. Selanjutnya dicuci
menggunakan air dingin dan disaring
menggunakan corong buchner. Produk
yang dihasilkan dikeringkan dalam
desikator dan dilakukan perhitungan
massa produk.
Sintesis senyawa 6-kloro-4’-
hidroksiflavanon

Senyawa turunan 2’-hidroksi-5’-
kloro-4-hidroksikalkon sebanyak (0,5
mmol) dalam etanol absolut 10 mL
dimasukkan ke dalam labu sintesis leher
tiga. Ditambahkan asam sulfat (9 mmol)
kedalam campuran. Kemudian direfluks
sambil distirer pada suhu 80°C selama 6
jam. Uji KLT dilakukan tiap 1 jam, jika
memiliki spot noda tunggal dan nilai Rf
yang berbeda dari bahan dasarnya maka
reaksi dihentikan dengan ditambahkan
dengan 10 mL aquadest dingin. Setelah
itu dikristalisasi dengan cara didinginkan
dalam wadah Dberisi es dan disimpan
dalam refrigerator selama 24 jam. Produk
yang dihasilkan disaring dengan corong

buchner dan disimpan dalam wadah kaca
di desikator. Hasil produk dihitung
rendemen dan dikarakterisasi dengan
teknik elusidasi struktur menggunakan
spektrometer 'H-NMR, ¥C-NMR dan
MS.

Uji Aktivitas Antioksidan

Senyawa hasil sintesis dibuat seri
konsentrasi yaitu 25, 50, 100, 150, dan
200 ppm. Dibuat larutan DPPH 40 ppm.
Dimasukkan larutan seri konsentrasi
sebanyak 2 mL kedalam masing-masing
tabung reaksi bertutup. Setelah itu
ditambahkan larutan DPPH sebanyak 2
mL pada masing-masing tabung reaksi
kemudian di vortex dan diinkubasi
selama 30 menit. Kemudian di ukur
absorbansi dengan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 516 nm.

Uji Toksisitas

Senyawa hasil sintesis dibuat seri
konsentrasi yaitu 20, 40, 60, 80, dan 100
ppm. Disiapkan botol vial yang telah
dikalibrasi 10 mL. Kemudian masing-
masing botol vial ditambahkan variasi
konsentrasi senyawa sintesis dan 2 mL
air laut lalu dikocok sampai larut.
Sebanyak 10 ekor larva udang A. salina
Leach dan setetes larutan ragi (1g/ 10
mL) dimasukkan ke dalam botol vial
kemudian ditambahkan air laut hingga
tanda batas kalibrasi 10 mL. Tingkat
toksisitas dilakukan dengan menghitung
jumlah larva udang yang masih hidup dan
mati setelah 24 jam setelah diletakkan di
bawah lampu pijar. Pengujian dilakukan
replikasi sebanyak 5 kali dengan
perlakuan yang sama untuk tiap
konsentrasi. Data dianalisis menggunakan
metode analisis Reeds and Muench untuk
memperoleh nilai LCso.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sintesis senyawa kalkon

Senyawa turunan 2’-hidroksi-5’-
kloro-4-hidroksikalkon diperoleh dengan
mereaksikan senyawa 2-hidroksi-5-kloro
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asetofenon dan 4-hidroksi benzaldehida
melalui reaksi Kondensasi Claisen-
Schmidt. Skema reaksi yang terjadi
terlihat pada Gambar 1.

Data hasil spektroskopi massa
menunjukkan bahwa massa molekul
relatif senyawa hasil sintesis yang
dianalisis adalah 275,0584 g/mol. Secara
teoritis, massa molekul senyawa 2’-
hidroksi-5’-kloro-4-hidroksikalkon dapat
dihitung dengan menambahkan massa

kloro  asetofenon dan  4-hidroksi
benzaldehida yang kemudian
dikurangkan dengan massa molekul
relatif air. Berdasarkan hasil perhitungan
secara teoritis massa molekul relatif
senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-4-
hidroksikalkon adalah 275,0584 g/mol.
Sehingga berdasarkan hasil analisis
spektroskopi massa, massa molekul
relatif senyawa hasil sintesis telah sesuai
dengan massa molekul relatif senyawa

molekul relatif senyawa 2-hidroksi-5- 2’-hidroksi-5’-kloro-4-hidroksikalkon.

OH OH OH O
NaOH
+ 4 — - |
CHs MeOH

Cl Cl

OH

(o] (o]
Gambar 1. Skema reaksi sintesis turunan kalkon

Tabel 1. Data fisik senyawa

Massa

Rumus Berat Molekul Senvawa Rendemen Warna
Molekul (g/mol) é) (%) Padatan
C15H1103ClI 275,0584 0,9 61,49 Kuning

Tabel 2. Interpretasi data Kalkon *H-NMR dan **C-NMR (CDCls)

Nomor Pergeseran Kimia § *H- Integrasi dan Tipe  Pergeseran Kimia
Atom NMR (ppm) Multisiplitas 13C-NMR (ppm)
r - - 120,7
2’ - - 162,0
3’ 6,9 (J=8,4 Hz) 1H,d 120,2
4 7,43 1H,s 136,0
5°/Cl - - 123,5
6’ 7,85 1H,s 131,1
1 - - 127,3
2/6 76 J=8Hz) 1H,d 128,8
3/5 6,97 (J=9,2 Hz) 1H,d 116,2
4/0OH - - 158,6
Ca 7,90 (J =152 Hz) 1H,d 117,0
Cp 7,43 (J=152Hz) 1H,d 146,4
Cc=0 - 192,8
2’/OH 12,82 1H,s -
4/0OH 5,36 1H,s -
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Data hasil 3 C-NMR menunjukkan
hasil bahwa senyawa uji memiliki atom
karbon (C) berjumlah 13 dengan
spesifikasi C-sp? (C=0) sebanyak 1 dan
C-sp? (C=C) sebanyak 12. Data hasil *H-
NMR menunjukkan bahwa senyawa
memiliki atom hidrogen (H) sebanyak 11
dan spektra yang dihasilkan sesuai
dengan lingkungan atom hidrogen
senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-4-
hidroksikalkon. Data pada pergeseran
kimia 7,90 ppm (J = 15,2 Hz) dan 7,43
ppm (J = 15,2 Hz) menunjukkan telah
terbentuknya ikatan C=C khas kalkon
dengan konfigurasi proton trans karena
memiliki tetapan kopling yang sama yaitu
15,2 Hz. Tetapan kopling yang sama
menunjukkan  kedua proton  saling
mempengaruhi satu sama lain dan berada
pada posisi yang berdekatan atau
lingkungan yang sama. Umumnya
proton dengan konfigurasi trans akan
menghasilkan tetapan kopling 12-19Hz.
Data pada pergeseran kimia 5,36 dan
12,82 ppm dengan multisiplitas singlet
dan integrasi 1 menunjukkan keberadaan
2 gugus OH. Berdasarkan hasil analisis
diketahui senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-
4-hidroksikalkon telah terbentuk melalui
reaksi antara 2-hidroksi-5-kloro
asetofenon dan 4-hidroksi benzaldehida
dalam suasana basa.

Sintesis senyawa 6-kloro-4’-
hidroksiflavanon
Senyawa  turunan  6-kloro-4’-

hidroksiflavanon  diperoleh  dengan
mereaksikan senyawa  2’-hidroksi-5’-
kloro-4-hidroksikalkon melalui reaksi
siklisasi dengan Kkatalis asam sulfat
dengan metode refluks menggunakan
pelarut etanol absolut. Skema reaksi yang
terjadi dapat dilihat pada Gambar 2.

Data hasil *C-NMR menunjukkan
hasil bahwa senyawa uji memiliki atom
karbon (C) berjumlah 13 dengan
spesifikasi C-sp® sebanyak 2, C-sp?
(C=0) sebanyak 1 dan C-sp?> (C=C)
sebanyak 10. Data hasil H-NMR
menunjukkan bahwa senyawa memiliki
atom hidrogen (H) sebanyak 11 dan
spektra yang dihasilkan sesuai dengan
lingkungan atom hidrogen senyawa 6-
kloro-4’-hidroksiflavanon. Data pada
pergeseran kimia 2,86 ppm (J = 17,2 ; 3,2
Hz), 5,39 ppm (J = 2,8 ; 13Hz) dan 3,07
ppm (J = 13,2 ; 16,8 Hz) menunjukkan
telah terbentuknya siklik cincin C
flavanon. Data pada pergeseran kimia
5,145 ppm dengan multiplisitas singlet
dan integrasi 1 menunjukkan keberadaan
gugus OH. Berdasarkan hasil analisis
diketahui senyawa 6-kloro-4’-
hidroksiflavanon telah terbentuk dari 2’-
hidroksi-5’-kloro-4-hidroksikalkon
melalui reaksi siklisasi dengan Katalis
asam sulfat dengan metode refluks.

OH
0] O

Refluks
L+ we
EtOH, 80°C cl
Cl
o (0]
Gambar 2. Skema reaksi sintesis turunan flavanon
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Tabel 3. Interpretasi data Flavanon *H-NMR dan *C-NMR (CDCls)

Nomor Pergeseran Kimia § 'H-  Integrasi dan Tipe  Pergeseran Kimia &
Atom NMR (ppm) Multisiplitas BC-NMR (ppm)
1 - - -
2/Hx 53910 =28;13Hz) 1H, dd 79,6
3/ Ho/ HB - - 44,1
4/C=0 - - 191,2
5 7,87 (J=2,4Hz) 1H, d 128,0
6 - - 126,4
7 7421 =24;92Hz) 1H, dd 136,1
8 6,98 (J = 9,2 Hz) 1H,d 119,9
9 - - 160,1
10 - - 121,7
I - - 130,5
2’/6° 6,88 (J =8 Hz) 1H, d 127,2
3/5 7,33 (J=8,8H2) 1H,d 115,7
4’/OH - - 156,2
2/Hx 53910 =28;13Hz) 1H, dd 79,6
3/Ha 2,86 (J=17,2; 3,2 Hz) 1H, dd 44,1
3/Hp 3,07 (J=13,2; 16,8 H2) 1H, dd 44,1
4’/OH 5,14 1H, s 156,2

Uji aktivitas antioksidan

Hasil penelitian menunjukkan
nilai 1Csp senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-
4-hidroksikalkon adalah 131,19 ppm.
Berdasarkan hasil tersebut senyawa 2’-
hidroksi-5’-kloro-4-hidroksikalkon
tergolong sebagai senyawa yang memiliki
aktivitas antioksidan lemah. Senyawa
dengan nilai  ICsp 100-250 ppm
merupakan senyawa Yyang memiliki
aktivitas lemah sebagai antioksidanf®l,
Sehingga senyawa 2’-hidroksi-5’-kloro-
4-hidroksikalkon merupakan senyawa
yang memiliki aktivitas lemah sebagai
antioksidan.

Uji toksisitas

Uji  toksisitas dilakukan untuk
menentukan toksisitas senyawa hasil
sintesis. Metode yang digunakan yaitu
metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) dengan konsentrasi terhadap
larva udang Artemia salina Leach. Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan
skrining awal dengan melihat toksisitas
senyawa terhadap larva Artemia salina L
untuk mengetahui ada atau tidaknya
aktivitas biologi suatu senyawa dari nilai

LCso. LCso adalah konsentrasi senyawa
yang dapat membunuh 50% populasi
hewan uji dalam hal ini larva udang
Artemia salina L. Nilai LCso ditetapkan
dari data hewan mati dan hewan hidup
yang masing-masing diakumulasikan.
Data kemudian dianalisis menggunakan
metode analisis Reed and Muench. Hasil
analisis menunjukkan bahwa nilai LCso
senyawa kalkon hasil sintesis adalah
46,465 ppm. Dengan demikian dapat
disimpulkan bahwa senyawa berpotensi
sebagai antibakteril*l.

KESIMPULAN DAN SARAN

Senyawa  2’-hidroksi-5’-kloro-4-
hidroksikalkon telah berhasil disintesis
dari bahan dasar 2-hidroksi-5-kloro
asetofenon dan 4-hidroksi benzaldehida
melalui reaksi Kondensasi Claisen-
Schmidt dan diperoleh rendemen hasil
reaksi sebanyak 61,49 %. Senyawa ini
sebagai senyawa antara sintesis turunan
flavanon. Senyawa 6-kloro-4’-
hidroksiflavanon telah berhasil disintesis
dari bahan dasar 2’-hidroksi-5’-kloro-4-
hidroksikalkon  menggunakan katalis
asam sulfat dengan metode refluks dan
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diperoleh rendemen hasil reaksi sebanyak
17,37 %. Senyawa sintesis 2’-hidroksi-

5’-kloro-4-hidroksikalkon

memiliki

aktivitas antioksidan dengan nilai 1Csp
sebesar 131,19 ppm dan toksisitas dengan
nilai LCso sebesar 46,465 ppm.
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