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ABSTRAK

Amiruddin. Sintesis Senyawa N-Butil-3-(4-Hidroksifenil)Akrilamida dan Uji Aktivitas Antioksidan
dan Penghambatan terhadap Enzim Tirosin Kinase (Dibimbing oleh: Firdaus dan Nunuk Hariani
S).

Penelitian ini bertujuan untuk mensintesis senyawa N-butil-3(4-hidroksifenil)akrilamida
dari asam p-kumarat melalui metode konversi tidak langsung dan menguiji aktivitas antioksidan
dan penghambatan terhadap enzim tirosin kinase

Sintesis senyawa N-butil-3(4-hidroksi mida dilakukan melalui reaksi asetilasi,
klorinasi, amidasi dan deasitilasi. Reaksi a %l befrlangsung dengan mereaksikan asam p-
kumarat dan anhidrida asetat menggunak is piridin pada suhu ruang selama 4 jam.
Reaksi klorinasi dilakukan dengan ionil klorlda dalam pelarut benzene pada
suhu refluks 80°C selama 4 ] :

butilamin di dalam petar f add | “ruang-selama 1 jam. Deasetilasi
dilakukan dengan me : i m_pelaruf etil asetat pada suhu
ruang selama 1 jam. Se iderisasi dengan uji KLT,
penentuan titik leleh, spe Uji akt|V|tas antlokS|dan

Hasil penelitian menunju 8(4-hidroksifenil)akrilamida yang
diperoleh berupa padatan berw 15% ‘dengan titik leleh 140-142°C)
Aktivitas antioksidan adalah g angkan aktivitas inhibisi terhadap
enzim tirosin kinase berada p n ukkan bahwa senyawa yang

Kata Kunci: amidasi, asetilasi, klorinasi N-‘buiilﬁ@:h‘idrok'fenil)akrilamida,

antioksidan, inhibitor tirosin kinase




ABSTRACT

Amiruddin. Synthesis of The N-Butyl-3-(4-Hydroxyphenyl)Acrylamide Compound and its
Antioxidant and Inhibition Test Against The Tyrosine Kinase Enzyme (Supervised by: Firdaus
dan Nunuk Hariani S).

This study aims to synthesize the N-butyl-3 (4-hydroxyphenyl) acrylamide compound
from p-coumaric acid through the indirect conversion method and test the antioxidant activity
and inhibition of the tyrosine kinase enzyme. The synthesis of the compound N-butyl-3 (4-
hydroxyphenyl) acrylamide was carried out {h h acetylation, chlorination, amidation and
deacitilation reactions. The acetylation reae u $/started by reacting p-coumaric acid and
acetic anhydride using pyridine catalyst at qm emperature for 4 hours, then followed by
chlorination reaction using thionyl chloride infbenzene soIvent at reflux temperature of 80°C for
4 hours followed by in situ amidation-using, & ty ne.in dichloromethane solvent at room
temperature for 1 hour. Deacetyation’ Waréc a usmg o) olldme reagent |n ethyl acetate

& we }
\V)

at room temperature fogt0 r;Farget
point, TLC test, FTIR, H idant activity test was
carried out using the DPPH et ...N e tyrosine kinase enzyme
using the bioluminesce : ed that the N-butyl-3 (4-
hydroxyphenyl) acrylamlde 2ld 95.45% with a melting
pg/m and the inhibitory activity
0. These results indicate that the
active as an antioxidant and

against the tyrosine kinase enzy
compounds that have been s

enzyme tyrosine kinase inhibitof.
Keywords: amidation, yl-3-(4-

hydroxyphenyl)ac kinase inhibitor
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BAB |

PENDAHULUAN

A.Latar Belakang

Kanker didefinisikan sebagai s akit yang diakibatkan oleh adanya

pertumbuhan sel-sel jaringan tubuh vy g.:/a normal. Perkembangan sel-sel kanker

2008 menjadi 14,1 juta kasus tahtrny2012 N jgmlah kematian meningkat dari 7,6
juta orang tahun 2008 menjadi
GLOBOCAN, International Agency for Research on Cancer (IARC), diketahui bahwa di
tahun 2018 terdapat 18,1 juta kasus kanker baru dengan angka kematian sebesar 9,6
juta jiwa (Bott, 2014).

Salah satu penyebab terbentuknya sel kanker adalah adanya radikal bebas yang
menyebabkan kerusakan pada molekul DNA (Risky dan Suyatno, 2014). Oleh karena
itu, untuk pencegahan penyakit ini diperlukan senyawa yang dapat menangkal radikal,
salah satunyanya adalah senyawa antioksidan. Antioksidan telah terbukti bermanfaat

dalam mencegah sel kanker (Chaudhary, 2015). Senyawa-senyawa yang memiliki




bioaktivitas kuat sebagai antiinflamasi dan antioksidan dapat berpotensi sebagai agen
antitumor atau antikanker, di antaranya adalah asam hidroksisinamat (Nagasaka et al.,
2007). Senyawa ini dapat ditemukan pada buah-buahan, kopi, dan teh. Beberapa
contoh asam sinamat yang telah disintesis memiliki aktivitas farmokologi antioksidan
dan antikanker (Rudyanto dan Lanny, 2008).

Salah satu senyawa asam hidroksi

Wﬂl;’et yang telah berhasil diisolasi dari kulit

=

akar paliasa Kleinhovia hospita Linn adalahy maramida. Hasil pengujian terhadap

ICs0 sebesar 44 ug/mL.
Aktivitas senyawa p engan memodifikasi gugus
amida. Senyawa turunan berhasil disintesis yakni
senyawa  N-propil-p-kumaramida (It [ dan  piperidinil-p-
kumaramida. Senyawa hasil sintes mperlihatkan bioaktivitas lebih tinggi
terhadap sel tumor leukemia P-388 dibandingkan senyawa p-kumaramida dengan nilai
ICs0 masing-masing 53,56 pg/mL; 23,50 pg/mL dan 5,34 pg/mL (Firdaus et al. 2012).
Senyawa turunan p-kumaramida yang berpotensi sebagai antikanker telah
disintesis melalui konversi langsung dari asam p-kumarat dengan amina, akan tetapi
reaksi tersebut menghasilkan rendamen yang masih relatif rendah. Rendahnya
rendamen reaksi yang diperoleh diduga disebabkan oleh adanya gugus fenolik pada
senyawa precursor yang dapat menyebabkan terjadinya reaksi kondensasi diri sendiri

(Tang, 2005). Oleh karena itu, untuk mendapatkan rendamen reaksi yang tinggi maka

gugus tersebut perlu diproteksi terlebih dahulu sebelum dilakukan reaksi amidasi. Hal




lain yang dapat dilakukan untuk mendapatkan rendamen reaksi adalah meningkatkan
reaktivitas gugus karbonil melalui reaksi konversi gugus karboksilat menjadi halidanya
dengan menggunakan pereaksi tionil klorida. Penggabungan kedua reaksi tersebut
disebut pula dengan metode konversi tidak langsung (Firdaus et al., 2018).

Pada penelitian ini akan disintesis senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida
dari asam p-kumarat melalui metode konversi tidak langsung sebagaimana yang telah

N
dilakukan oleh Firdaus et al. (2019). ses\péftama diawali dengan reaksi asetilasi

yang berfungsi untuk melindungi gugus i il fenolik pada asam p-kumarat melalui

asetat menggunakan i mereaksikan produk

asetilasi dengan pereaksi tiont ; . benzene dan atmosfer

trietilamin berperan sebagai katalis dalam reaksi kopling antara butilamina dengan
gugus karbonil reaktan untuk membentuk ikatan amida melalui mekanisme subtitusi
nukleofilik. Kedua basa tersebut berfungsi menangkap gas HCI untuk menghindari
konversi amina menjadi garam kloridanya yang tidak reaktif (Montalbetti dan Falque,
2005). Proses keempat dengan reaksi deasetilasi, berfungsi untuk melepaskan gugus
pelindung asetil dengan bantuan pirolidin di dalam pelarut etil asetat. Mekanisme reaksi

dari proses asetilasi sampai deasetilasi ditunjukkan dalam Gambar 1.
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sebagai agen antikanker. Enzim t QSil’]'::fkih«é:Sé digtinakan pada penelitian ini karena

aktivitasnya yang secara langsung terlibat dalam perkembangan berbagai jenis kanker,
sehingga sering digunakan sebagai target dalam skrining obat antikanker. Aktivitas
utama enzim ini adalah mengkatalisis fosforilasi, proses pemindahan gugus fosfat pada
ATP ke residu tirosin protein spesifik yang berperan penting dalam perkembangan sel.
Penghambatan aktivitasnya akan menghalangi ATP terikat pada situs pengikatan ATP-
enzim dan mengurangi fosforilasi, sehingga menghambat proliferasi sel kanker. Dengan

demikian, melalui penelitian ini diharapkan ditemukan senyawa baru yang memiliki

aktivitas antioksidan dan penghambatan yang kuat terhadap tirosin kinase.




B. Rumusan Masalah

Berdasarkan wuraian latar belakang, maka dapat dirumuskan beberapa
permasalahan sebagai berikut:

1. Bagaimana kondisi reaksi senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida yang

disintesis dari asam p-kumarat melalui rangkaian reaksi asetilasi, klorinasi, amidasi

. .’) \]
dan deasetilasi- M/\

Penelitian ini di an’, ( Ui ur mensitesis  N-butil-3-(4-

hidroksifenil)akrilamida dafti  as@ kuma : rangkaian reaksi asetilasi,

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan sebagai berikut:

1. mensintesis senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida dari asam p-
kumarat melalui rangkaian reaksi asetilasi, klorinasi, amidasi dan deasetilasi,

2. menghitung rendamen senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida yang diperoleh
dari hasil sintesis,

3. menentukan aktivitas antioksidan dan penghambatan senyawa N-butil-3-(4-

hidroksifenil)akrilamida hasil sintesis terhadap enzim tirosin kinase.




D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut:
. memberikan data ilmiah tentang metode sintesis senyawa N-butil-3-(4-
hidroksifenil)akrilamida yang disintesis dari asam p-kumarat,
. memberikan kontribusi yang berharga bagi pengembangan ilmu pengetahuan

khususnya bidang organik sintesis,

antioksidan dan antikanker. -~ - x‘ \
l A

o

ERsrrAs HASANU
] QO




BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA
A. Tinjauan Umum Asam Hidroksisinamat dan Turunannya

Asam sinamat merupakan asam organik dengan bentuk kristal yang berwarna
\N\q,
putih, sedikit larut dalam air, dan banya tdl

kan pada tanaman termasuk buah-

buahan (Marwati, 2012). Asam sina at '

ru nnya diketahui dapat menghambat

ulit. Turunan asam

enzim tirosinase sehinggar dapat d| I{ **"- pen era

sinamat berupa asam 4<b %;'n@ mav,ﬁas'aﬁ? MB&W a @:4, dan asam 4-fenilsinamat

memiliki sifat menghamb 50 berturut-turut 1,3380;
0,0590 dan 0,1774 mM (Harta

Salah satu senyawa 5 ‘ : alah asam hidroksisinamat
(Jitareanu et al., 2013). AS [ m alahyhasil hidroksilasi asam sinamat
(asam 3-fenilakrilat) yang atdbm karbon. Turunan asam
hidroksisinamat terdiri atas seke m Senyant asam fenolik sederhana yang
ditemukan terutama pada makanan seperti buah-buahan, sayur-sayuran, dan bji-bijian
(Martinez et al., 2017). Beberapa senyawa yang termasuk turunan asam
hidroksisinamat seperti pada Gambar 2 (asam p-kumarat, asam kafeat, dan asam
ferulat) merupakan produk alami yang berasal dari proses deaminasi fenilalanin yang

berpotensi sebagai agen antitumor, antioksidan, antiinflamasi, antivirus, dan

antimikroba (Chung dan Shin, 2007; De et al., 2011; dan Jitareanu et al., 2013).




OH

Rs

Ri=H, R,=0OH, R3=H

Ri=H, R2= OH, Rz3= OH

a\\Na-aSalll.l’ O

UNIVERSITAS HASANUDD,

hidroksifenil)akrilat dan metil B-(p-metoksifenil)akrilat (Gambar 3). Kedua senyawa
tersebut disintesis menggunakan Dean Strak Trap dengan rendamen sebesar 82,5%
dan 61,8%. Uji bioaktivitas senyawa tersebut terhadap sel murin leukemia P-388
menunjukkan bahwa kedua senyawa tersebut berpotensi sebagai antikanker dengan
nilai ICso masing-masing sebesar 16,51 pg/mL dan 21,18 pg/mL. Senyawa ester dari
asam hidroksisinamat efektif melawan berbagai penyakit seperti infeksi dan kanker

(Murtaza et al., 2006).




Senyawa p-kumaramida telah berhasil diisolasi oleh llyas (2008) dari ekstrak etil

asetat kulit akar K. Hospita Linn yang memperlihatkan bioaktivitas tinggi terhadap
udang Artemia salina Leach (LCso = 180,53 pg/mL). Hasil isolasi yang cukup sedikit
(kurang lebih 1,6 ppm) telah mendorong Firdaus et al. (2009) untuk mensintesis
senyawa yang sama melalui reaksi esterifikasi dan amonolisis yang dilanjutkan dengan
uji bioaktivitas terhadap sel tumor P-388 sehingga diperoleh nilai ICso sebesar 44

pMg/mL.




Aktivitas senyawa p-kumaramida dapat ditingkatkan dengan memodifikasi gugus
amida. Firdaus et al. (2012) juga telah mensintesis senyawa turunan dari p-kumaramida
yakni senyawa N-propil-p-kumaramida, N,N-dietil-p-kumaramida, dan piperidinil-p-
kumaramida (Gambar 4). Senyawa hasil sintesis tersebut memperlihatkan bioaktivitas
lebih tinggi terhadap sel tumor leukemia P-388 dibandingkan senyawa p-kumaramida
dengan nilai ICso masing-masing 53,56 U /23,50 pg/mL dan 5,34 pg/mL.

Kl
B =) VNG -

O N\VERSIT nls HASANUDD;p
A |
N,N-dietil-p-kumaramida

21

HO

N-propil-p-kumaramida
Qe PgY)

A, 9%,

Piperidinil-p-kumaramida

Gambar p-kumaramida

Firdaus et al. (2019) telah berhasil mensintesis senyawa asam
3-(4-hidroksifenil)-N-o-tolilakrilamida dari asam 3-(4-hidroksifenil)akrilat dan o-tolilamin
(Gambar 5). Senyawa tersebut disintesis melalui metode tidak langsung dan
menghasilkan rendamen sebesar 75,05%. Hasil pengujian senyawa tersebut terhadap
sel leukimia P-338 menunjukkan adanya potensi sebagai antikanker dengan nilai ICso

sebesar 16,97 ug/mL.




Gambar 5. Struktur senyawa asam\ls-(4-hidroksifenil)-N-o-toIiIakrilamida

Turunan amida it N Karboksi .t-pada dasar ya dapat disintesis
langsung dari asam a menggunakan ‘
(Tang, 2005). Akan tetapi \A‘? Z amida asam-asam
hidroksisinamat, metode ini /tampa S sul : karena masih terdapat dua
gugus fungsi lain yang rent gus fenolik dan olefinat.
Meskipun demikian, Jitarea g Z , : il melakukan reaksi amidasi
asam hidroksisinamat dalam adnyé‘*}r'jét'iia{ﬁ)i'h'g TEA) dan benzotriazol-1-yloxy-
tris(dimethylamino)phosphomium hexafluorophosphate (BOP) di dalam pelarut
dimethylformamida (DMF) dan diklorometana (DCM) pada suhu 70°C selama 30
menit, dan kemudian pada suhu kamar selama 2 jam dengan rendamen
antara 55-85%. Stankova et al. (2009) berhasil mensintesis senyawa amida
antioksidan dari asam hidroksisinamat menggunakan katalis DMAP [4-
(dimetilamino)piridina] di dalam pelarut DMF dan N-etil-N-(3-dimetilaminopril)

karbodiimida hidroklorida (EDC) sebagai reagen kopling.




Metode yang menggunakan reagen dan katalis yang lebih sederhana adalah
metode yang dilakukan oleh Nomura et al. (2003) di dalam mensintesis senyawa
amida turunan dari asam ferulat. Metode ini dilakukan dengan cara melarutkan asam
ferulat di dalam DMF/CH,CI, anhidrat lalu ditambahkan trietilamina pada suhu kamar,

dilanjutkan dengan penambahan isobutilkloroformat tetes demi tetes sambil diaduk

pada suhu -15°C di dalam atmosfir nit ’ mpuran yang dihasilkan selanjutnya

ditambahkan piperidin tetes demi : ; 330 menit pada suhu kamar.

fetode  sintesis

Meskipun telah banyak Senyawa amida hidroksisinamat
yang diketahui sebagaimana dikemukakan di atas, namun semuanya
membutuhkan reagen atau Kkatalis yang relatif rumit dan relatif sulit untuk
diperoleh di pasaran. Salah satu metode sederhana yang dapat digunakan untuk

mensintesis senyawa-senyawa p-kumaramida adalah metode yang dilakukan

Firdaus et al. (2018).
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Gambar 6. Skema reaksi sintesis-senyaw 2 Iroksisi#ramil p-kumarat

Sintesis amida dari asam p-kumarat tampaknya memerlukan proteksi gugus p-
hidroksilnya terlebih dahulu untuk menghindari terjadinya reaksi dimerisasi. Pada
proses sintesis turunan ester p-kumarat (4-hidroksisinamil p-kumarat), Helm et al.
(1992) memproteksi gugus hidroksil p-kumarat menggunakan anhidrida asetat untuk
menghasilkan asam asetoksisinamat (reaksi asetilasi). Selanjutnya, asam
asetoksisinamat direaksikan dengan tionil klorida (SOCI2) untuk meningkatkan

reaktivitas gugus karboksilat yang berperan penting dalam reaksi amidasi.




Reaksi pembentukan ikatan amida (reaksi amidasi) dapat dilakukan dengan
mereaksikan asil halida dengan amina (Gambar 7). Senyawa basa seperti piridin
diperlukan untuk menangkap HCI yang terbentuk dan menghindari konversi amina

menjadi garam yang tidak reaktif (Montalbetti dan Falquen, 2005).
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TKR yang tidak normal biasanya e‘nﬂl‘égé;bkﬁa'-n}gén gguan proliferasi sel, dan berkaitan
erat dengan invasi tumor, metastasis, dan angiogenesis tumor (Metibemu et al., 2019).

Saat ini, berbagai TKR telah digunakan sebagai target dalam skrining obat
antikanker karena terbukti terlibat langsung dalam perkembangan berbagai jenis kanker
termasuk kanker otak, paru-paru, hati, payudara, usus besar, prostat dan kanker
leukemia limfositik akut ~ (El-Sayed et al., 2017; Graham et al., 2006).

Pengendalian aktivitas kelompok enzim ini dapat dilakukan dengan
menggunakan suatu agen penghambat yang biasa disebut inhibitor tirosin kinase (ITK).

Suatu ITK bekerja dengan cara menghalangi ATP untuk terikat pada situs pengikatan




ATP-TKR dan mengurangi fosforilasi tirosin kinase, sehingga menghambat proliferasi
sel kanker. Penggunaan ITK telah membawa kemajuan pesat dalam pengobatan
kanker dan sekarang lebih dari 20 jenis ITK telah disetujui oleh FDA (Jiao et al., 2018).

Senyawa turunan asam sinamat dan analognya telah dilaporkan memiliki
kemampuan sebagai inhibitor enzim tirosin kinase. Khususnya turunan amidanya

menunjukkan aktivitas penghambatan
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N-(4-(3-Bromophenylamino)quinazolin-6-yl)-3-(3-nitrophenyl)acrylamide

Gambar 8. Senyawa Turunan amida asam sinamat

E. Kerangka Konseptual

Senyawa p-kumaramida yang telah diisolasi dari ekstrak etil asetat kulit akar K.
hospita Linn, memperlihatkan bioaktivitas tinggi dengan nilai LCso sebesar 180,53

Mg/mL. Hasil isolasi yang cukup sedikit telah mendorong untuk mensintesis senyawa




analog dari turunan asam hidroksisinamat dan dilakukan pengujian lebih lanjut.
Berdasarkan hasil uji bioaktivitas terhadap sel murin leukimia P-388, senyawa p-
kumaramida memberikan nilai ICso sebesar 44 ug/mL.

Senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida merupakan analog senyawa p-

kumaramida, disintesis menggunakan metode konversi tidak langsung. Pemilihan jalur
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Produk senyawa p-kumaramida
dari asam p-kumarat berpotensi
sebagai antikanker dengan nilai

ICen= 44 110/ml
Asam p-kumarat merupakan

senyawa analog dari p-kumaramida
iuaa bernotensi sehaaai antikanker
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Sintesis turunan amida asam p-kumarat
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Gambar 9. Bagan kerangka konseptual penelitian




F. Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah:

1. Pada kondisi optimum senyawa N-butil-3-(4-hidroksifenil)akrilamida dapat

disintesis melalui metode konversi tidak langsung.




