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RINGKASAN

Permasalahan yang sering muncul dalam pengendalian bakteri adalah terjadinya
resistensi terhadap antibiotik yang digunakan. Modifikasi struktur antibakteri terus
dikembangkan untuk mengatasi masalah ini. Salah satu strategi untuk pengembangan
antibakteri adalah menemukan senyawa baru yang berpotensi sebagai antibakteri, yaitu
senyawa khalkon. Pengembangan strategi sintesis khalkon yang dilakukan melalui
pendekatan green chemistry menjadi sangat penting dilakukan dalam rangka
pengembangannya sebagai antibakteri yang potensial.

Tujuan umum penelitian ini adalah pengembangan ilmiah sintesis senyawa khalkon
dan pengembangan senyawa obat. Tujuan khususnya adalah mensintesis 3 (tiga) derivat
khalkon melalui pendekatan green chemistry dan menentukan potensinya sebagai
antibakteri. Variasi gugus pada struktur khalkon diharapkan akan memberikan tingkat
keragaman yang berguna untuk pengembangan obat antibakteri baru yang memiliki
peningkatan potensi dan toksisitas yang lebih rendah, serta akan menjelaskan hubungan
antara struktur senyawa dan aktivitas.

Untuk mencapai tujuan tersebut, maka penelitian akan dilakukan secara bertahap
dalam 2 tahun. Pada tahun pertama telah dilakukan : (1) sintesis senyawa khalkon
dengan mereaksikan 4-metoksiasetofenon dengan 3 turunan benzaldehida (4-
bromobenzaldehida, 4-hidroksibenzaldehida, 4-nitrobenzaldehida) menggunakan metode
kondensasi Claisen-Schmidt dengan teknik grinding, (2) Pemurnian dan karakterisasi
senyawa hasil sintesis secara spektroskopi (FT-IR, 'H-NMR, *C-NMR) dan GC-MS, (3)
menentukan pengaruh gugus pada benzaldehida terhadap aktivitas kondensasi Claisen-
Schmidt. Pada tahun kedua telah dilakukan: (1) menentukan aktivitas antibakteri 3
senyawa khalkon hasil sintesis terhadap bakteri Gram-positif (Staphylococcus aureus)
dan Gram-negatif (Escherichia coli) secara kualitatif dan kuantitatif, (2) menganalisis
hubungan struktur dan aktivitas antibakteri senyawa khalkon hasil sintesis.

Kata kunci ; khalkon, teknik grinding, antibakteri, kondensasi Claisen-Schmidt



BAB 1. PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Infeksi bakteri adalah masalah kesehatan yang disebabkan oleh bakteri, serta
dapat menyerang seluruh organ tubuh. Beberapa bakteri penyebab penyakit antara lain
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. S. aureus menimbulkan penyakit karena
kemampuannya melekat ke sel, menyebar dalam jaringan dan membentuk abses,
menghasilkan enzim ekstrasel atau eksotoksin, dan tahan terhadap berbagai terapi
antibiotik. Beberapa infeksi yang disebabkan S. aureus antara lain infeksi kulit pernafasan
(pneumonia, abses paru), tulang (osteomielitis, artritis septik), invasif (abses dalam otak
dan hepar), traktus gastrointestinal (keracunan makanan yang diperantarai toksin).
Sedangkan infeksi yang disebabkan E. coli antara lain infeksi traktus gastrointestinal,
traktus urinarus, saluran empedu, traktus respiratorus, septikemia dan kolitis hemoragik.
Sebagian besar infeksi oleh E. coli terjadi setelah mengkosumsi makanan yang kurang
matang dan tercemar (Elliott et al., 2009).

Infeksi terjadi saat bakteri merugikan masuk ke dalam tubuh dan berkembang biak
dengan cepat. Infeksi bakteri ditangani dengan pemberian antibiotika. Antibiotika pada
dasarnya memiliki dua fungsi utama, yaitu membunuh bakteri atau memperlambat
perkembangbiakannya.

Pengendalian bakteri ini sering menimbulkan permasalahan baru yaitu terjadinya
resistensi terhadap antibiotika yang digunakan. Resistensi ini dapat terjadi karena
beberapa hal, antara lain perubahan reseptor site pada bakteri yang menyebabkan
pengikatan obat ke sasaran berkurang atau hilang, adanya mikroorganisme yang
menghasilkan enzim yang dapat merusak aktivitas obat, adanya perubahan permiabilitas
dari mikroorganisme, terjadi mutasi dan transfer genetic. Dari 2 juta penduduk yang
mengalami infeksi bakteri di rumah sakit USA setiap tahun, 70% kasus melibatkan strain
yang resisten. Masalah utama yang muncul di Inggris adalah MRSA (Methicillin Resisten
Staphylococcus aureus) (Elliott et al., 2009).

Modifikasi struktur obat antibakteri yang resisten harus dikembangkan untuk

mengatasi masalah resistensi tersebut. Salah satu strategi untuk pengembangan



antibakteri adalah menemukan senyawa baru yang berpotensi sebagai antibakteri, yaitu
senyawa khalkon.

Pengembangan senyawa aktif antibakteri melalui modifikasi molekul senyawa
khalkon merupakan suatu terobosan yang sangat menguntungkan, karena senyawa
homolog kemungkinan besar mempunyai sifat farmakologis yang sama atau bahkan lebih
besar. Modifikasi molekul pada khalkon dapat dilakukan dengan menvariasikan
substituen yang terdapat pada sistem aromatik reaktannya yaitu pada asetofenon dan
benzaldehida.

Khalkon (1,3-difenil propenon) merupakan zat antara dalam sintesis bermacam-
macam senyawa heterosiklik (Patil et al, 2009). Khalkon dapat disintesis dengan cara
kondensasi Claisen-Schmidt, yaitu reaksi kondensasi antara benzaldehida dengan
asetofenon untuk membentuk keton a,B-tak jenuh. Pada penelitian sebelumnya telah
disintesis hidroksi khalkon dari hidroksiasetofenon dan metoksibenzaldehida melalui
kondesasi Claisen-Schmidt secara konvensional menggunakan pelarut etanol. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa terbentuknya senyawa hidroksi khalkon membutuhkan
basa kuat (50%), waktu reaksi yang lama (24 jam) dan rendemen yang rendah (40-70%)
(Susanti et al, 2012 dan 2014), sehingga pada penelitian ini akan dikembangkan desain
baru sintesis khalkon melalui pendekatan green chemistry yaitu sintesis bebas pelarut
menggunakan teknik grinding.

Teknik grinding dalam sintesis merupakan suatu pengembangan sintesis khalkon
yang sangat menguntungkan, karena menggunakan peralatan yang sangat sederhana
sekali yaitu alu dan lumpang. Modifikasi sintesis khalkon dengan teknik grinding pernah
dilakukan untuk sintesis senyawa khalkon dari 2-asetil-1-naphtol dan benzaldehida
(Zangade et al., 2011). Sintesis dengan teknik ini berjalan tanpa pelarut, waktu reaksi
singkat (4-8 menit) dan rendemen yang tinggi (84-95%). Teknik grinding juga pernah
digunakan untuk sintesis khalkon dari sikloheksanon dan benzaldehida, memberikan
rendemen 96-98% (Rahman et al, 2012). Peneliti juga telah mensintesis 3 turunan
senyawa hidroksikhalkon dengan teknik ini dan memberikan rendemen 70-84% (Susanti
et al., 2014). Namun, teknik grinding ini belum dilakukan untuk mensintesis derivat
khalkon dari 4-metoksiasetofenon dengan benzaldehida tersubtitusi.

Pada penelitian ini akan disintesis 3 (tiga) derivat khalkon baru dari 4-
metoksiasetofenon dan benzaldehida tersubstitusi  (4-bromobenzaldehida, 4-



hidroksizaldehida dan 4-nitrobenzaldehida). Variasi substituen pada benzaldehida

diharapkan akan menghasilkan 3 (tiga) derivat khalkon yang memiliki antibakteri

potensial terhadap bakteri S. aureus dan E. coli, sehingga kemudian akan diperoleh

hubungan struktur senyawa khalkon dengan aktivitas antibakteri.

B. PERUMUSAN MASALAH

Berdasarkan dari latar belakang penelitian, maka permasalahan dalam penelitian

ini dapat dirumuskan sebagai berikut:

1.

Bagaimana mensintesis 3 (tiga) derivat khalkon dari 4-metoksiasetofenon yang
direaksikan  dengan  turunan  benzaldehida  (4-bromo-benzaldehida, 4-
hidroksibenzaldehida dan 4-nitrobenzaldehida) menggunakan metode Claisen-
Shmidt dengan teknik grinding.

Bagaimana potensi ketiga derivat khalkon hasil sintesis sebagai antibakteri ditentukan
dengan cara mengukur aktivitas antibakteri senyawa tersebut terhadap bakteri Gram
positif (S. aureus) dan bakteri Gram negatif (E. coli).

Bagaimana hubungan struktur khalkon dengan aktivitas antibakteri ditentukan dengan
cara menganalisis data aktivitas antibakteri yang dihasilkan dari ketiga derivat

khalkon hasil sintesis.

C. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan penelitian yang ingin dicapai adalah sebagai berikut :

1.

Mensintesis 3 (tiga) derivat khalkon dari 4-metoksiasetofenon yang direaksikan
dengan turunan benzaldehida (4-bromo-benzaldehida, 4-hidroksibenzaldehida dan 4-
nitrobenzaldehida) menggunakan metode Claisen-Shmidt dengan teknik grinding.
Menentukan potensi ketiga derivat khalkon hasil sintesis sebagai antibakteri
ditentukan dengan cara mengukur aktivitas antibakteri senyawa tersebut terhadap
bakteri Gram positif (S. aureus) dan bakteri Gram negatif (E. coli).

Menentukan hubungan struktur khalkon dengan aktivitas antibakteri ditentukan
dengan cara menganalisis data aktivitas antibakteri yang dihasilkan dari ketiga derivat

khalkon hasil sintesis.



MANFAAT PENELITIAN

Sintesis merupakan alternatif yang terbaik untuk mendapatkan senyawa khalkon
dalam jumlah besar, karena isolasi langsung senyawa khalkon dari bahan alam kurang
menguntungkan dan dibutuhkan banyak tumbuhan untuk mendapatkannya.
Pengembangan strategi sintesis khalkon dilakukan melalui pendekatan green chemistry,
suatu pendekatan dalam mengembangkan dan merancang proses kimia yang mengurangi
atau menghilangkan penggunaan dan pembentukan zat yang berbahaya terhadap
lingkungan. Oleh karena itu penting sekali menemukan pelarut dan reagen yang ramah
lingkungan, atau dapat mengeluarkan pelarut organik dari proses sintesis. Sintesis tanpa
pelarut sangat penting dilakukan sebagai upaya terobosan teknologi dalam sintesis
khalkon dan turunannya.

Beberapa keuntungan reaksi bebas pelarut antara lain penggunaan energi rendah,
tidak ada media reaksi yang harus dikumpulkan, dimurnikan dan kemudian digunakan
kembali, rendemen tinggi dan waktu reaksi lebih pendek, lebih sederhana dan tidak
membutuhkan peralatan yang khusus, kemurnian produk tinggi, tidak memerlukan gugus
pelindung dan pelepasan gugus pelindung. Sintesis bebas pelarut dapat dilakukan dengan
teknik grinding (Rateb and Zohdi, 2009).

Produk yang akan dihasilkan dari penelitian ini adalah 3 derivat khalkon yang
dapat dikembangkan sebagai antibakteri. Sintesis senyawa ini sebagai antibakteri akan
dapat mengurangi impor bahan dasar farmasi yang harganya relatif mahal sebagai upaya
untuk mewujudkan kemandirian bangsa dalam penyediaan obat yang terjangkau oleh
seluruh lapisan masyarakat.

Pengembangan metode sintesis derivat khalkon baru akan memberikan konstribusi
pada ilmu pengetahuan khususnya pada sintesis senyawa organik, dan dapat dijadikan sebagai
landasan ilmiah pengembangan senyawa khalkon sebagai antibakteri serta aplikasinya di

bidang kedokteran.



BAB 2. METODE PENELITIAN

A. Bagan Alir Penelitian

[ 4-METOKSISETOFENON ]

4-bromobenzaldehida 4-hidroksibenzaldehida 4-nitrobenzaldehida
4-METOKSI-4'- 4-METOKSI-4’- [ 4-METOKSI-4’-
BROMOKHALKON HIDROKSIKHALKON NITROKHALKON

| Karakterisasi setiap senyawa hasil sintesis dilakukan secara spektroskopi |

:
f Pengaruh substituent terhadap reaksi ]
L kondensasi Claisen Schmidt )
|
¥
[ UJI ANTIBAKTERI }
S. aureus ] [ E. coli

Analisis hubungan struktur senyawa
dengan aktivitas antibakteri

B. Rancangan Reaksi sintesis derivat khalkon

H;CO R H;CO R
+ —_—
H X
o o o

4-metoksiasetofenon benzaldehida derivat khalkon

Khalkon 1, R = Br
Khalkon 2, R = OH
Khalkon 3, R = NO,

C. Tahap penelitian

Pada tahun pertama telah dilakukan :

1. Sintesis 3 (tiga) derivat khalkon dari 4-metoksiasetofenon yang direaksikan dengan

turunan benzaldehida (4-bromo-benzaldehida, 4-hidroksibenzaldehida dan 4-

nitrobenzaldehida) menggunakan metode Claisen-Shmidt dengan teknik grinding.

2. Pemurnian derivat khalkon hasil sintesis

3. Karakterisasi derivate khalkon hasil sintesis dilakukan secara spektroskopi (FT-IR,
GC-MS, H-NMR dan C-NMR) pada setiap tahap sintesis dalam penelitian ini.



4. Mempelajari dan menentukan pengaruh gugus/substituen pada benzaldehida terhadap
aktivitas kondensasi Claisen-Schmidt pada sintesis khalkon ditentukan dari waktu

reaksi dan rendemen produk sintesis.

Pada tahun Kedua telah dilakukan:

1. Potensi ketiga derivat khalkon hasil sintesis sebagai antibakteri ditentukan dengan
cara mengukur aktivitas antibakteri senyawa tersebut terhadap bakteri Gram positif
(S. aureus) dan bakteri Gram negatif (E. coli).

2. Menentukan hubungan struktur khalkon dengan aktivitas antibakteri ditentukan
dengan cara menganalisis data aktivitas antibakteri yang dihasilkan dari ketiga derivat

khalkon hasil sintesis.

D. Prosedur utama penelitian
Sintesis derivat khalkon dengan teknik grinding

Senyawa khalkon disintesis dengan cara menggerus 4-metoksiasetofenon dengan
turunan benzaldehida (4-bromo-benzaldehida, 4-hidroksibenzaldehida dan 4-
nitrobenzaldehida) dalam suatu lumpang dan alu pada suhu kamar selama beberapa
menit. Kesempurnaan reaksi dimonitor dengan kromatografi Lapisan Tipis (KLT).
Campuran reaksi kemudian diencerkan dengan air dingin, dinetralkan dengan larutan HC1
10% (v/v) dingin, kemudian disaring. Pemurnian dilakukan menggunakan rekristalisasi
dan kolom kromatografi dengan berbagai pelarut organik. Produk sintesis selanjutnya

dikarakterisasi menggunakan spektrometer FT-IR, GC-MS, 'H- dan *C-NMR.

Pemurnian senyawa hasil sintesis

Pemurnian  senyawa  senyawa  hasil  sintesis  dapat  dilakukan
dengan rekristalisasi dan kromatografi kolom. Rekristalisasi dilakukan dengan pelarut
yang didasarkan pada prinsip kelarutan. Zat-zat yang direkristalisasi dilarutkan dalam
pelarut pada suhu tinggi, dihilangkan pengotornya, disaring untuk menghilangkan residu
yang tak larut dan didinginkan. Kristal yang terbentuk kemudian disaring pada tekanan
rendah, dicuci dan dikeringkan. Kromatografi kolom merupakan metode kromatografi
klasik yang masih banyak digunakan. Kromatografi kolom digunakan untuk

memisahkan senyawa-senyawa dalam jumlah yang banyak berdasarkan daya adsorpsi



dan partisi. Adsorben yang umum digunakan adalah silika gel, alumina, selulosa dan
karbon aktif. Fasa gerak (eluen) pada kromatografi kolom melalui fasa diam (adsorben)
yang berada dalam kolom, sehingga campuran akan terpisah membentuk pita-pita karena

perbedaan sifat kepolaran.

Uji aktivitas antibakteri

Aktivitas antibakteri senyawa flavon hasil sintesis ditentukan menggunakan
metode filter paper disc diffusion (metode difusi plate kertas saring). Bakteri uji yang
digunakan adalah E. coli dan S. aureus. Media yang digunakan adalah Mueller Hinton
(MH) agar dan sebagai standar antibiotik digunakan tetrasiklin. Semua alat yang
digunakan untuk uji antibakteri harus disterilkan dengan cara memasukkan alat-alat yang
telah dibungkus dengan aluminium foil ke dalam autoklaf. Proses sterilisasi ini dilakukan
selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi. Sterilisasi untuk alat yang tidak
tahan panas dilakukan dengan menyemprot alat tersebut menggunakan etanol 70%.

Agar Muller-Hinton dipersiapkan sesuai petunjuk pabrik, kemudian segera
diautoklaf dan dinginkan sampai pada suhu 45-50 °C. Tuang agar sebanyak 20-25 mL ke
dalam petri disk ukuran 150 mm, selanjutnya didinginkan pada suhu kamar. Uji sterilitas
media dilakukan dengan cara mengikubasi media pada suhu 30-35°C selama 24 jam. Media
siap digunakan untuk uji antibakteri.

Kultur bakteri yang telah dipilih dicampurkan dengan larutan NaCl steril,
sehingga diperoleh kekeruhan sekitar 0,5 CFU/mL (colony forming units per millilitre).
Plat petri yang berisi 20 mL agar MH digunakan sebagai media bakteri uji. Inokulum
disebarkan di atas permukaan media MH padat. Kertas saring disc Whatman no 1
(diameter 6 mm) diteteskan dengan seyawa uji (20uL/disc), kemudian ditempatkan di
atas permukaan plat. Tetrasiklin (5pL/disc) digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan
sebagai kontrol negatif digunakan DMSO. Plat yang telah diinokulasikan dengan bakteri
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Diameter zona hambat ditunjukan dengan
terbentuknya zona bening disekeliling kertas saring lebih dari 2 mm mengindikasikan

sebagai penghambatan positif (Venkatesan dan Maruthavanan, 2011).



BAB 3. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
Sintesis Senyawa Khalkon

Pada penelitian ini telah disintesis 3 (tiga) derivat khalkon dari 4-
metoksiasetofenon yang direaksikan dengan turunan benzaldehida (4-bromo-
benzaldehida, 4-hidroksibenzaldehida dan 4-nitrobenzaldehida) menggunakan metode
Claisen-Shmidt dengan teknik grinding.

Sintesis khalkon dilakukan melalui reaksi kondensasi Claisen-Schmidt dari
asetofenon dan benzaldehida dengan adanya NaOH sebagai basa. Metoda sintesis
khalkon ini telah banyak digunakan, diantaranya oleh Prasad et al., (2008), Zambare et
al., (2009), Mandge et al., (2007), dan Nalwar et al., (2009). Reaksi Claisen-Schmidt
merupakan reaksi yang sangat berperan penting dalam kimia organik sintesis. Pada
dasarnya reaksi ini dapat terjadi secara spontan dengan adanya gugus karbonil (C=0) dan
H-a dalam katalis basa. Reaksi dimulai dari pindahnya proton dari karbon o dari
asetofenon membentuk ion enolat yang terstabilkan oleh resonansi. Selanjutnya, adisi
nukleofilik karbanion dari asetofenon terhadap karbon karbonil dari veratraldehida,

dilanjutkan dehidrasi hidroksi keton untuk membentuk khalkon.

H,CO R H;CO R
+ —_—
H A
(o] o (o]

asetofenon benzaldehida khalkon

4-bromo benzaldehida, R = Br Khalkon 1, R = Br
4-hidroksi benzaldehida, R = OH Khalkon 2, R = OH
4-nitrobenzaldehida, R = NH, Khalkon 3, R = NH,

Gambar 3.1 Reaksi sintesis senyawa khalkon 4 methoxy-4'-bromo chalcone



Sintesis khalkon menggunakan teknik grinding merupakan suatu terobosan yang
sangat strategis sekali karena mempertimbangkan prinsip green chemistry, yaitu
mengurangi penggunaan pelarut dalam proses sintesis. Pelarut dalam sintesis senyawa
banyak bersifat racun dan menimbulkan masalah lingkungan. Oleh karena itu
pengembangan metode sintesis senyawa tanpa pelarut sangat penting dilakukan. Dalam
proses grinding semua reaktan digerus dalam suatu lumpang sehingga tumbukan antara
reaktan terjadi dan menimbulkan energi friksi dari panas lokal yang akan mempercepat
reaksi terbentuknya khalkon.

Ada beberapa perbedaan penting antara sintesis khalkon konvensional
menggunakan pelarut dibandingkan dengan sintesis khalkon tanpa pelaruut menggunakan
teknik grinding. Sintesis khalkon konvensional membutuhkan waktu reaksi selama 24
jam, sedangkan sintesis teknik grinding membutuhkan waktu reaksi yang lebih singkat
yaitu selama 15 menit.

Sintesis khalkon teknik grinding lebih sederhana, tidak membutuhkan peralatan
khusus, prosedur lebih ekonomis dan ramah lingkungan. Hasil penelitian ini sesuai
dengan yang telah didapatkan Kumar et al., (2008), Rateb and Zohdi (2009) dan Zangade
et al., (2011). Kumar et al., (2008) mensintesis beberapa senyawa khalkon dengan
beberapa metode, yaitu sintesis dengan refluks, irradiasi ultrasonik dan teknik grinding.
Hasil penelitian Kumar menjelaskan bahwa sintesis dengan teknik grinding memberikan
hasil yang lebih baik daripada menggunakan irradiasi ultrasonik dan refluks, masing-
masing dengan rendemen 83-92%, 5-80% dan 24-89%. Rateb and Zohdi (2009)
mensintesis beberapa turunan khalkon dengan teknik grinding menggunakan katalis
NaOH, dengan hasil baik (rendemen 71-95%). Zangade et al., (2011) juga telah
mensintesis turunan 2-hidroksi khalkon dengan teknik grinding menggunakan katalis
KOH, dengan rendemen yang cukup tinggi yaitu sebesar 85-94%. Susanti, et al. (2014)
juga telah mensintesis khalkon dari 4 turunan hidroksi asetofenon dan veratraldehida
menggunakan teknik grinding dan memberikan rendemen hasil lebih besar (70-84%)

dibandingkan dengan sintesis khalkon konvensional (45-75%).



Berdasarkan hasil penelitian pada tahun pertama telah berhasil disintesis 3
senyawa khalkon yaitu 4'-bromo-4-metoksi khalkon, 4'-hidroksi-4-metoksi khalkon dan
4'-nitro-4-metoksi khalkon. Ketiga khalkon sintesis ini selanjutkan diuji aktivitas

antibakteri terhadap E.coli dan S. Aureus.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan terhadap senyawa khalkon hasil sintesis untuk
mengetahui potensinya sebagai antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dilakukan secara in
vitro menggunakan metode filter paper disc diffusion (difusi plat kertas saring), yaitu
dengan meletakkan kertas saring di atas media agar Mueller Hinton (MH) yang telah
diinokulasikan dengan bakteri (Venkatesan and Maruthavanan, 2011). Pertumbuhan
bakteri dapat diamati setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C, dengan melihat
ada atau tidaknya derah hambat di sekeliling kertas saring. Bakteri yang digunakan ada

3, yaitu bakteri gram negatif E. coli dan bakteri gram positif yaitu S. aureus.

Senyawa khalkon hasil sintesis berbentuk padatan, sehingga harus dilarutkan
menggunakan DMSO. Chloramphenicol 30 mg digunakan sebagai standar antibiotik atau
kontrol positif, sedangkan DMSO sebagai kontrol negatif. Diameter zona hambat yang
teramati pada pengujian antibakteri senyawa khalkon hasil sintesis terhadap 2 bakteri uji

disajikan pada Tabel 4.1

Hasil pengujian yang disajikan pada Tabel 4.1 memperlihatkan bahwa senyawa
khalkon hasil sintesis memiliki daya hambat lemah-sedang terhadap bakteri gram negatif
(E.coli) dan tidak aktif terhadap gram positif (S.aureus). Saini et al. (2005) membagi
kriteria daya hambat suatu senyawa terhadap bakteri menjadi 4 kategori, yaitu kategori
lemah jika diameter daya hambat kurang dari 5-7 mm, sedang jika diameter daya hambat
8-10 mm, kuat jika diameter daya hambat 11-13 mm, dan sangat kuat jika diameter daya
hambat lebih dari 14 mm.

Tabel 4.1 Diameter zona hambat senyawa khalkon

Bakteri yang Kode sampel Diameter Zona Hambat
digunakan P yang Terbentuk (mm)

Escherichiacoli | Kontrol (+) 29,49




ATCC 25922 Kontrol (-) 6,24
4'-bromo-4-metoksi khalkon 8,23
4'-hidroksi-4-metoksi khalkon 7,88
4'-nitro-4-metoksi khalkon 6,50
Kontrol (+) 36,40
Kontrol (-) 0

Staphylococcus  ["4'-promo-4-metoksi khalkon 0

aureus ATCC 25923
4'-hidroksi-4-metoksi khalkon 0
4'-nitro-4-metoksi khalkon 0
Keterangan :

Kontrol (+) = Disc antibiotik chloramphenicol 30 mg
Kontrol (-) = DMSO 10%
(-) =tidak ada zona hambat

Hasil pengujian aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa secara umum senyawa
khalkon hasil sintesis memiliki kecendrungan daya hambat terhadap bakteri Gram-negatif
sedikit lebih besar daripada bakteri Gram-positif. Nikaido (2003) menungkapkan bahwa
perbedaan sensitivitas bakteri Gram-negatif dan Gram-positif berkaitan dengan dinding
sel bakteri. Bakteri Gram-positif mengandung lapisan peptidoglikan, merupakan
penghalang permiabel yang tidak efektif. Sedangkan bakteri Gram-negatif dikelilingi
oleh membran luar tambahan yang terdiri atas senyawa lipopolisakarida, yang membuat
dinding sel impermiabel terhadap solut lipofilik dan porin, sebagai penghalang selektif

terhadap solut hidrofilik.
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BAB 4. KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil sintesis dan karakterisasi senyawa dapat diambil kesimpulan
bahwa tiga senyawa khalkon (4-bromo-4’-metoksi khalkon, 4-hidroksi-4’-metoksi
khalkon dan 4-nitro-4’-metoksi khalkon) telah berhasil disintesis melalui pendekatan
green chemistry dengan teknik grinding. Hasil uji antibakteri terhadap ketiga senyawa
hasil sintesis menunjukkan bahwa senyawa khalkon hasil sintesis memiliki daya hambat
lemah-sedang terhadap bakteri gram negatif (E.coli) dan tidak aktif terhadap gram positif
(S.aureus). Hasil pengujian juga menunjukkan bahwa khalkon hasil sintesis memiliki
kecendrungan daya hambat terhadap bakteri Gram-negatif sedikit lebih besar daripada
bakteri Gram-positif
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Abstract. The synthesis of the 4-hydroxy-4'-methoxychalcone has been synthesized by
grinding  techniques. This compound was synthesized by reacting 4-
hydroxybenzaldehyde with 4-methoxy acetophenone using NaOH catalyst in a mortar for
30 minutes at room temperature. The reaction product was monitored by TLC and then
recrystallized from ethanol and golden yellow crystals were obtained. Characterization of
synthesized compounds with *H-NMR and *C-NMR. *H-NMR (CDCI3, § ppm): 3,86
(3H, s, H-OCHs), 6.86 (2H, d, J=10, Ar-H), 7,07 (2H, d, J=5 Hz, Ar’-H), 7,66 (1H, d,
J=15, H-Ca), 7,75 (1H, d, J=7, H-CB), 7,73 (2H, d, Ar-H), 8,14 (2H, d, J=9 Hz, Ar'-H),
10,09 (1H, s, H-OH). 3CNMR (CDCls, §, ppm): 187,28 (C=0), 163.04 (C4'), 160,01
(C4), 143,70 (C=C-B), 130,95 (C2’ dan C6'), 130,82 (C2 dan C6), 130,77 (C1'), 125,98
(C1), 118,44 (C=C-a), 115,84 (C3 dan C5), 113,99 (C3' dan C%’), 55,57 (-OCHs). The
results of *H-NMR and *3C-NMR characterization showed that the synthesized compound
had been formed.

1. Introduction
Chalcone (1,3-diphenyl propenone) is an intermediate agent in the synthesis of various

heterocyclic compounds [1]. Chalcone can be synthesized by means of Claisen-Schmidt
condensation, which is a condensation reaction between aromatic aldehydes and aromatic ketones
to form a, B-unsaturated ketones. Claisen-Schmidt condensation can occur in an acid or base. The
use of acid catalysts in condensation reactions (e.g., HCI, BF3, B>Oz3) generally gives low yields
(10-40%) [1]. The KOH catalyst in the synthesis reaction of chalcone through the Claisen-
Schmidt reaction and obtained an 88-94% vyield [2]. The use of Ba(OH): in the synthesis of
chalcone derivatives was obtained with a yield of 88-98% [3], and the NaOH catalyst obtained a
yield of 90-96% [4]. The Claisen-Schmidt reaction in the synthesis of chalcone with NaOH
catalyst gave better results (yield 93-98%) than using KOH, NaOAc, and NH4OAc (yield 81-
85%) [5]. Moreover, the Claisen-Schmidt reaction is essential in synthetic organic chemistry. The
synthesis of chalcone through the Claisen-Schmidt condensation reaction has been widely used
[6,7,8]
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Susanti et al. (2012 and 2014) have synthesized hydroxy chalcone from hydroxy acetophenone
and methoxy benzaldehyde through conventional Claisen-Schmidt condensation using ethanol
solvent. Their results revealed that the formation of hydroxy chalcone compounds requires a
strong base (50%), a long reaction time (24 hours), and a low yield (40-70%). Thus, this current
research will develop a new chalcone synthesis design through the green chemistry approach,
namely solvent-free synthesis using grinding techniques [9,10,11].

The grinding technique in synthesis is the development of chalcone synthesis, which is very
profitable because it uses very simple equipment, namely pestle, and mortar. Modification of
chalcone synthesis using grinding techniques was carried out to synthesize chalcone compounds
from 2-acetyl-1-naphthol and benzaldehyde [2]. Meanwhile, synthesized chalcone with this
technigue running without solvent, short reaction time (4-8 minutes), and high yields (84-95%).
Grinding techniques have also been used to synthesize chalcone from cyclohexanone and
benzaldehyde, giving a yield of 96-98%. Susanti et al. (2014) have also synthesized three
derivatives of hydroxy chalcone compounds using this technique and yielded 70-84% [9].
However, this grinding technique has not been performed to synthesize the chalcone derivative
of 4-methoxyacetophenone with substituted benzaldehyde. In this study, a new chalcone
derivative of 4-methoxyacetophenone and 4-hydroxybenzaldehyde will be synthesized.

Experimental Section
Materials

The materials used in this study had analytical grade quality from E-Merck, including 4-
hydroxybenzaldehyde, 4-methoxyacetophenone, sodium hydroxide, hydrochloric acid, sulfuric acid,
acetone, ethyl acetate, ethanol, n-hexane, chloroform, methanol, dichloromethane, and anhydrous
sodium sulfate

Instrumentation

Intrumens in this study were laboratory glassware, analytical scales (Libror EB330 Shimadzu),
magnetic stirrer, chromatography column, reflux device, desiccator, magnetic stirring plate,
Buchi evaporator, 254 nm UV lamp, Whatman paper no 1, test tube, calipers, magnetic resonance
spectrometer Proton core (1H-NMR, 500 Mhz) and carbon (13C-NMR, 125 MHz), and JEOL-
MY500.

Procedure

The chalcone compound was synthesized by grinding 4-methoxyacetophenone with 4-
bromobenzaldehyde in a mortar and pestle at room temperature for several minutes. The
completeness of the reaction was monitored by Thin Layer Chromatography (TLC). The reaction
mixture was then diluted with cold water, neutralized with a cold solution of HCI 10% (v/v), then
filtered. Purification was carried out by employing recrystallization. The synthetic products were
then characterized using *H- and *C-NMR spectrometers.

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of chalcone by grinding techniques



The synthesis of chalcone compounds using grinding techniques was carried out by grinding
4-methoxyacetophenone, 4-hydroxybenzaldehyde, and solid NaOH in mortar. This grinding
process was performed at room temperature for 30 minutes. In this process, friction energy was
generated from local heat due to collisions between reactants, which accelerate the reaction to
form products. The monitoring of the results of the synthesized compounds was conducted using
Thin Layer Chromatography. The synthesis results in the form of yellow crystals as much as 0.8
g (32.5% yield) was obtained after the recrystallization process using ethanol.

Characterization of chalcone compounds was done using a *H-NMR spectrometer. The 'H-
NMR spectrum of the NMR chalcone compounds, as presented in Figure 1, showed 14 protons
in the synthesized compound. The absorption peak at the chemical shift (8) of 3.85 ppm was
thought to be a proton signal from the methoxy group with a singlet and 3-integrated appearance.
The singlet appearance indicates that no neighboring protons were coupling these protons. The
absorption at 6.84 ppm chemical shift with a doublet's appearance was a signal from the protons
from C3 and C5 in the aromatic ring B. This doublet appearance occurred because the protons in
C3 and C5 were one neighboring proton each.

The chemical shift at 7.06 ppm was the proton signal owned by C3 'and C5' (aromatic ring A).
This assumption was strengthened because the peak at 7.06 ppm had a doublet appearance, which
revealed that the protons C3' and C5' had the same environment, one neighboring proton. A peak
with a similar appearance also occurred at the chemical shift of 7.73 ppm (the protons in C2 and
C6) and 8,14 ppm (the protons in C2' and C6").

Olefin protons of a, B-ketone unsaturated were observed at the chemical shift of 7.64 and 7.75
ppm with coupling constants J = 9 and 15 Hz, respectively. It revealed that the chalcone formed
had a trans structure. The peak at the 10.09 ppm has a singlet appearance which is the unprotected
absorption of hydroxy protons due to the induction of the electronegative O atom. The results of
chalcone *H-NMR spectral analysis are presented in Table 1.



I

60S8'€E—
. L" 3
T — = Fos
J IR
e —— o |
| e
98E9' L~ ) ™~
¥699° L J— _vaa
YTLL LA ) ~
TSELL, S _y [~
2TBEL L e 67
6£s0L) \J |
. z€€8'9
TL80°L—
- i
s6zre~ \\MHJ\\_ [ | = 9BE9L 8vL0°L
e T " ¢m®w.m#
L= beeL L —
ﬁmmn.nwﬂ
C6EL L
pess¢)  EOBTT8 |U
P18

£€680°0T— ————

=6'C

=61
=61

=60

4.0

100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

10.5

Figure 1. *H -NMR spectrum of chalcone



Table 1. Results of the *H -NMR spectral analysis of chalcone 1

Chemical Shift

Appearance Coupling Number and Type
(Ppm) Constants J (Hz) of Proton

3,86 singlet 3H, -OCHj;
6,84 doublet 10 2H at C3 dan C5
7,07 doublet 5 2H at C3'dan C5'
7,66 doublet 15 1H at C-a
7,73 doublet 7,5 2H at C2 dan C6
7,75 doublet 7 1H at C-
8,14 doublet 9 2H at C2' and C6'
10,09 singlet 1H at OH

The structural characterization of the synthesized compounds was further strengthened by the
13C-NMR analysis (Figure 2), which exhibited 12 signals and indicated the presence of 12
different carbons. The absorption for methoxy carbon was observed at a chemical shift of 55.65
ppm. The carbonyl band (C=0) was shown at a far chemical shift (deshielding area), at chemical
shift 187.28 ppm. It is in accordance with Mostahar et al. (2007), who asserted that the carbonyl
carbon from chalcone usually appears in the area of 170-194.6 ppm. The carbon is bonded directly
to the O atom, which has a large electronegativity so that the nucleus of the C atom is increasingly
unprotected by the electrons around the C atom due to being attracted by the O atom.
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Figure 2. 3C-NMR Spectrum of chalcone

Carbon with the same environment will appear as one peak, as the peak in the 113.9 ppm
chemical shift, which is the absorption of C3' dan C5’. The same thing happened to absorption at
115.8 ppm (C3 and C5), 130.8 ppm (C2 and C6), and 114,09 (C2’ and C6").

Absorption of Ca was observed at a chemical shift of 119.4 ppm, while CP was at 143.7 ppm.
The C-B peak appeared more downfield than the C-a atom. It is aligned with Mostahar et al.
research (2007), which uncovered that the C-f§ absorption of chalcone compounds appeared in a
greater chemical shift than C-a. In detail, the results of the chalcone **C-NMR spectral analysis
are presented in Table 2.

Table 2. Results of the 13C-NMR spectral analysis of chalcone

Chemical Shift 8 (ppm)

Type of Carbon
187,28 C=0
163,04 Cc4'
160,01 C4
143,70 C-p
130,95 C2'dan C6'
130,82 C2 dan C6
130,77 CIl'
125,98 Cl
118,44 C-a
115,84 C3 dan C5
113,99 C3'dan C5'

55,57 C-OCHj;




Based on the *H- and 3C-NMR analysis results that have been carried out, it could be stated
that chalcone, namely 4-hydroxy-4’-methoxychalcone, has been formed from the results of the
Claisen-Schmidt  condensation  process between 4-methoxyacetophenone and 4-
hydroxybenzaldehyde. The synthesized product was a yellow crystal.

The chalcone formation reaction was assumed to follow the condensation aldol reaction
mechanism. The reaction started from an acid-base reaction, where the base took a proton from
the a carbon of 4-methoxyacetophenone to form an enolate ion, which was stabilized by
resonance. The nucleophilic addition of carbanions from 4-methoxyacetophenone then occurred
to the carbonyl carbon of 4-bromobenzaldehyde, followed by releasing water molecules with
acids' help form double bonds (Figure 3).

Synthesis of chalcone using grinding techniques is a very strategic breakthrough because it
considers the principle of green chemistry, namely reducing the use of solvents in the synthesis
process. Solvents in the synthesis of many compounds are toxic and cause environmental
problems. Therefore, it is vital to develop a method of compound synthesis without a solvent. In
the grinding process, all reactants are crushed in a mortar so that the collision between the
reactants occurs and creates friction energy from local heat, accelerating the reaction to form
chalcones.

1. Enolat Formation
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3. Release of water molecules ..
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Figure 3. Reaction Mechanism in Chalcone Synthesis

CONCLUSION

The development of environmentally friendly synthesis methods needs to be developed
continuously. The use of grinding techniques in chalcone synthesis is a route with great potential
to be developed. Researchers have succeeded in synthesizing 4-hydroxy-4'-methoxy-chalcone by
reacting 4-methoxyacetophenone and 4-hydroxybenzaldehyde through a green chemistry
approach with grinding techniques. The study of this compound application as an active
antibacterial compound is ongoing.
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