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Abstrak: Asam sinamat merupakan turunan dari metil sinamat, yang termasuk dalam jalur turunan asam
shikimat. Asam sinamat dan analog alaminya dikenal dalam pengobatan kanker selama beberapa abad.
Sintesis fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-on telah dilakukan dari metil sinamat dengan menggunakan
katalis asam. Senyawa metil sinamat terlebih dahulu dikonversi menjadi asam sinamat melalui reaksi
hidrolisis dengan basa. Selanjutnya asam sinamat diklorinasi menggunakan tionil klorida dan fenol
dan menghasilkan fenil sinamat. Reaksi esterifikasi dengan fenol menggunakan katalis asam p-toluen
sulfonat menghasilkan senyawa 4-fenilkroman-2-on. Dari peneitian ini diperoleh rendemen hasil
sintesis asam sinamat, fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-on masing-masing adalah 83,6%, 14,71%
dan 16,18%. Uji sitotoksisitas senyawa fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-on menggunakan metode
brine shrimp lethality test (BSLT) diperoleh nilai LC, masing-masing sebesar 223,87 dan 112,72 ppm.
Hasil uji fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-on terhadap sel kanker serviks HeLa (ATCC CCL2) dengan
metode MTT didapatkan persentase inhibisi masing-masing adalah di atas 50%.

Kata kunci: fenil sinamat, 4-fenilkroman-2-on, BSLT, sitotoksisitas, MTT, sel HeLa.

Abstract: Cinnamic acid is a derivative of methyl cinnamate; it is included in the shikimic acid pathway
derivatives. Cinnamic acid and its natural analogue are known as a cancer treatment for several centuries.
Synthesis of phenyl cinnamic and 4-phenilkroman-2-on derived from methyl cinnamate had been done
by using acid as a catalyst. Methyl cinnamic was first converted into cinnamic acid via hydrolysis
reaction with alkaline. After that, cinnamic acid was chlorinated by using thionyl chloride and phenol
reagent to produce fenil-sinamat. Esterification reaction was carried out by using an acid catalyst
p-toluen sulfonic acid and phenol resulting 4-phenilkroman-2-on. We obtained the products for the
synthesis of cinnamic acid, cinnamic phenyl and 4-fenilkroman-2-on, with yields respectively of 83.6%,
14.71%, and 16.18%.Cytotoxicity test using the brine shrimp lethality test (BSLT) was conducted on
both cinnamic phenyl compound and 4-phenilkroman-2-on compound. LC, values obtained for both
compounds respectively were 223.87 ppm and 112.72 ppm. The results of MTT cytotoxicity assay
method for cervical cancer HeLa cells (ATCC CCL2) using phenyl cinnamic and 4-phenilkroman-2-on
were found that the percentage of inhibition obtained is over 50%.

Keywords: phenyl cinnamate, 4-phenylchroman-2-one, BSLT, cytotoxicity, MTT, HeLa cells.
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PENDAHULUAN

PENYAKIT kanker telah menjadi salah satu
penyebab kematian utama di Indonesia. Data
Departemen Kesehatan Republik Indonesia tahun
2007 menunjukkan bahwa jumlah penderita kanker
di Indonesia mencapai 6% dari populasi atau kurang
lebih 16 juta pasien”. Saat ini kanker tidak hanya
menyerang orang dewasa, tetapi juga banyak menimpa
anak-anak. Menurut Data Rumah Sakit Kanker
Darmais (RSKD) tahun 2012, jumlah kasus baru
kanker anak mencapai lebih dari 11.000 pasien per
tahun di seluruh Indonesia®. Data Badan Kesehatan
Dunia (WHO) menyebutkan bahwa tahun 2003, setiap
tahun timbul lebih dari 10 juta kasus penderita baru
kanker dengan prediksi peningkatan setiap tahun
kurang lebih 20%®. Jumlah penderita baru penyakit
kanker tahun 2020 diperkirakan meningkat hampir 20
juta penderita. Pada wanita, kanker serviks menduduki
peringkat ketiga dengan jumlah kasus sebesar 9,8%
dan angka kematian 8,5%.

Banyak upaya yang dilakukan untuk pengobatan
kanker antara lain dengan menggunakan obat-obatan,
baik bahan alam maupun sintetik. Alternatif pengobatan
kanker lainnya adalah dengan melakukan kemoterapi,
penyinaran, pembedahan dan terapi kombinasi. Akan
tetapi, masing-masing cara pengobatan kanker tersebut
masih memiliki kelemahan, sehingga pengobatan
kanker pada umumnya sampai saat ini belum ada
yang menunjukkan hasil yang memuaskan. Untuk itu,
peluang untuk mencari senyawa bioaktif dari bahan
alam ataupun sintesis senyawa sejenis dengan bahan
alam untuk pengobatan kanker masih sangat besar.

Metil sinamat merupakan minyak atsiri yang
banyak terkandung pada spesies A/pinia malaccensis
dari famili Zingiberaceae, dan termasuk salah satu
kelompok penting dari tanman obat®. Metil sinamat
telah berhasil diisolasi dari A. malaccensis dengan
rendemen yang tinggi dan kemurnian yang baik®.
Penelitian di bidang organik sintesis terhadap derivat
metil sinamat juga telah berkembang. Asam sinamat
merupakan turunan dari metil sinamat, yang termasuk
dalam jalur turunan asam shikimat®.

Asam sinamat dan analog alaminya dikenal sebagai
pengobatan kanker selama beberapa abad. Ginsenosida
Rgl dari ginseng, asam sinamat dari Xuanshen dan
tanshinon IIA dari Danshen (RCT) merupakan bahan
pengobatan tradisional untuk menjaga agar tetap
awet muda dan menjaga keseimbangan seluruh tubuh
untuk mencegah penyakit. Eksplorasi lebih jauh, RCT
diberikan pada sel osteosarkoma MG-63, bentuk
histologis paling umum dari kanker tulang primer,
dan penurunan ekspresi nukleoplasmin dalam matriks
nuklear berkaitan dengan induksi nukleoplasmin,
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translokasi dari nukleolus ke nukleoplasma dan
sitoplasma ditelusuri dan diamati. Penyelidikan
lebih lanjut oleh Shi dkk. mengungkapkan bahwa
pengaturan RCT oleh c-myc dan c-fosonkogen, P53
dan Rbgen supresor tumor, prohibitin, sebuah penekan
tumor protein, dalam matriks nuklear dan berubah
prohibitin dari nukleolus ke sitoplasma. Namun, peran
yang tepat dari asam sinamat dalam kombinasi RCT
belum terpecahkan®.

Senyawa turunan asam sinamat lainnya adalah
asam kafeat, sinamida, sinamoil ester dan hidrazid
sinamat. Senyawa-senyawa turunan asam sinamat
tersebut, baik natural maupun sintetis, telah dilakukan
pengujian antikanker. Asam sinamat dan beberapa
senyawa turunannya telah diperiksa sebagai inhibitor
yang baik terhadap aktivitas AKR1C3. AKR1C3
merupakan sel kanker yang terbentuk dengan adanya
hormon, seperti kanker prostat, kanker payudara
dan kanker endometrial. Asam sinamat merupakan
inhibitor yang baik terhadap AKR1C3 (IC,, = 50
uM) sebagaimana asam 3,4,5-trimetoksisinamat (IC, |
= 50 uM). Di samping itu, asam kafeat mempunyai
aktivitas sitotoksik in vitro yang rendah melawan sel
myeloid leukimia (HL-60) dan berpotensi sebagai
agen kemopreventif melawan kanker kulit”.Telah
dilakukan sintesis senyawa asam sinamat dengan
senyawa guanilhidrazon. Hasil sintesisnya memiliki
aktivitas yang tinggi untuk melawan Mycobacterium
tubercolusis H37Rv yang merupakan penyebab
penyakit tuberkolusis (TB)®.

Bairwa, dkk.® dan Li, dkk.”” melaporkan sintesis
asam sinamat dengan tionil klorida menghasilkan
halida asam®. Halida asam ini dapat direaksikan
dengan alkohol sehingga menjadi ester sinamat
(sinamoil ester). Ester sinamat merupakan kelompok
senyawa antikanker. Beberapa ester sinamat yang
diisolasi dari propolis Belanda, benzilkafeat,
fenetilkafeat dan sinamoilkafeat, memiliki potensi
sebagai senyawa anti proliferasi terhadap karsinoma
usus besar 26-L5 dengan nilai EC, berturut-turut
0,288, 1,76 dan 0,114 pg/mL. Fenetilkafeat (caffeic
acid phenethyl ester, CAPE) memiliki beberapa
aktivitas biologi, yaitu antioksidan, antiinflamasi dan
dapat menginhibisi pertumbuhan tumor”.

Sementara itu, salah satu metode pembuatan
kumarin adalah dengan hidroarilasi asam sinamat dan
fenol menggunakan asam kuat®. Senyawa turunan
kumarin telah lama dikenal memiliki aktivitas biologi
yang luas, seperti antiinflamasi, antioksidan, anti-
aging dan antikanker. Eskuletin berpotensi paling baik
diantara kumarin lainnya sebagai penangkap radikal
pada pengujian antioksidan?. 7-isopenteniloksi-
kumarin merupakan salah satu senyawa aktif dari
Heracleum lanatum Michx. (Umbelliferae) sebagai
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senyawa pencegah pembentukan tumor kulitD,
Kalanon (senyawa derivat kumarin) dari Callophyllum
sp. mempunyai aktivitas antikanker terhadap sel
kanker serviks HeLa dengan IC_ 22,887 uM"?.
Kumarin juga memiliki aktivitas sitotoksik terhadap
sel kanker serviks HeLa dengan nilai IC_ 54,2 pM*?).

Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan
sintesis senyawa turunan metil sinamat, fenil sinamat
dan 4-fenilkroman-2-on,serta melakukan uji aktivitas
inhibisi senyawa tersebut terhadap pertumbuhan sel
HeLa.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan dalam penelitian ini adalah metil
sinamat hasil isolasi dari lengkuas (4. malaccensis),
natrium hidroksida (NaOH, Merck), tionil klorida
(SOCl,, WAKO), fenol (Merck), asam p-toluen
sulfonat monohidrat (p-TSOH, Sigma), metanol,
etanol, butanol, etil asetat, diklorometan, n-heksana,
asam klorida (HCI), natrium sulfat anhidrat (Na,SO,),
dimetil sulfoksida (DMSO), plat kromatografi lapis
tipis GF,., (Merck), air laut, larva udang (Artemia
salina) dan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH).
Alat. Rotary evaporator, lampu UV, spektro-
fotometer UV-Vis dan spektrometer '"H-NMR
(500 MHz) dan 3C-NMR (125 MHz), Liquid
Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-MS) dan
Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS).
METODE. Sintesis asam sinamat. Metil sinamat
5 g (31 mmol) ditambahkan dengan etanol 50 mL dan
5 M NaOH 10 mL. Campuran ini dipanaskan sampai
suhu 55°C dalam penangas minyak dan distirer. Reaksi
berlangsung sempurna selama 2 jam dilihat dari
hasil kromatografi lapisan tipis (KLT). Hasil reaksi
diuapkan kemudian diekstraksi dengan menggunakan
butanol dan air suling. Hasil reaksi dinetralkan dengan
penambahan HCI 1%. Ekstraksi dilakukan beberapa
kali. Fasa butanol diuapkan dengan suhu 60°C dan
dikeringkan dalam oven dengan suhu 50°C.Hasil
reaksi hidrolisis ditimbang dan diidentifikasi dengan
spektrometer '"H NMR, '3C NMR serta LC-MS.
Sintesis fenil sinamat. Asam sinamat dimasukkan
dalam labu bundar ditambahkan tionil klorida (SOCI,).
Campuran direfluks pada suhu 70-80°C dan distirrer®®.
Setelah 2 jam, campuran reaksi ditambahkan fenol
(perbandingan mol ekivalen asam sinamat : SOCI, :
fenol =1 : 2 : 1). Reaksi dilakukan sampai diperoleh
bercak senyawa yang berbeda dengan bercak senyawa
bahan awalnya. Hasil reaksi didinginkan kemudian
diekstraksi dengan etil asetat dan air suling beberapa
kali. Fasa etil asetat digabungkan dan ditambahkan
natriun sulfat (Na,SO,) anhidrat untuk mengikat sisa
air. Fasa etil asetat diuapkan kemudian dilanjutkan
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dengan pemurnian menggunakan kolom kromatografi
silika gel (menggunakan eluen n-heksana - etil
asetat (10:1 v/v)). Fraksi-fraksi hasil pemisahan
diidentifikasi dengan KLT dan yang memiliki nilai
rf yang sama digabungkan, kemudian diuapkan
pelarutnya menggunakan evaporator. Hasil fraksi yang
telah memiliki bercak tunggal pada KLT kemudian
ditimbang dan diidentifikasi dengan '"H NMR dan
BC NMR.

Sintesis 4-fenilkroman-2-on. Asam sinamat
ditambahkan dalam labu bundar kemudian direaksikan
dengan asam p-TSOH dan fenol dalam labu 30 mL
dengan perbandingan mol ekivalen 1: 1,2 : 1,2 secara
berturut-turut. Campuran dipanaskan dengan penangas
minyak hingga suhu 125°C dan di-stirrer selama
3 jam. Reaksi ini berlangsung tanpa menggunakan
pelarut. Hasil reaksi dilarutkan dengan etil asetat
kemudian pH dinetralkan dengan menggunakan
NaOH 5 M untuk menetralkan asam p-TSOH. Hasil
reaksi diekstraksi dengan etil asetat dan air suling
beberapa kali. Fasa etil asetat digabungkan dan
ditambahkan Na,SO, anhidrat, kemudian fasa etil
asetat diuapkan dan selanjutnya dimurnikan melalui
pemisahan dengan kolom kromatografi menggunakan
eluen n-heksana - etil asetat (10:1 v/v)¥, Fraksi-fraksi
hasil pemisahan diidentifikasi dengan KLT dan yang
memiliki nilai Rf yang sama digabungkan, kemudian
diuapkan pelarutnya menggunakan evaporator. Hasil
fraksi yang telah memiliki bercak tunggal pada KLT
kemudian ditimbang dan diidentifikasi dengan 'H
NMR dan *C NMR.

Uji toksisitas secara BSLT%'9, Kurang lebih 50-
100 mg telur udang Artemia salina Leach ditetaskan
di dalam wadah persegi panjang (2x10 cm) yang
dilengkapi pembatas(wadah tampak seperti dua
bagian: satu bagian tertutup alumunium satu bagian
lagi bagian terang di bawah lampu neon) dan telah
diisi air laut. Bagian yang berisi telur ditutup dengan
aluminium dan dibiarkan selama 48 jam di bawah
sinar lampu neon 10 Watt. Telur akan menetas dan
larva-larva udang yang akan diuji diambil dengan
pipet pada bagian yang terang. Senyawa murni yang
akan diuji dibuat variasi konsentrasi 2000, 1000, 200
dan 20 ppm dalam air laut. Bila senyawa tidak larut,
ditambahkan 10 pL. DMSO.

Larva udang yang hidup sebanyak 10-15 ekor
dimasukkan ke dalam vial uji yang berisi 100 pL air
laut, ditambahkan larutan yang akan diuji masing-
masing sebanyak 100 pL, sehingga konsentrasi akhir
menjadi 10, 100, 500 dan 1000 ppm. Larutan sampel
yang akan diujikan diaduk sampai homogen, untuk
setiap konsentrasi dilakukan tiga kali pengulangan,
kemudian didiamkan selama 24 jam. Larva yang mati
dan yang hidup dihitung jumlahnya. Selanjutnya
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tingkat mortalitas dihitung dengan membagi jumlah
larva yang mati dengan jumlah total larva. Kemudian
dibuat grafik antara log konsentrasi terhadap mortalitas
sehingga diperoleh persamaan garis regresi linier y =
ax +b. Nilai LC,  diperoleh dengan memasukkan nilai
y =50, maka diperoleh konsentrasi senyawa uji yang
menyebabkan kematian 50% larva, yang disebut LC, .

Uji sitotoksisitas dengan metode MTT®!718,
Senyawa uji dibuat larutan stok sebanyak 1000 ppm
dengan dimetilsulfoksida. Larutan stok kemudian
diencerkan dengan media Dulbecco s Modified Eagle
Media (DMEM) untuk uji terhadap sel HeLa (ATCC
CCL,) sehingga diperoleh variasi konsentrasi larutan
uji 100, 50 dan 10 ppm. Sel HeLa ditumbuhkan dalam
media DMEM dan didistribusikan ke dalam 96 well
plate dengan jumlah 2000 sel/sumuran (100uL)
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
dalam inkubator CO, 5%. Larutan uji dalam berbagai
variasi konsentrasi masing-masing ditambahkan
ke dalam sel HeLa dan diinkubasi kembali selama
24 jam. Setiap senyawa uji diuji sebanyak tiga kali
pengulangan.

Pereaksi 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il(-2,5-difenil
tetrazolium bromida) (MTT) ditambahkan dalam
larutan natrium hidrogen karbonat (NaHCO,)
sehingga diperoleh konsentrasi tertentu. Ke dalam
tiap sumuran untuk setiap konsentrasi kemudian
ditambahkan masing-masing 10 pL larutan MTT
dan diinkubasi lebih lanjut selama 4 jam pada suhu
37°C sampai terbentuk formazan. Sel yang hidup
akan mengkonversikan MTT menjadi formazan yang
berwarna ungu muda, sedangkan sel yang mati akan
berwarna biru tua.

Formazan yang terbentuk dilarutkan dalam 10
pL etanol 96%. Serapan dibaca dengan ELISA
reader pada panjang gelombang 562 nm. Persentase
hambatan proliferasi dihitung berdasarkan nilai
optical density (OD) dengan rumus: % inhibisi =
{(rerata OD kontrol - rerata OD larutan uji) / (rerata
OD kontrol)} x 100%. Hasil % inhibisi kemudian
dibuat grafik dengan konsentrasi atau log konsentrasi
dan diperoleh persamaan garis regresi linier. Harga
viabilitas sel 50% dimasukkan ke dalam persamaan
regresi linier yang diperoleh sehingga diperoleh nilai
IC,, larutan uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bahan baku awal yang digunakan dalam penelitian ini
adalah senyawa metil sinamat hasil isolasi dari A/pinia
malaccensis. Sintesis diawali dengan reaksi hidrolisis
metil sinamat menjadi asam sinamat (Gambar 1),
kemudian dilanjutkan dengan reaksi esterifikasi.
Reaksi hidrolisis metil sinamat pada penelitian
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Gambar 1. Hidrolisis metil sinamat menjadi asam sinamat.

ini menggunakan katalis basa natrium hidroksida.
Reaksi berlangsung sempurna setelah 2 jam dengan
pengecekan KLT. Hasil reaksi diuapkan kemudian
didinginkan, dilanjutkan dengan penetralan pH
dengan asam klorida, kemudian partisi hasil reaksi
menggunakan butanol dengan air suling. Hasil reaksi
tertarik oleh butanol. Fasa butanol kemudian diuapkan
dan dikeringkan. Hasil reaksi hidrolisis metil sinamat
adalah senyawa berupa serbuk putih dengan rendemen
sebesar 83,6 %.

Katalis basa yang digunakan dalam reaksi hidrolisis
sangat berperan. Hidrolisis metil sinamat dengan basa
berlangsung dalam dua tahap. Mekanisme diawali
dengan penyerangan oleh gugus hidroksi (OH") dari
NaOH ke karbon pada gugus fungsi ester (gugus
karbonil) sehingga terbentuk intermediet tetrahedral
(sp’). Selanjutnya, gugus metoksi (CH,O") akan lepas
dari senyawa metil sinamat, sehingga karbon dari
karbonil akan terhibridisasi kembali dari sp® menjadi
ikatan rangkap (sp?). Gugus metoksi digantikan oleh
gugus hidroksi (OH-) yang berasal dari NaOH. Hasil
sintesis asam sinamat (Gambar 2) ini diidentifikasi
dengan menggunakan '"H-NMR, *C-NMR dan LC-MS.
Hasil identifikasi dengan "H-NMR dan “C-NMR dapat
dilihat pada Tabel 1.

Pergeseran kimia atom H dan C pada posisi 5 sama

Gambar 2.Struktur molekul asam sinamat.

Tabel 1. Hasil analisis '"H NMR dan *C NMR produk reaksi

hidrolisis.
Posisi oC OH (ppm)
(ppm) (multiplisitas, jumlah H, J dalam Hz)
1 172,9 -

2 1175 6,49 (1H, d, J= 16 Hz)

3 1473 7,83 (1H, d, J= 16 Hz)

4 1342 -

5 130,9 7,57 (1H, dd, I= 2,0 Hz; I=5,2 Hz)
6 129, 7,42 (1H, t, J=5,2 Hz)

7 1286 7,42 (1H, t, J=5,2 Hz)

8 129, 7,42 (1H, t, J=5,2 Hz)

9

130,9 7,57 (1H, dd, J= 2,0 Hz; J=5,2 Hz)
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dengan posisi 9, sinyal muncul pada 6H 7,57 ppm dan
0C 130,9 ppm. Nilai pergeseran kimia yang sama ini
menunjukkan bahwa lingkungan kimia pada posisi
tersebut adalah sama. Sementara itu, kopling konstan
(J) pada pergeseran kimia 6,49 ppm (atom H no. 2)
sebesar 16,0 Hz dan kopling konstan pada pergeseran
kimia 7,83 ppm (atom H no. 3) jugal6,0 Hz. Nilai
kopling konstan tersebut menandakan bahwa kedua
atom H pada posisi trans, sehingga senyawa hasil
hidrolisis adalah asam trans sinamat. Asam sinamat
memiliki dua proton yang terisolir, yaitu proton yang
berkonfigurasi trans. Spektrum proton tersebut yang
ditunjukkan pada NMR berbentuk doublet.

Hasil analisis reaksi hidrolisis dengan LC-MS,
pada kromatogram LC dengan waktu retensi 2,6 menit
menunjukkan adanya ion molekul 149,26 g/mol (M+1)*
(Gambar 3). Berat molekul tersebut menunjukkan
bahwa senyawa hasil hidrolisis adalah asam sinamat
dengan berat molekul (M) = 148,26 g/mol.

Sintesis fenil sinamat diawali dengan mereaksikan
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Gambar 3. Profil spektroskopi massa asam sinamat.

i B LT

asam sinamat dan tionil klorida (SOCI,). SOCI,
berperan sebagai aktivator, sehingga reaksi antara
asam sinamat dengan SOCI, menghasilkan halida
asam, yaitu sinamoil klorida. Setelah dua jam,
campuran reaksi ditambah dengan fenol. Reaksi
ini berjalan secara langsung (Gambar 4) untuk
mendapatkan hasil yang maksimal. Hasil reaksi asam
sinamat, SOCI, dan fenol berupa padatan putih, yaitu
fenil sinamat, dengan mekanisme reaksi sebagaimana
diusulkan dalam Gambar 5.

Mekanisme sintesis fenil sinamat diawali dengan
gugus hidroksi pada asam sinamat digantikan oleh
ion klorida dari tionil klorida. Gugus —-COOH

Gambar4 . Reaksi asam sinamat dengan fenol menggunakan
katalis SOCIL,.
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Gambar 5. Perkiraan mekanisme reaksi sintesis
fenil sinamat.

(karboksilat) menjadi gugus —COCI sehingga asam
sinamat menjadi sinamoil klorida. Aktivasi gugus —
COOH menjadi —COCI dilakukan karena ion klorida
merupakan gugus pergi (leaving group) yang baik
dibandingkan dengan gugus hidroksi. Selanjutnya,
sinamoil klorida bereaksi dengan fenol menjadi ester
fenol atau fenil sinamat (Gambar 6). Padatan putih
fenil sinamat yang diperoleh diidentifikasi dengan
'"H NMR dan '3C NMR. Hasil analisis fenil sinamat
dengan 'H NMR dan '3C NMR dapat dilihat pada
Gambar 7 dan Tabel 2.

Sintesis 4-fenilkroman-2-on dalam penelitian ini

Gambar 6. Postulasi fenil sinamat.

Tabel 2. Hasil analisis '"H NMR dan '*C NMR fenil sinamat.

3C & H (ppm)
(ppm) (jumlah H, multiplisitas, J dalam Hz)

1 165,3 -—--

Posisi

117,0 6,63 (1H, d, I=15,6 Hz)
147,2 7,89 (1H, d, I=15,6 Hz)
134,2

128,5 7,60 (1H, dd, 1=2,0 Hz;J= 7,8Hz)

2

3

4

5

6 129,2 7,39 (1H, dd, J=2,0 Hz;J=7,8Hz)
7

8

9

1313 7,36 (1H, £, I=7,2 Hz)
129,2 7,39 (1H, dd, 1=2,0 Hz; 1=7,2 Hz)
1285 7,60 (1H, dd, 1=2,0 Hz;J= 7,8Hz)

10 1495

11 1232 7,14 (1H, dd, 1=2,6 Hz; J=7,1Hz)

12 1297 7,44 (1H, dd, =20 Hz; J=6,5Hz)

13 1310 7,43 (1H, t, J= 6,5 Hz)

14 1297 7,44 (1H, dd, =20 Hz; J=6,5Hz)

15 1232 7,14 (1H, dd, J=2,6 Hz; I=7,1 Hz)
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Gambar 7. Spektrum 'H NMR (a) dan 3C NMR fenil sinamat (b).

menggunakan katalis asam p-toluensulfonat (p-TsOH).
Katalis asam digunakan untuk mempercepat reaksi
esterifikasi karena reaktan sangat sulit bereaksi
sehingga membutuhkan adanya katalis""®. Reaksi
ini dilakukan pada suhu sekitar 125°C dan tidak
menggunakan pelarut. Suhu yang tinggi tersebut
memungkinkan bahan-bahan yang digunakan dalam
reaksi meleleh sehingga memungkinkan reaksi
berlangsung tanpa pelarut.

Reaksi asam sinamat dengan fenol menggunakan
katalis asam p-TsOH menghasilkan senyawa4-
fenilkroman-2-on (Gambar 8). Mekanisme reaksi
diawali dengan reaksi esterifikasi, dimana akan terjadi
pembentukan ester antara asam sinamat dengan fenol,
dibantu katalis asam. Setelah itu, dilanjutkan dengan
siklisasi tipe Friedel-Crafts intramolekuler sehingga
terbentuk turunan4-fenilkroman-2-on (Gambar 11)
@0, Siklisasi tipe Friedel-Crafts ini terjadi karena
alkena menyerang proton dari asam kuat p-TsOH®V,
Senyawa hasil sintesis ini diidentifikasi dengan 'H
NMR dan *C NMR.

Tidak adanya alkena pada 4-fenilkroman-2-on

I O
OH
-TSOH
A + P
OH >
kalor
I O 0

Asam sinamat Fenol
4-fenilkroman-2-on

Gambar8 . Reaksi asam sinamat dengan fenol menggunakan
katalis asam p-TsOH.

Gambar 9. Postulasi 4-fenilkroman-2-on.

Tabel 3. Hasil analisis "H NMR dan “C NMR
4-fenilkroman-2-on.

o6C S6H (ppm)

Posisi (ppm) (jumlah H, multiplisitas, J dalam Hz)
2 167, 8 --
3a 37,2 3,09 (1H, dd, J=7,0 Hz; J=10,0 Hz)
3b 37,2 3,06 (1H, dd, J=7,0 Hz; J=10,0 Hz)
4 40,8 4,37 (1H, ¢, J=7,0 Hz)
5 125,9 --
6 151,9 --
7 117,3 7,15 (1H, dd, J=3,3 Hz; J=7,8 Hz)
8 128,5 7,17 (1H, t, J=7,8 Hz)
9 124,8 7,15 (1H, dd, J=3,3 Hz; J=7,8 Hz)
10 129,0 6,99 (1H, d, J=7,8 Hz)
11 140,4 -
12 127,7 7,32 (1H, dd, J=2,0 Hz;J= 6,5 Hz)
13 129,3 7,37 (1H, dd, J=6,5 Hz; J=7,0 Hz)
14 127,8 7,10 (1H, ¢, J=7,0 Hz)
15 129,3 7,37 (1H, dd, J=6,5 Hz; J=7,0 Hz)
16 127,7 7,32 (1H, dd, J=2,0 Hz; J=6,5 Hz)

dibuktikan dengan spektrum 'H-NMR yang berbeda
pada spektrum asam sinamat. Spektrum asam sinamat
terdapat alkena (olefin) pada posisi 6,49 dan 7,83 ppm.
Spektrum 4-fenilkroman-2-on tidak ditemukan alkena,
tetapi terdapat metin dan metilen. Posisi proton metin
pada dH 4,37 ppm (H-4) lebih downfield dibandingkan
dengan proton metilen pada 6H 3,06 dan 3,09 ppm
(H-3) karena posisi proton metin merupakan 2o dari
dua cincin benzen dan 3 dari gugus karboksil (-COO-).
Pada spektrum "H NMR, puncak proton metin adalah
triplet. Puncak proton metin seharusnya ada empat
puncak, yaitu doublet-doublet antara proton metin
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Gambar 10. Spektrum '"H NMR (a) dan *C NMR 4-fenilkroman-2-on (b).

dengan dua proton metilen. Puncak doublet-doublet
menjadi triplet kemungkinan dua puncak di tengahnya
bergabung menjadi satu puncak karena besar kopling
konstannya sama, yaitu 7 Hz. Sementara itu, puncak
proton metilen adalah multiplet yang berjumlah
delapan puncak. Kedelapan puncak ini adalah bentuk
doublet-doublet antara dua buah proton metilen
dengan proton metin (dd-dd).

Proton pada posisi 12 memiliki pergeseran kimia
yang sama dengan proton 16, yaitu pada 6H 7,32 ppm.
Sementara itu, proton 13 memiliki pergeseran kimia
yang sama dengan proton 15 pada dH 7,37 ppm.

Dari spektrum *C NMR, terdapat sinyal karbon
dari gugus ester (-COO-) dengan pergeseran kimia
167,8 ppm. Karbon metin ditunjukkan pada pergeseran
kimia 40,84 ppm. Sinyal ini lebih downfield dibanding
dengan karbon metilen pada 6C 37,2 ppm. Pergeseran
kimia 151,9 merupakan salah satu karbon kuartener
dari aromatis, yaitu pada posisi 6. Sinyal ini lebih
downfield karena karbon pada posisi tersebut berikatan
dengan oksigen. Karbon lainnya pada gugus aromatik
berada pada pergeseran kimia antara 120-140 ppm.
Dari hasil analisis spektrum NMR, dapat disimpulkan
bahwa senyawa 4-fenilkroman-2-on yang diperoleh
adalah 4-fenilkroman-2-on dengan rendemen 16,18%
dan titik leleh 78°C.

Uji toksisitas secara BSLT. Asam sinamat dan
4-fenilkroman-2-on memiliki tingkat toksisitas yang
aktif (Tabel 4). Tingkat toksisitas 4-fenilkroman-2-on
bahkan lebih besar dibandingkan dengan metil sinamat
dan asam sinamat. Secara kimia, tingkat toksisitas
metil sinamat dan senyawa turunannya dapat dilihat
dari strukturnya. Metil sinamat juga asam sinamat
memiliki gugus a, B karbonil tak jenuh, yaitu sebuah
bagian aktif yang sering digunakan dalam disain
obat anti kanker. Tingkat toksisitas metil sinamat dan
turunannya dari yang terbesar adalah 4-fenilkroman-
2-on, metil sinamat, asam sinamat dan fenil sinamat.

Adanya tingkat toksisitas yang aktif pada derivat
metil sinamat ini memungkinkan senyawa derivat
metil sinamat untuk dianalisis lebih lanjut sebagai
kandidat antikanker.

©/\A on

Gambar 11.Postulasi mekanisme reaksi sintesis
4-fenilkroman-2-on.

Tabel 4. Hasil pengujian toksisitas dengan metode BSLT.

Nilai LC
No. Sampel 0 Keterangan
P (ppm) £
1 Metil sinamat 144,21 Aktif
2 Asam sinamat 169,82 Aktif
3 Fenil sinamat 223,87 Kurang
aktif
4 4-fenilkroman-2-on 112,72 Aktif

Uji sitotoksisitas dengan metode MTT. Uji
sitotoksisitas terhadap sel kanker serviks HelLa
dilakukan dengan metode MTT. Hasil pengujian pada
fenil sinamat tercantum dalam Tabel 5, sedangkan
hasil pengujian sitotoksisitas dengan metode MTT
pada 4-fenilkroman-2-on tercantum dalam Tabel 6.
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Tabel 5. Hasil pengujian sitotoksisitas fenil sinamat dengan

metode MTT.
Konsentrasi Ulangan %

Rerata .
(ppm) oD1 OD2 OD3 Inhibisi
100 0,065 0,063 0,088 0,072 62,82

50 0,058 0,06 0,084 0,067 65,23

10 0,069 0,065 0,113 0,082 57,49

Kontrol 0,183 0,196 0,202 0,194 0,00

Tabel 6. Hasil pengujian sitotoksisitas 4-fenilkroman-2-on

dengan metode MTT.
0,
Konsentrasi Ulangan Rerata A) ..
Inhibisi
(ppm) oDl OD2 OD3

100 0,098 0,089 0,094 0,094 51,64

50 0,114 0,071 0,085 0,090 53,53

10 0,081 0,092 0,076 0,083 57,14

Kontrol 0,183 0,196 0,202 0,194 0,00

Nilai inhibisi pertumbuhan sel HeLa seharusnya
bersifat dose dependent, artinya semakin tinggi dosis,
persentase hambatan pertumbuhan semakin besar.
Persentase inhibisi fenil sinamat pada pertumbuhan
sel HeLa awalnya meningkat dengan peningkatan
konsentrasi, tetapi pada konsentrasi 100 ppm terjadi
penurunan persentase inhibisi. Hal ini kemungkinan
karena senyawa bersifat dual effect, yaitu senyawa
yang dapat mendorong dan menghambat proliferasi
sel, tergantung pada besarnya konsentrasi senyawa
tersebut. Hal seperti ini pernah dilaporkan oleh
Sumaryono dkk.,"® yaitu senyawa dari fraksi
n-heksana dan fraksi air dari ekstrak etanol daun
Aglaia elliptica terhadap sel HeLa yang bersifat
dual effect. Hasil pengujian sitotoksisitas pada
4-fenilkroman-2-on terjadi sebaliknya. Semakin
besar konsentrasi, semakin kecil persentase inhibisi
pada pertumbuhan sel HeLa. Hal ini menunjukkan
bahwa semakin besar dosis senyawa 4-fenilkroman-
2-on semakin tidak berperan dalam penghambatan
pertumbuhan sel HeLa.

Pengujian sitotoksisitas dengan metode MTT
menunjukkan bahwa persentase inhibisi fenil
sinamat dan 4-fenilkroman-2-on di atas 50%. Ini
menyatakan kedua senyawa tersebut aktif dalam
penghambatan pertumbuhan sel HeLa. Dari kedua
tabel di atas, diketahui bahwa penghambatan terbaik
pada sel HeLa terjadi dengan penambahan dosis fenil
sinamat. Namun demikian, pengujian antikanker
lebih lanjut perlu dilakukan terhadap fenil sinamat.
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Sel HeLa inhibisi 30-50%

Sel HeLa inhibisi >50%

Gambar 12. Aktivitas pertumbuhan sel HeLa normal, sel
HeLa setelah 24 jam dan sel HeLa setelah inhibisi oleh fenil
sinamat.

SIMPULAN

Senyawa fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-on
telah dapat disintesis dengan bahan baku awal asam
sinamat dan fenol menggunakan katalis asam dengan
rendemen hasil 14,71% dan 16,18%. Uji BSLT
pada senyawa fenil sinamat dan 4-fenilkroman-2-
on memberikan nilai LC, masing-masing sebesar
223,87 dan 112,72 ppm dan uji sitotoksisitas
terhadap sel HeLa dengan metode MTT pada fenil
sinamat dan 4-fenilkroman-2-on menunjukkan
bahwa penghambatan terhadap pertumbuhan sel
HeLa paling baik terjadi pada penambahan dosis
fenil sinamat sehingga senyawa fenil sinamat dan
4-fenilkroman-2-on dinilai berpotensi sebagai
senyawa antikanker.
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