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ABSTRAK

SINTESIS SENYAWA 4-DIMETILAMINO-2-HIDROKSI KALKON
DENGAN METODE GILAS (GRINDING) SERTA UJI AKTIVITAS
SECARA IN VITRO DAN IN SILICO SEBAGAI SENYAWA
ANTIBAKTERI

Oleh:
Hesti Kurniawati
2106030060

Pembimbing:
Priyagung Dhemi Widiakongko, M. Sc

Telah dilakukan sintesis senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon melalui
kondensasi aldol Claisen-Schmidt dengan menggunakan metode gilas (grinding)
sebagai senyawa antibakteri secara in vitro dan in silico. Senyawa ini disintesis
dengan mereaksikan 4-dimetilamino benzaldehid dan 2-hidroksi asetofenon pada
suasana basa KOH 40% melalui penggerusan dengan alu dalam mortar secara
langsung. Identifikasi kemurnian senyawa menggunakan KLT dengan eluen n-
heksana dan etil asetat (3:1). Untuk mengkonfirmasi struktur produk senyawa
dilakukan dengan menggunakan FTIR, GCMS, dan ‘HNMR.Uji aktivitas
antibakteri secara in vitro dilakukan dengan metode difusi cakram terhadap bakteri
E. coli dan B. subtillis. Uji aktivitas antibakteri secara in silico dilakukan dengan
menambatkan senyawa terhadap protein dengan kode PDB 1KZN pada bakteri E.
coli dan protein dengan kode PDB 2J9P pada B. subtillis untuk mengetahui
interaksinya dengan protein target.

Hasil penelitian_ini didapatkan_senyawa, 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon
dengan rendemen '16,65% dan"titik" feleh- 172-174°C. Identifikasi dengan KLT
menunjukkan spot tunggal berwarna kuning dengan nilai Rf sebesar 0,625. Hasil
karakterisasi FTIR menunjukkan serapan gugus C=O di dacrah 1615cm™ dan
serapan C=C ‘aromatis /di daerah" 1521 cm. XKarakterisasi dengan GCMS
menunjukkan puncak dengan m/z 267 yang merupakan nilai m/z senyawa target.
Hasil interpretasi dengan 'HNMR menunjukkan adanya proton ikatan rangkap o, B
tak jenuh dengan posisi trans pada pergeseran kimia (8) 7,47 ppm dan 7,93 ppm
dengan konstanta kopling (J) 15,21 Hz dan 15,13 Hz. Senyawa target memiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri E. coli dan B. subtillis dengan diameter
hambat sekitar 1-2 mm. Hasil penambatan molekuler mengindikasikan bahwa
senyawa target memiliki penghambatan terhadap protein bakteri E. coli (PDB;
1kzn) dan B. subtillis (PDB; 2j9p). Senyawa target memiliki interaksi ikatan
hidrogen dengan residu asam amino aktif protein 1kzn pada Asn46 dan memiliki
interaksi ikatan hidrogen dengan residu asam amino aktif protein 2j9p pada Tyr109.

Kata kunci: kalkon, grinding, antibakteri, penambatan molekuler
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF 4-DIMETHYLAMINO-2-HYDROXY CHALCONE
USING THE GRINDING METHOD AND IN VITRO AND IN SILICO
ACTIVITY TESTING AS AN ANTIBACTERIAL COMPOUND

By:
Hesti Kurniawati
2106030060

Advisor:
Priyagung Dhemi Widiakongko, M. Sc

The synthesis of 4-dimethylamino-2-hydroxy chalcone was carried out via
Claisen-Schmidt aldol condensation using the grinding method as an antibacterial
compound in vitro and in silico. This compound was synthesized by reacting 4-
dimethylamino benzaldehyde and 2-hydroxy acetophenone in a 40% KOH basic
environment through grinding with an alu in a mortar directly. The purity of the
compound was identified using TLC with n-hexane and ethyl acetate (3:1) as
eluents. The structure of the compound was confirmed using FTIR, GCMS, and
IHNMR. In vitro antibacterial activity was tested using the disk diffusion method
against E. coli and B. subtillis bacteria. In silico antibacterial activity testing was
performed by docking the compound to the protein with PDB code 1KZN in E. coli
and the protein with PDB code 2J9P in B. subtillis to determine its interaction with
the target protein.

The results of this study obtained the compound 4-dimethylamino-2-
hydroxy chalcone with a yield of 16.65%. and a melting, point of 172-174°C.
Identification by TLC showed-asingle yellow spot with-an Rf value of 0.625. FTIR
characterization showed, absorption of the C=O group in the 1615 em™ region and
aromatic"C=C-absorption in the 1521 cmi! region.” GC-MS characterization showed
a peak with m/z.267, which _is the m/z value ofithe target compound. The results of
mterpretation by 1H NMR indicate the presence of unsaturated o, f double bond
protons in the trans position at chemical shifts (3) of 7.47 ppm and 7.93 ppm with
coupling constants (J) of 15.21 Hz and 15.13 Hz. The target compound has the
ability to inhibit E. coli and B. subtillis bacteria with an inhibition diameter of
approximately 1-2 mm. Molecular docking results indicate that the target
compound inhibits E. coli (PDB; 1kzn) and B. subtillis (PDB; 2j9p) bacterial
proteins. The target compound has hydrogen bond interactions with the active
amino acid residues of protein 1kzn at Asn46 and hydrogen bond interactions with
the active amino acid residues of protein 2j9p at Tyr109.

Keywords: chalcone, grinding, antibacterial, molecular docking



BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang Masalah

Infeksi bakteri merupakan salah satu masalah yang paling sering dijumpai.
Bakteri patogen dapat menimbulkan berbagai penyakit mulai dari infeksi ringan
hingga berat. Infeksi bakteri terjadi ketika bakteri berhasil menembus pertahanan
tubuh dan mulai berkembang biak. Salah satu penyakit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri adalah diare. Diare terjadi ketika adanya infeksi saluran pencernaan
oleh bakteri gram negatif Escherichia coli (Muthmainnah et al., 2022). Selain itu,
bakteri gram positif Bacillus subtilis juga dapat menyebabkan diare melalui
kontaminasi makanan sehingga terdapat bakteri dalam jumlah banyak pada usus
(Zaini etal., 2024). Pada kondisi normal, infeksi bakteri dapat diatasi dengan sistem
imun tubuh maupun dengan pemberian antibiotik yang tepat. Penggunaan antibiotik
secara signifikan dapat menurunkan angka kesakitan dan kematian akibat penyakit
infeksi bakteri.

Namun, keberhasilan ‘antibiotik dalam mengatasi wfeksi bakteri kini menjadi
tantangan karena meningkatnya kasus resistensi bakteri.-Resistensi-bakteri terhadap
antibiotik berkembang dengan cepat dan menjadi ancaman untuk kesehatan baik di
Indonesia maupun di dunia. Hal ini terjadi karena penggunaan antibiotik yang tidak
tepat. Contohnya pembelian antibiotik tanpa resep dokter, penggunaan antibiotik
yang tidak dihabiskan, dan penggunaan antibiotik yang berlebihan serta
penggunaan antibiotik yang berkepanjangan (Ruslin et al., 2023). Bakteri
mengalami resistensi terhadap senyawa obat dan pertumbuhan bakteri sudah tidak

dapat dihambat oleh antibiotik (Syah Putra et al., 2020). Sehingga antibiotik yang



seharusnya mampu membunuh atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme
sudah tidak dapat mengobati penyakit infeksi bakteri.

Beberapa kasus resistensi bakteri yang ditemukan di Indonesia yaitu kasus
resistensi bakteri Escherichia coli penyebab penyakit diare. Hasil penelitian
antimicrobial resistance in Indonesia (AMRIN-Study) memberikan bukti kuat
tentang semakin meluasnya masalah resistensi bakteri E coli terhadap antibiotik
sebesar 43% (Syah Putra et al., 2020). Tingkat kekebalan bakteri E. coli terhadap
antibiotik enrofloxacin di Amerika Serikat telah mencapai 99%. Selain itu, bakteri
ini juga melakukan modifikasi pada proses metabolismenya untuk mengurangi
efektivitas antibiotik dalam membunuh sel bakteri (Putri et al., 2018). Selain
resistensi bakteri E coli, banyak ditemukan kasus resistensi dari bakteri lain seperti
bakteri Bacillus subtillis yang resisten terhadap antibiotik tetracycline dan
membentuk efflux pump (Wannarat et al., 2014). Selain itu, bakteri Bacillus subtilis
juga dapat menyebabkan infeksi pada kulit melalui pembentukan enzim
ekstraseluler yang mampu menghidrolisis polisakarida kompleks dan protein
(Pelczar et al., 1976).

Berdasarkan kasus-kasus resistensi bakteri“yang sudah-menyebarluas, maka
perlu dilakukan penelitian untuk mengembangkan Senyawa antibiotik baru.
Kandidat senyawa antibakteri yang menarik untuk diteliti lebih lanjut adalah
senyawa turunan kalkon. Senyawa kalkon banyak dikembangkan sebagai
antikanker (Puspitasari, 2023), antiinfllmasi (Wibowo et al., 2018), antioksidan
(Suirta, 2016), antimalaria (Cendana et al., 2022), dan antibiotik (Wiwit Sepvianti

& Christiyani Kusumaningrum, 2022). Senyawa kalkon memiliki gugus etilen keto



atau juga disebut gugus keton a, P tak jenuh sebagai antibakteri (Sepvianti dan
Kusumaningrum, 2021). Aktivitas antibakteri pada senyawa kalkon bergantung
pada jenis substituen yang terikat pada kedua cincin aromatiknya (Kumar et al.,
2020). Gugus keton a, B tak jenuh berinteraksi dengan protein porin pada dinding
sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga dapat merusak struktur
protein. Kerusakan ini menyebabkan porin kehilangan fungsinya sebagai saluran
masuk dan keluarnya zat bagi sel bakteri sehingga dapat menghambat pertumbuhan
bakteri (Garcia et al., 2020).

Senyawa kalkon dapat ditemukan pada kacang-kacangan, sayuran, buah-
buahan dan tumbuhan lainnya. Namun hasil isolasi bahan alam memiliki presentase
rendemen yang sangat kecil, membutuhkan biaya yang relatif mahal dan waktu
yang lama (Susanti, dkk 2012), sehingga diperlukan sintesis agar memperoleh
senyawa kalkon yang lebih banyak (Sepwvianti et al., 2020). Sintesis merupakan
suatu uji yang digunakan untuk membuat senyawa baru yang belum pernah
ditemukan sebelumnya, dengan harapan senyawa tersebut dapat bermanfaat untuk
menguji teori ataupun, penciptaan produk kimia baru (Pine dkk., 1998). Brahmana
(2015), ‘berhasil mensintesis " senyawa  (E)-1-(2-klorofenil)- 3=ptolilprop-2-en-1-on
dan membuktikan aktivitasnya sebagai antibakteri yang “diujikan pada bakteri
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Stapyhlococcus aureus dan Bacillus
subtilis. Fikroh et al., (2020), berhasil mensintesis senyawa 2-bromo-4,5-
dimetoksibenzaldehida dan membuktikan aktivitasnya sebagai antibakteri yang

diujikan pada bakteri Escherichia coli dan Bacillus subtilis.



Secara umum, sintesis senyawa kalkon dilakukan dengan menggunakan reaksi
kondensasi Claisen-Schmidt atau juga disebut reaksi kondensasi aldol silang.
Reaksi kondensasi aldol memiliki kelebihan seperti bahan mudah didapatkan,
sederhana, dan ramah lingkungan (green chemistry) (Eryanti et al., 2012). Reaksi
ini dilakukan dengan mereaksikan senyawa asetofenon atau turunannya dengan
benzaldehid atau turunannya menggunakan Kkatalis sodium fosfat dan aluminium-
magnesium hidroksida hidrat, katalis asam kuat seperti HCI, AICkL, BF3-Et:0,
TiCls, RuCls (Hery Suwito, etal., 2014), dan katalis basa kuat seperti NaOH, KOH,
Ba(OH)2, LIOH.2H20 atau NaH sebagai katalis di dalam pelarut polar (Suirta,
2016).

Penelitian ini  melakukan sintesis senyawa turunan kalkon vaitu 4-
dimetilamino-2-hidroksi kalkon dengan bahan dasar 4-dimetilamino benzaldehid
dan 2-hidroksi asetofenon. Salah satu gugus dimetilamino pada benzaldehid yaitu
lauril  dimetilamina oksida digunakan dalam pembuatan senyawa pembersih
sebagai bahan utama. Di sisi lain, gugus hidroksi pada 2-hidroksiasetofenon sebagai
material awal keton. Gugus hidroksi sering dijadikan bahan dasar_untuk membuat
desinfektan “(Kurniawan, “2019). ‘Metode" yang digunakan-" dalam sintesis 4-
dimetilamino-2-hidroksi kalkon yaitu metode grinding. Metode grinding dilakukan
dengan menumbuk atau menggerus bahan dalam mortal tanpa menggunakan
pelarut dan merupakan metode yang memenuhi prinsip green chemistry. Bathelemy
et al., (2016), telah mensintesis senyawa 2-kloro-2’,4’-difluorokalkon dan 4’-
hidroksikalkon melalui reaksi kondensasi Claisen Schmidt dengan metode grinding

mendapatkan hasil rendemen sebesar 60,2% dan 63,1%. Kelebihan metode



grinding adalah dapat mengurangi penggunaan pelarut sehingga limbah yang
dihasilkan lebih sedikit (Fitri, 2013), penggunaan waktu yang lebih cepat dengan
tetap mendapatkan hasil yang lebih banyak (Susanti etal., 2012). Struktur senyawa
4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon diperoleh sebagai hasil produk sintesis terlihat

pada Gambar 1.

O OH
LA
\N
|

Gambar 1.1 Senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon

Penelitian ini juga didukung dengan studi in vitro dan in silico. Uji aktivitas
antibakteri secara in vitro dilakukan 'dengan metode difusi cakram. Metode difusi
cakram adalah salah satu teknik yang paling umum digunakan untuk mengevaluasi
kepekaan bakteri terhadap antibiotik. Metode ini menggunakan cakram Kkertas
saring yang berfungsi' sebagai wadah untuk menampung zat antimikroba. Cakram
tersebut, kemudian diletakkan pada permukaan media agar yang telah diinokulasi
dengan mikroba' uji.-Proses ini diikuti dengan inkubasi pada suhu dan waktu tertentu
yang sesuai dengan kebutuhan mikroba yang diuji, umumnya selama 18 hingga 24
jam pada suhu 37°C (Pelczar & Chan, 1988). Sedangkan uji aktivitas antibakteri
secara in silico dilakukan dengan metode simulasi molekuler docking. Molekuler
docking adalah salah satu metode komputasi untuk memprediksi interaksi antara
makromolekul (reseptor) dan molekul kecil (ligan) dengan tujuan menentukan

konformasi dan energi bebas ikatan yang optimal. Proses ini menggunakan simulasi



untuk mengevaluasi posisi dan afinitas pengikatan ligan terhadap reseptor (Trott &
Olson, 2009). Dari latar belakang tersebut, senyawa antibakteri perlu
dikembangkan lebih lanjut untuk menghambat aktivitas bakteri khususnya bakteri
gram positif Bacillus subtillis dan bakteri gram negatif Escherichia coli agar tidak
menyebabkan infeksi bakteri. Senyawa turunan kalkon terbukti memiliki potensi
sebagai antibakteri karena dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Maka
penelitian dengan judul “Sintesis Senyawa 4-Dimetilamino-2-Hidroksi Kalkon
dengan Metode Gilas (Grinding) serta Uji Aktivitas Secara In Vitro dan In Silico
Sebagai Senyawa Antibakteri” dirumuskan. Penelitian ini dilakukan dengan 4
tahapan vyaitu sintesis senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon, karakterisasi
hasil sintesis, uji aktivitas antibakteri, dan simulasi molekular docking yang
bertujuan untuk melakukan pembaruan tentang aktivitas antibakteri senyawa

turunan kalkon.

B. Batasan Masalah

Batasan masalah 'dalam penelitian ini adalah:

1. Sintesis senyawa turunan kalkon yaitu 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon dengan
bahan dasar: 4-dimetilamino benzaldehid /dan'2-hidroksi. asetofenon melalui
reaksi kondensasi aldol silang Claisen-Schmidt sebagai senyawa antibakteri.

2. Metode yang digunakan adalah metode gilas (grinding).

3. Karakterisasi senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon dengan menggunakan

Kromatografi Lapis Tipis (KLT), spektrofotometer FTIR dan 'H-NMR.



4. Uji aktivitas antibakteri senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon diujikan
pada bakteri gram positif Bacillus subtillis dan bakteri gram negatif Escherichia
coli.

5. Uji insilico dilakukan pada senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon terhadap
protein pada bakteri Escherichia coli yaitu DNA gyrase dengan kode PDB 1kzn
dan protein pada bakteri Bacillus subtillis dengan kode PDB 2J9P.

6. Metode simulasi molekular docking untuk melakukan interaksi antara senyawa
4-dimetilamino-2-hidroksi  kalkon dengan sisi aktif makromolekul protein
bakteri.

7. Parameter hasil uji in silico adalah nilai RMSD (Root Mean Square Deviation),

nilai afinitas ikatan, dan interaksi ikatan.

C. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah disampaikan, maka rumusan masalah
yang akan diteliti adalah:

1. Bagaimana <hasil. reaksi. Jantara| 4-dimetilamino- [ benzaldehid dan 2-hidroksi
asetofenon dengan metode gilas (grinding)?

2. Bagaimana aktivitas antibakteri hasil reakst antara 4-dimetilamino benzaldehid
dan 2-hidroksi asetofenon dengan metode gilas (grinding) terhadap bakteri gram
positif Bacillus subtillis dan bakteri gram negatif Escherichia coli?

3. Bagaimana interaksi molekuler yang terjadi antara senyawa 4-dimetilamino-2-
hidroksi kalkon dengan sisi aktif bakteri Escherichia coli (PDB: 1KZN) dan

Bacillus subtillis (PDB: 2J9P) melalui studi komputasi?



D. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui hasil reaksi antara 4-dimetilimino benzaldehid dan 2-hidroksi
asetofenon dengan metode gilas (grinding).

2. Mengetahui aktivitas antibakteri hasil reaksi antara 4-dimetilamino benzaldehid
dan 2-hidroksi asetofenon dengan metode gilas (grinding) terhadap bakteri gram
positif Bacillus subtillis dan bakteri gram negatif Escherichia coli.

3. Menganalisis interaksi molekuler yang terjadi antara senyawa 4-dimetilamino-
2-hidroksi kalkon dengan sisi aktif bakteri Escherichia coli (PDB: 1KZN) dan

Bacillus subtillis (PDB: 2J9P) melalui studi komputasi.

E. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah  memberikan informasi mengenai cara
mensintesis senyawa turunan kalkon dan aplikasinya sebagai antibakteri terhadap
bakteri gram positif Bacillus subtillis dan bakteri gram negatif Escherichia coli
serta potensinya. dalam- menghambat: protein. pada hakteri 'secara in vitro dan in

silico.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan sebagai

berikut:

1. Reaksi antara 4-dimetilamino benzaldehid dan 2-hidroksi asetofenon melalui
reaksi kondensasi aldol silang dengan metode gilas (grinding) menghasilkan
senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon. Produk sintesis berupa padatan
kristal berwarna merah dengan rendemen sebesar 16,65% dan titik lelen 172-
174°C. Keberhasilan sintesis dikonfirmasi melalui  karakterisasi yang
mengkonfirmasi terbentuknya senyawa target.

2. Senyawa hasil reaksi antara antara 4-dimetilamino benzaldehid dan 2-hidroksi
asetofenon memiliki aktivitas antibakteri yang lemah terhadap bakteri gram
negatif (Eschericia coli) dan bakteri gram positif (Bacillus subtillis) dengan
diameter zona hambat masing-masing sebesar 2 mm pada konsentrasi 15%.

3. Hasil __penambatan —molekuler * _senyawa _ 4-dimetilamino-2-hidroksi  kalkon
terhadlap protein target” 1KZN ‘(Escherichia "coli) menghasilkan nilai energi
ikatan yang relatif rendah sebesar -7,0 kkal/mol dan interaksi dengan residu
kunci Asn46 berupa ikatan hidrogen. Sementara itu, penambatan molekuler
terhadap protein target 2J9P (Bacillus subtilis) menghasilkan nilai energi ikatan
yang relatif rendah sebesar -8,4 kkal/mol dan interaksi dengan residu kunci
Tyrl09 berupa ikatan hidrogen. Nilai AG yang cukup negatif menunjukkan

bahwa interaksi ligan-reseptor berlangsung secara spontan dan menghasilkan
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ikatan yang stabil, sehingga senyawa berpotensi sebagai agen antibakteri melalui

penghambatan aktivitas DNA gyrase B.

B. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diberikan saran

sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan optimasi kondisi reaksi (seperti waktu tumbuk, perbandingan
molar pereaksi, dan penggunaan pelarut tambahan) untuk meningkatkan
rendemen sintesis senyawa 4-dimetilamino-2-hidroksi kalkon dan efisiensi
metode gilas (grinding).

2. Perlu dilakukan penelitian lebin lanjut tentang variasi konsentrasi yang lebih
besar untuk mencapai_hasil uji antibakteri yang maksimal.

3. Perlu dilakukan studi in silico lanjutan seperti simulasi dinamika molekuler
(molecular dynamics simulation) untuk mengevaluasi kestabilan kompleks
senyawa dengan protein target dalam kondisi biologis yang lebih mendekati

sistem tubuh.makhiuk hidup.
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