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Abstract. Curcumin is an active yellow-orange chemical compound derived from Curcuma
longa which has potential as an antibacterial. The use of curcumin is still limited due to its
low solubility in water and poor bioavailability. The formation of curcumin conjugate
compounds with isoleucine-Boc amino acids using the Steglich esterification method
involving the activating agent N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and the catalyst 4-
dimethylaminopyridine (DMAP). Isoleucine is protected with a Boc group to avoid side
reactions. From the synthesis results, a crude product of 4.8407 g was obtained. The
synthesis product (curcumin-Ile-Boc) was purified using gradient and isocratic column
chromatography techniques. The fraction obtained was 4 mg and the yield percentage was
2.54%. The target fraction was characterized using a mass spectrometer showing a molecular
ion peak with a value of m/z=582.2647 with the [M+H]* ion corresponding to the theoretical
mass of 581.1564. Antibacterial activity was tested against Escherichia coli using the
microdilution method and the results showed that the curcumin isoleucine-Boc conjugate
had activity against Escherichia coli bacteria at a minimum concentration of 2000 ppm. The
release of the Boc group will be a further study to produce curcumin-isoleucine-NH2 which
is expected to have better antibacterial activity.
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Abstrak. Kurkumin merupakan senyawa kimia aktif berwarna kuning-orange yang berasal
dari Curcuma longa yang memiliki potensi sebagai antibakteri. Penggunaan kurkumin masih
terbatas akibat kelarutan yang rendah dalam air dan bioavabilitas yang kurang baik.
Pembentukan senyawa konjugat kurkumin dengan asam amino isoleusin-Boc menggunakan
metode esterifikasi steglich yang melibatkan agen pengaktif N, N -disikloheksilkarbodiimida
(DCC) dan katalis 4-dimetilaminopiridin (DMAP). Isoleusin dilindungi dengan gugus Boc
untuk menghindari reaksi samping. Dari hasil sintesis diperoleh produk krud sebanyak
4,8407 g. Produk sintesis (kurkumin-Ile-Boc) dimurnikan menggunakan teknik
kromatografi kolom metode gradien dan isokratik. Fraksi yang diperoleh sebanyak 4 mg dan
persentase rendemen diperoleh sebanyak 2,54%. Fraksi target dikarakterisasi menggunakan
spektrometer massa menunjukkan puncak ion molekul dengan nilai m/z = 582,2647 dengan
ion [M+H]" yang sesuai dengan massa teoritis sebesar 581,1564. Aktivitas antibakteri diuji
terthadap Escherichia coli menggunakan metode mikrodilusi dan hasilnya menunjukan
bahwa konjugat kurkumin isoleusin-Boc memiliki aktivitas terhadap bakteri Escherichia
coli pada konsentrasi minimal 2000 ppm. Pelepasan gugus Boc akan menjadi penelitian
lanjutan untuk menghasilkan kurkumin-isoleusin-NH, yang diharapkan memiliki aktivtas
antibakteri yang lebih baik.
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A. Pendahuluan

Kurkumin merupakan komponen kurkuminoid yang berasal dari rimpang kunyit (Curcuma
longa). Senyawa ini diketahui memiliki berbagai aktivitas biologis, salah satunya sebagai antibakteri.
Kurkumin memiliki molekul lipofilik yang terdiri dari dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh
dua gugus karbonil tak jenuh menunjukan kelarutan yang buruk didalam air sekitar 11 ng/mL.
Rendahnya kelarutan menjadi kendala utama dalam pemanfaatan kurkumin. Untuk mengatasi
masalah tersebut, dengan mengkonjugasikan kurkumin dan asam amino. Seperti yang telah diteliti
oleh Ni et al. (2024). Pada penelitian tersebut menunjukkan bahwa konjugasi kurkumin dengan asam
amino lisin dapat meningkatkan kelarutan kurkumin hingga 33,2mg/mL dibandingkan dengan
kurkumin yang tidak dimodifikasi. Salah satunya melalui pembentukan konjugat dengan senyawa
lain, seperti asam amino. Konjugasi merupakan proses penggabungan dua molekul atau lebih untuk
membentuk senyawa baru. Penelitian Ni et al. (2024) menunjukkan bahwa konjugasi kurkumin
dengan asam amino dapat meningkatkan kelarutan serta aktivitas biologis terhadap mikroorganisme.

Asam amino merupakan komponen utama penyusun protein di dalam tubuh. Salah satu jenis
asam amino isoleusin dipilih untuk dikonjugasikan dengan kurkumin karena isoleusin memiliki rantai
samping yang bercabang dan bersifat nonpolar, sehingga mampu membentuk interaksi yang stabil
dengan senyawa lain. Konjugasi antara senyawa bioaktif dan asam amino dapat meningkatkan
stabilitas, kelarutan, dan aktivitas biologis senyawa (Zou ef al., 2016). Asam amino isoleusin termasuk
dalam asam amino essensial yang tidak dapat disintesis oleh tubuh dan diperoleh melalui konsumsi
makanan.

Secara umum, bakteri mempunyai bentuk yang bulat (coccus), berbentuk batang (bacillus)
atau melengkung. Bakteri mempunyai morfologi yang berbeda-beda tergantung dari jenisnya dan
dipengaruhi oleh kondisi lingkungan. Bakteri berkembang biak melalui pembelahan diri secara
langsung (aseksual) jika kondisi lingkungannya memungkinkan. Escherichia coli adalah bakteri gram
negatif yang secara alami hidup di dalam saluran pencernaan manusia. Sebagian besar jenis
Escherichia coli tidak berbahaya dan membantu proses pencernaan, namun terdapat beberapa jenis
bakteri tertentu yang dapat menyebabkan penyakit, seperti diare dan infeksi saluran kemih (Najmah
et al., 2024).

Berdasarkan latar belakang diatas maka rumusan masalah pada penelitian ini apakah sintesis
konjugat kurkumin dengan asam amino isoleusin-Boc dapat disintesis dengan metode esterifikasi
Steglich dan apakah senyawa yang diperoleh sudah murni serta apakah hasil sintesis konjugat
senyawa kurkumin dengan asam amino isoleusin-Boc memiliki aktivitas antibakteri lebih baik
dibandingkan kurkumin murni saja. Tujuan penelitian ini untuk mengembangkan dan memberikan
kontribusi dalam bidang farmasi mengenai sintesis konjugat kurkumin dengan asam amino isoleusin-
Boc sebagai antibakteri. Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam
bidang farmasi, khususnya mengenai sintesis konjugat kurkumin dengan asam amino, menambah
wawasan mengenai ilmu pengetahuan baru.

B. Metodelogi Penelitian

Proses penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Sentral Universitas Padjajaran Bandung
mengenai sintesis konjugat senyawa kurkumin dengan asam amino isoleusin sebagai kandidat
antibakteri Escherichia coli menggunakan metode esterifikasi steglich. Pada proses sintesis, kurkumin
direaksikan dengan isoleusin-Boc dan reagen N.N’disikloheksilkarbodiimida (DCC), 4-
dimetilaminopiridina (DMAP). Setelah tahap reaksi selesai, campuran reaksi di evaporasi untuk
memperoleh senyawa pekat dan dilakukan pemisahan menggunakan kromatografi kolom metode
isokratik dan gradien. Pada tahap kromatografi kolom dilakukan beberapa kali sampai diperoleh hasil
fraksi yang sudah murni.

Senyawa hasil sintesis, kemudian dikarakterisasi menggunakan spektrometri massa yang
dilaksanakan di Institut Teknologi Bandung untuk mengindentifikasi dan memastikan senyawa hasil
konjugat kurkumin dengan asam amino isoleusin-Boc yang terbentuk tidak mengandung pengotor
atau produk samping dan memperoleh hasil dengan tingkat kemurnian yang akurat. Uji aktivitas
antibkateri Escherichia coli menggunakan metode mikrodilusi. Pada tahap pengujian ini untuk
melihat daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan konsentrasi terendah dari senyawa
yang masih mampu menghambat pertumbuhan bakteri.
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Kurkutun Boc-1le- OH

DCC DMAP

Gambar 1. Sintesis Konjugat kurkumin-Isoleusin

C. Hasil dan Pembahasan
Sintesis Konjugat Kurkumin-Isoleusin

Pada penelitian ini melakukan proses sintesis kurkumin dengan asam amino isoleusin.
Sebelum tahap reaksi dimulai, labu RBF dilakukan pengondisian menggunakan gas nitrogen bertujuan
untuk menjaga kesetabilan reaksi (inert) dan mencegah terjadinya reaksi samping yang tidak
diharapkan. Dilakukan pengondisian labu sebanyak tiga kali agar reaksi berlangsung secara optimal.
Isoleusin dipilih sebagai asam amino yang dikonjugasikan karena sifat hidroflik yang berpotensi
meningkatkan kelarutan. Selain itu, isoleusin memiliki rantai samping yang bercabang dan stabil,
sehingga dapat meningkatkan efektivitas. Pelarut yang digunakan trietilamina (TEA) dan dioksan.
Pelarut (TEA) bersifat basa lemah dan tidak menyebabkan degradasi pada reagen sedangkan dioksan
sebagai pelarut yang mampu untuk melarutkan kurkumin yang bersifat hidrofobik. DMAP digunakan
sebagai pengkatalis yang akan mempercepat proses reaksi namun tidak habis bereaksi sedangkan
DCC sebagai agen pengaktif. Dilakukan sonikasi pada reaksi untuk mempercepat proses pelarutan
reaksi. (Pereira et al., 2016). labu reaksi diletakan diatas hot plate yang telah disetting dengan suhu
30°C untuk menjaga kestabilan senyawa tanpa menyebabkan degradasi (Arifian et al., 2022). Selama
reaksi berlangsung, campuran diaduk menggunakan stirrer diatas hot plate untuk mencegah terjadinya
pengendapan. Larutan reaksi dilakukukan pemantauan dengan analisis KLT dan menentukan eluen
yang akan digunakan serta memantau keberhasilan reaksi (Parvathy et al., 2010).

Gambar 2. Hasil KLT setelah 2 jam kurkumin, [le-Boc, Produk dengan eluen n-heksana : etil asetat

(1:1)

Gambar 3. Hasil KLT setelah 4 jam kurkumin, Ile-Boc, Produk dengan eluen n-heksana : etil asetat
(8:2)
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Gambar 4. Hasil KLT pada setelah 12 jam Kurkumin, Isoleusin, Konjugat Produk dengan eluen n-
heksana : etil asetat (8:2) (a), n-heksana : etil asetat (1:1) (b) dengan sinar uv 365 nm.

Gambar 5 Hasil KLT pada setelah 48 jam Kurkumin, Isoleusin, Konjugat Produk dengan eluen #n-
heksana : etil asetat (6:4) dengan sinar uv 365 nm

Setelah reaksi berlangsung selama 48 jam, dilakukan analisis menggunakan Kromatografi
lapis tipis (KLT) untuk mengamati keberadaan serta pemisahan senyawa kurkumin, isoleusin, dan
produk konjugat. Munculnya tiga bercak pada satu titik penotolan menandakan bahwa sampel masih
mengandung lebih dari satu jenis senyawa. Pola pada plat manandakan bahwa reaksi sintesis belum
menghasilkan senyawa tunggal secara sempurna. Oleh karena itu, dilakukan tahap pemurnian lanjutan
menggunakan kromatografi kolom untuk memperoleh senyawa dalam bentuk murni. Proses penotolan
sampel menggunakan pipa kapiler secara hati-hati agar tidak merusak lapisan silika pada plat. Setelah
plat dikeringkan, lalu dimasukkan ke dalam chamber yang telah dijenuhkan dengan eluen. Elusi
dihentikan setelah mencapai batas atas, lalu plat diangkat dengan pinset dan dikeringkan sebelum
dianalisis di bawah sinar UV. Kelebihan dari kromatografi lapis tipis yaitu menggunakan alat dan
bahan yang sederhana (Astuti et al., 2023).

Kromatografi kolm

Dilakukan pemisahan menggunakan kromatografi kolom untuk diperoleh senyawa yang
murni. Dalam penelitian ini, pemisahan senyawa menggunakan kromatografi kolom. Cara ini
digunakan untuk mengisolasi senyawa berdasarkan perbedaan polaritasnya. Salah satu kelebihan dari
kromatografi kolom adalah kemampuannya dalam memisahkan senyawa dari campuran yang
kompleks (Riyanto et al, 2024). Hasil analisis menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)
menunjukkan bahwa senyawa yang diperoleh masih belum murni dan masih ada beberapa pola yang
belum terpisah sempurna. Berdasarkan hasil yang diperoleh, fraksi dengan pola bercak yang sama
digabungkan, kemudian dianalisis kembali menggunakan kromatografi lapis tipis. Berdasarkan hasil
pengamatan pada plat KLT, terlihat bahwa masing-masing fraksi masih menunjukkan lebih dari satu
bercak. Pola bercak yang muncul memiliki intensitas dan posisi yang berbeda, yang menandakan
bahwa senyawa pada fraksi tersebut belum sepenuhnya terpisah.

Fase diam yang digunakan berupa silika gel ODS, sedangkan fase geraknya berupa campuran
metanol dan air dengan rasio 9:1. Silika gel sebagai fase diam dimasukkan ke dalam kolom, kemudian
sampel dipisahkan berdasarkan tingkat kemampuan masing-masing senyawa untuk berinteraksi
dengan fase diam. Fase gerak dalam bentuk cairan berfungsi mengalirkan senyawa melewati kolom.
Pemisahan ini bergantung pada seberapa kuat interaksi kimia antara senyawa dengan fase diam,
karena senyawa yang memiliki afinitas lebih tinggi akan tertahan lebih lama dalam kolom (Susanti et
al., 2024). Berdasarkan hasil pengamatan, senyawa pada fraksi tersebut belum menunjukkan
kemurnian. Oleh karena itu, proses pemisahan dilanjutkan dengan menampung fraksi-fraksi
berikutnya. Hasil pengujian menunjukkan bahwa fraksi ke 12 memiliki pola bercak tunggal pada plat
KLT, yang mengindikasikan bahwa senyawa telah mencapai tingkat kemurnian.
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(a) (b)
Gambar 6. Hasil KLT Fraksi 7,8,9,10,11 12 sinar uv 254 nm (a)365 nm (b)

Dalam analisis KLT, Kemurnian suatu senyawa dilihat melalui kemunculan satu bercak
tunggal yang tajam, jelas, dan tidak menyebar pada plat. Bercak tunggal tersebut menunjukkan bahwa
hanya satu komponen yang terdapat dalam sampel tanpa adanya kontaminasi dari senyawa lain. Pada
bercak tunggal yang konsisten pada dua panjang gelombang ultraviolet merupakan indikator
keberhasilan pemisahan dan menunjukkan bahwa senyawa berada dalam kondisi murni (Hashim et
al., 2016).

Spektrometri massa

Merupakan metode analisis yang digunakan untuk mengidentifikasi dan mengkarakterisasi
molekul seyawa berdasarkan rasio massa terhadap muatan (m/z). Prinsip dasar dari metode ini dengan
mengubah sampel menjadi bentuk ion gas, kemudian memisahkan ion-ion tersebut sesuai m/z-nya,
dan mendeteksi intensitasnya secara kuantitatif menggunakan detektor sensitif. Secara umum, cara
kerja alat spektrometri massa terdiri dari tiga bagian utama. Pertama, ada bagian yang disebut sumber
ion, yang berfungsi mengubah sampel menjadi partikel bermuatan (ion). Setelah itu, ion-ion tersebut
dipisahkan berdasarkan besar kecilnya massa oleh bagian yang disebut penganalisis massa.
Kemudian, ion yang sudah dipisahkan akan ditangkap oleh detektor dan diubah menjadi data berupa
grafik atau spektrum untuk dianalisis (Kaklamanos et al., 2020). Spektrometri massa dapat
menganalisis secara kulitatif dan kuantitatif. Pada spektrometri massa dapat digunakan untuk
menganalisis senyawa tunggal atau campuran. (Saputra, 2022).

Berdasarkan hasil yang diperoleh, terdapat puncak massa pada spektrum, 582,2647. Puncak
tersebut menunjukkan keberadaan ion dominan dari senyawa uji yang digunakan sebagai dasar dalam
penentuan rumus molekul serta struktur senyawa hasil sintesis. Nilai m/z sesuai dengan massa
molekul senyawa.
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Gambar 7. Hasil Spektrometri massa
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Uji antibakteri metode dilusi

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode mikrodilusi yang merupakan
metode standar dan akurat untuk menentukan aktivitas senyawa antimikroba terhadap pertumbuhan
bakteri. Metode ini digunakan untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), yaitu kadar
terendah dari senyawa uji yang masih dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Pengukuran
kuantitatif dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm yang merupakan
panjang gelombang standar untuk mengukur densitas optik suspensi bakteri. Apabila hasil yang
diperoleh keruh maka bahan uji tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri dan apabila hasil yang
diperoleh bening maka bahan uji dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Konsentrasi Hambat
Minumum (KHM) yaitu hasil media yang jernih dan tidak ditumbuhi oleh bakteri (Wiegand et al.,
2008).

Berdasarkan hasil analisis pengamatan terhadap konjugat kurkumin dengan asam amino
isoleusin, sampel tidak terkontaminasi dan mampu menghambat terhadap bakeri Escherichia coli pada
konsentrasi minimum 2000 ppm. Penelitian yang dilakukan oleh Singh et al. (2010) mendukung
temuan ini, dengan menunjukkan bahwa kurkumin yang dikonjugasikan serta dimodifikasi secara
struktural dengan asam amino dapat meningkatkan kelarutan dan efektivitas antibakterinya.
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Gambar 8. Pengujian Antibakteri Escherichia coli

D. Kesimpulan

Senyawa konjugat kurkumin dengan asam amino isoleusin-Boc berhasil disintesis melalui
metode esterifikasi Steglich, menggunakan agen pengaktif N,N'-disikloheksilkarbodiimida (DCC)
dan katalis 4-dimetilaminopiridina (DMAP). Pemurnian senyawa dilakukan melalui kromatografi
kolom dan menghasilkan senyawa murni yang ditandai dengan munculnya satu bercak tunggal yang
tajam, jelas, dan tidak menyebar pada plat. Senyawa yang sudah murni dikarakterisasi untuk
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memastikan senyawa target menggunakan spektrometri massa yang menunjukan puncak ion dengan
nilai m/z = 582,2647 yang mendekati nilai teoritis 581,1564. Uji aktivitas antibakteri pada kosentrasi
minimum 2000 ppm menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan Escherichia coli.
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