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ABSTRACT

The aims of this study was to synthesize of C-4-alyloxy-3-
methoxyphenylcalix[4]resorcinarene (3). The syntheseswasconducted
by condensation reaction of resorcinol with 4-allyloxy-3-
methoxybenzaldehyde (2)in ethanol with hydrochloric acid as a
catalyst. The (2)compound was synthesized by the reaction of the 4-
hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (vanillin) (1) via allylation reaction
using an allylbromide with the sodium metal as a catalyst in ethanol. A
(3)compound was orange solid. m.p. of 176-177 °C (dec.). Yield
(78%). FTIR (KBr, v; cm™): 3441 (-OH); 3086 and 3008 (Csp*-H);
2939 (Csp®-H ); 1612 (C=C aliphatic); 1512 (C=C aromatic); 1427
(>CH- methine); 1234, 1211, 1080 and 1018 (C-O-C asymmetric); 925
(C=CH_ terminal). *H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) & (ppm): 8,50 (8H,
s, OH); 6.43 (4H, s, ArC-H); 6,36-6,38 (4H, d, J=10 Hz); 6.32 (4H, s,
ArC-H); 6.26-6.28 (4H, d, J=10 Hz); 6.13 (4H, s, ArC-H); 6.00-6.05
(4H, m, =C-H); 5.38-5.40 (4H, d, J=10 Hz); 5.31 (4H, s, >C-H
methine); 5.16-5.18 (4H, d, J=10 Hz); 4.34-4.36 (8H, d, J=10 H2z);
3.29 (12H, s, -OCHs). ®°C-NMR (DMSO-ds; 500 MHz) 8¢ (ppm): 33
(4 x CH methine); 55 (4 x CHa); 69 (4 x CH»-); 101 (4 x ArC-H); 112
(4 x ArC-H); 113 (4 x ArC-H); 116 (4 x =CH allyl terminal); 120 (4 x
ArC-H); 122 (8x ArC-); 132 (4 x ArC-H); 134 (4 x =CH allyl); 137 (4
X ArC-); 145 (4 x ArC-0); 148 (4 x ArC-0); 152 (8 x ArC-OH). MS
(ESI) m/z: 1137.5 (M").Anticancer evaluation was performed on (3)
compound by MTT (3-(4,5-dimethyltiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) method showed that (3) compound has a
cytotoxic activity against HeLa and T47D cellswhich 1Cs, value
respectively arel3,58 and 65,26 pg/mL.

© 2020 1JoPAC. All rights reserved

1. Pendahuluan

Kaliks[n]arena adalah kelompok makromolekul siklik yang terbentuk melalui kondensasi fenol
dengan aldehida yang memiliki geometri molekul berongga dengan jembatan metilen sebagai
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penghubung. Turunan dari kaliks[n]arena disebut dengan kaliks[n]resorsinarena atau kaliks[n]arena
turunan resorsinol 1,

Penelitian tentang aplikasi kaliks[n]resorsinarena telah dikembangkan di berbagai bidang.
Beberapa aplikasi kaliks[n]resorsinarena yang telah dilakukan diantaranyadalam bidang membran
cair?), ekstraksi® surfaktan [ dan adsorben ion logam berat &,

Beberapa kaliks[n]arena dan turunannya adalah molekul yang berguna dalam bidang farmasi
sebagai pembeda molekul kiral, pengantar obat, diagnostik, terapi penyakit dan peniru enzim(®.
Aktivitas biologis kaliks[n]arena diantaranya adalah anti tuberkulosis, antivirus, aktivitas
antitrombotik, penghambatan enzim, saluran ion, protein dan kompleks nukleosida ™, anti bakteri ™!
dan pengobatan kontaminasi uranium ™3 Kaliks[n]arena dan Kkaliks[n]resorsinarena yang larut
dalam air digunakan sebagai agen pelarut obat ™! Sifat ini disebabkan oleh kemampuan
kaliks[n]arena dan kaliks[n]resorsinarena tersebut dalammeningkatkan kelarutan berbagai molekul
obat dalam media berair dan mudah membentuk kompleks inang-tamu dengan molekul hidrofobik
dalam media berair M. Kaliks[n]arena dan kaliks[n]resorsinarena telah digunakan juga dalam
formulasi solid lipid nanoparticles (SLNs) atau nanopartikel lipid padat ™, karena kapabilitas
spesifiknya dalam ruang antar partikel maupun dalam rongga host serta kapasitasnya untuk
fungsionalisasi.

Penelitian kaliks[n]Jresorsinarena sebagai antioksidan juga telah dilaporkan %23, Gugus
hidroksilsebagai polifenol pada kaliks[n]resorsinarena yang menyebabkan adanya sifat antioksidan.
Sifat antioksidan dari kaliks[n]resorsinarena juga disebabkan oleh kemampuannya sebagai agen
pengkhelat, mencegah lipooksigenase, dan menangkap radikal bebas 242/,

Aktivitas antikanker dari bermacam-macam kaliks[n]arena juga telah dilaporkan, yang
disebabkan oleh bentuk geometris dari kaliksarena yang dapat berperan sebagai agen pengantar obat
dengan membentuk kompleks 26271 Senyawa kaliksplatin (kompleks platina-kaliksarena)
menunjukkan aktivitas antikanker yang efektif terutama melawan sel kanker paru human non-small
cell 281 Senyawa p-phosphonated calix[4]arene vesicle(PCV) yang digabung dengan paclitaxel (PTX)
dan konjugasi dengan ligan berikatan polietilenglikol (PEG)-asam folat dapat meningkatkan khasiat
obat antikanker %,

Uji sitotoksisitas merupakan langkah awal untuk mengetahui aktivitas bahan aktif sebagai
antikanker. Dalam penelitian ini, senyawa C-4-aliloksi-3-metoksifenilkaliks[4]resorsinarena (3)
disintesis dan dikarakterisasi. Aktivitas antikanker senyawa (3) terhadap sel kanker HelLa (kanker
serviks) dan T47D (kanker payudara) diuji menggunakan metode MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida). Belum dilaporkan adanya uji aktivitas antikanker dari golongan senyawa
kaliks[4]resorsinarena. Hasil penelitian diharapkan akan diperoleh informasi tentang aktivitas
antikanker senyawa (3) terhadap sel HeLa dan T47D.

2. Metode

2.1. Alat dan Bahan

Alat : Alat-alat untuk sintesis : satu set alat refluks, satu set hotplate dilengkapi pengaduk magnetik,
evaporator Buchi R-114, neraca analitik (Libror EB-330 Shimadzu), alat penentu titik lebur
(Elektrotermal-9100), oven, alat-alat gelas laboratorium, kertas pH universal, plat KLT aluminium
F254, kertas saring. Alat-alat untuk uji antikanker in vitro:laminar air flow (LAF) cabinet, seperangkat
alat untuk kultur sel, microplate 96 well (lwaki), tabung konikal, tabung eppendorf, inkubator 5% CO,
(NAPCO model 6200, Haraeus), microplate ELISA reader (BIO-RAD Benchmark), mikroskop
inverted (Olympus CKX41-1X2SL), tissue culture dish diameter 10 cm, yellow tip dan blue tip dan
alat gelas lainnya.Spektrofotometer FTIR (Shimadzu Prestige-21 FTIRpelet KBr). Alat-alat
identifikasi : Spektrofotometer 'H-NMR dan “*C-NMR (TMS, DMSO-d6) (JEOL JNM ECA 500
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MHz);GC-MS (SHIMADZU QP2010S); LC-MS (Mariner Biospectrometry, ESI) dan LC-TOF
MicroTOF Focus Il (Bruker Microtof I1 SDT1).

Bahan : Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini dengan kualitas pro analysis
diperoleh dari Sigma-Aldrich® dan Merck®. Bahan untuk sintesis senyawa meliputi 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida, logam natrium, alil bromida, natrium hidroksida, resorsinol, etanol,
diklorometana, metanol, dimetil sulfoksida, asam klorida, natrium sulfat anhidrat. Bahan untuk uji
antikanker in vitro: sel kanker T47D, sel kanker HeLa, sel Vero dan doksorubisin

2.2. Prosedur kerja
2.2.1 Sintesis 4-aliloksi-3-metoksibenzaldehida (2)

4-aliloksi-3-metoksibenzaldehida (2) disintesis dengan mengikuti prosedur analog dalam rujukan
sintesis senyawa 4-aliloksibenzaldehida 2  tetapi 4-hidroksibenzaldehida diganti dengan
menggunakan 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida (1). Campuran logam natrium (0,38 g; 16,50 mmol)
dan 10 mL etanol diaduk hingga terbentuk campuran yang homogen. 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida (1,24 g; 8,20 mmol) ditambahkan ke dalam campuran dan diaduk pada suhu 40
°C selama 30 menit. Aliloromida (2,98 g; 24,60 mmol) ditambahkan perlahan ke dalam campuran.
Campuran reaksi kemudian direfluks selama 24 jam. Campuran dibiarkan sampai dingin dan pelarut
diuapkan dengan evaporator. Residu diencerkan dengan akuades dan ditambahkan 5 mL NaOH 0,1M.
Larutan diekstraksi dengan diklorometana. Lapisan organik dipisahkan dan dibilas dengan akuades
kemudian dikeringkan dengan menambahkan natrium sulfat anhidrat. Larutan disaring dan filtrat
diuapkan pada suhu kamar menggunakan rotatory evaporator. Cairan kuning muda diperoleh. Hasil
(83%). FTIR (KBr, v; cm-1): 1689 (C = O aldehida); 2839 dan 2731 (Cspe-H aldehida); 3078 (ArC-H);
1265 dan 1002 (C — O — C asimetris); 2939 (Csp-H); 1512 (C = C aromatik); 3185 (Cspo-H alifatik);
933 (terminal C = CH,). *H-NMR (CDCls; 500 MHz) 8H (ppm): 9,74 (1H, s, O = CH); 7,35-7,37 (2H,
d, J =10 Hz); 7,24 (1H, s, ArC-H); 6,89-6,91 (1H, d, J = 10 Hz); 5,97-6,06 (1H, m, = C-H); 5,37-5,39
(1H, d, J = 10 Hz); 5.26-5.28 (1H, d, J = 10 Hz); 4,62-4,64 (2H, d, J = 10 Hz); 3.86 (3H, s, OCH3).
MS (m/ z): 192 (M*); 151 (M-CH,CHCHy,)"; basepeak 41 (ion alil).

2.2.2  Sintesis C-4-aliloksi-3-metoksifenilkaliks[4]resorsinarena(3)

Reaksi ini dilakukan dengan prosedur dan kondisi yang sama dalam jumlah mol seperti pada
rujukan dalam sintesis C-4-aliloksifenilkaliks[4]resorsinarena *? tetapi 4-aliloksibenzaldehida diganti
dengan menggunakan 4-aliloksi-3-metoksibenzaldehida (2). Campuran resorsinol (0,50 g; 4,54 mmol),
4-aliloksi-3-metoksibenzaldehida (2) (0,93 g, 4,54 mmol), etanol (10 mL), asam klorida pekat (0,5
mL) ditambahkan ke dalam labu leher tiga yang dilengkapi dengan kondensor refluks, kemudian
campuran direfluks selama 24 jam. Endapan yang terbentuk disaring, dinetralkan dengan etanol:
akuades (1: 1) kemudian dikeringkan. Padatan oranye. t.I. 176-177 ° C (dek.). Hasil (78%). FTIR
(KBr, v; cm): 3441 (-OH); 3086 and 3008 (Csp*H); 2939 (Csp®-H ); 1612 (C=C aliphatic); 1512
(C=C aromatik); 1427 (>CH- metin); 1234, 1211, 1080 and 1018 (C-O-C asimetri); 925 (C=CH,
terminal). *H-NMR (DMSO-d6; 500 MHz) & (ppm): 8,50 (8H, s, OH); 6.43 (4H, s, ArC-H); 6,36-6,38
(4H, d, J=10 Hz); 6.32 (4H, s, ArC-H); 6.26-6.28 (4H, d, J=10 Hz); 6.13 (4H, s, ArC-H); 6.00-6.05
(4H, m, =C-H); 5.38-5.40 (4H, d, J=10 Hz); 5.31 (4H, s, >C-H metin); 5.16-5.18 (4H, d, J=10 Hz);
4.34-4.36 (8H, d, J=10 Hz); 3.29 (12H, s, -OCHjs). *C-NMR (DMSO-ds; 500 MHz) 8¢ (ppm): 33 (4 X
CH metin); 55 (4 x CH3); 69 (4 x CH>-); 101 (4 x ArC-H); 112 (4 x ArC-H); 113 (4 x ArC-H); 116 (4
X =CH allyl terminal); 120 (4 x ArC-H); 122 (8x ArC-); 132 (4 x ArC-H); 134 (4 x =CH alil); 137 (4 x
ArC-); 145 (4 x ArC-0); 148 (4 x ArC-0); 152 (8 x ArC-OH). MS (ESI) m/z: 1137.5 (M").

2.2.3 Uji Aktivitas Antikanker
Metode yang digunakan berdasarkan rujukan Prosedur Tetap Uji sitotoksik menggunakan MTT
301, Disiapkan larutan stok senyawa (3) dengan cara melarutkan 10 mg senyawa (3) dalam 0,1 mL
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DMSO. Larutan uji dibuat dari larutan stok senyawa (3) dengan konsentrasi masing-masing 7,81;
15,62; 31,25; 62,50; 125; 250 dan 500 pg/mL dalam media kultur yang sesuai.Uji sitotoksisitas secara
in vitro terhadap sel uji dilakukan dengan metode uji MTT. Sebanyak 100 pL sel uji dengan kerapatan
1x10° sel/mL dimasukkan ke dalam microplate 96 well dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah
inkubasi 24 jam, kondisi sel dilihat dengan inverted microscope, dan apabila sel terlihat telah
menempel pada dasar sumuran, media dibuang kemudian ditambahkan dengan 100 pL larutan (3)
pada berbagai konsentrasi (7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 pg/mL) secara multiplikat ke
dalam microplate 96 well. Kultur yang mengandung bahan uji selanjutnya diinkubasikan selama 24
jam. Setelah waktu inkubasi selesai, media dibuang kemudian ditambahkan dengan 100 pL media
baru dan 10 pL MTT. Kultur diinkubasikan kembali dalam inkubator CO, pada suhu 37 °C selama 4
jam, kemudian ditambahkan SDS 10% dalam HCI 0,01 N lalu diinkubasikan selama 24 jam. Setelah
selesai inkubasi selanjutnya absorbansinya diukur pada panjang gelombang 595 nm menggunakan
ELISA reader. Data absorbansi yang diperoleh digunakan untuk menghitung % hambatan dengan
rumus (1).

- (@-b)y
% viabilitas = ©—b) x 100%
% hambatan = 100% — % viabilitas
@)
Keterangan:

a = absorbansi sampel

b = absorbansi kontrol media

¢ = absorbansi kontrol sel

Berdasarkan hubungan antara log konsentrasi larutan uji dengan persentase hambatan maka dapat
ditentukan nilai 1Csp menggunakan analisis regresi probit (SPSS 23forWindows).

3. Hasil dan pembahasan
3.1.Sintesis dan Karakterisasi Senyawa C-4-aliloksi-3-metoksifenilkaliks[4]resorsinarena (3)

on o CHaCH=CH;
H3CO\© H3CO\©
oCn H %o
(1) (2

O~CH,CH=CH,

0-CH,CH=CH,

Gambar 1. Struktur senyawa 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida (1), 4-aliloksi-3-metoksi-benzaldehida
(2) dan C-4-aliloksi-3-metoksifenilkaliks[4]resorsinarena (3)
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HO OH
\/\Br \©/

(1 > (2) (€)
C,H50H; Na; 24 h C,H5OH ; HCI; 24 h

Gambar 2. Skema sintesis senyawa (3)

Sintesis senyawa (3) dilakukan melalui reaksi kondensasi resorsinol dengan 4-aliloksi-3-
metoksibenzaldehida (2), sedangkan senyawa (2) disintesis melalui reaksi alilasi 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida (vanilin) (1) menggunakan aliloromida dengan katalis logam natrium dalam
pelarut etanol. Struktur senyawa dan skema sintesis senyawa (3) yang melibatkan dua tahap
ditunjukkan pada Gambar 1 dan Gambar 2.

Spektra IR (KBr) senyawa (3) menunjukkan serapan melebar pada bilangan gelombang 3441 cm™
menunjukkan rentangan gugus —OH resorsinol. Serapan pada bilangan gelombang 1612 cm™
menunjukkan adanya vibrasi ikatan C=C alifatik. Terbentuknya senyawa (3) diperkuat oleh data
serapan dari rentangan >CH— jembatan metin yang muncul sebagai serapan medium pada 1427 cm ™.
Munculnya bilangan gelombang berturut-turut pada 1234, 1211, 1080 dan 1018 cm* menunjukkan
bahwa pada senyawa AMFK terdapat 2 jenis rentangan C—O—C dari eter. Rentangan C—O-C tersebut
masing-masing dari gugus eter alkiloksi dan metoksi.

Analisis senyawa (3) dengan MS-Direct (LC-TOF) diperoleh data m/z = 1137,5 sesuai dengan
massa molekul AMFK. Spektrum *H-NMR menunjukkan adanya resonansi proton pada jembatan
metin ditunjukkan oleh puncak singlet pada pergeseran kimia 5,31 ppm. Puncak pada pergeseran
kimia 8,50 ppm menunjukkan resonansi proton dari gugus O—H resorsinol.

Pada spektrum *C-NMR muncul puncak pada pergeseran kimia 36,0 ppm menunjukkan
resonansi atom karbon pada jembatan metin. Puncak pada pergeseran kimia 116,8 ppm menunjukkan
resonansi atom karbon dari alkena terminal. Dua puncak pada pergeseran kimia 152,5 ppm
menunjukkan adanya resonansi karbon yang berikatan dengan gugus OH pada resorsinol.

Berdasarkan analisis struktur menggunakan spektrometer IR, MS-Direct, *H-NMR dan *C-NMR
dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil reaksi adalah senyawa (3).

1

2.3Uji Aktivitas Antikanker

Uji aktivitas antikanker senyawa (3) dilakukan terhadap sel kanker HelLa (kanker serviks) dan
T47D (kanker payudara) menggunakan metode MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromida).Hasil aktivitas antikanker senyawa (3) terhadap sel HeLa dan sel T47D ditunjukkan pada
Tabel 1.

Berdasarkan pada Tabel 1, dapat dilihat nilai 1Cso senyawa (3) terhadap sel HeLa sebesar 13,58
po/mL, sedangkan nilai 1Cso senyawa (3) terhadap sel T47D sebesar 65,26 pg/mL. Dibandingkan
dengan doksorubisin sebagai kontrol positif, aktivitas sitotoksik senyawa (3) terhadap sel HeLa dan sel
T47D jauh lebih kecil yang dapat dilihat dari nilai ICsy senyawa (3) yang lebih besar dari nilai 1Cso
doksorubisin. Akan tetapi senyawa (3) memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dan T47D
meskipun dengan kategori lemah karena memiliki nilai 1Cso pada rentang 10-25 pg/mL B4,

Tabel 1. Hasil uji sitotoksisitas senyawa (3) terhadap sel HeLa dan T47D

IC /mL

Senyawa s0 (Mg/mL)
HelLa T47D
Senyawa (3) 13,58 65,26
Doksorubisin(®?! 1,13 21,48
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Perbedaan efek suatu senyawa terhadap sel kanker yang berbeda pada umumnya disebabkan
oleh perbedaan karakteristik pertumbuhan dan perkembangbiakan masing-masing sel. Siklus sel
mewakili serangkaian peristiwa terintegrasi yang memungkinkan sel tumbuh dan berkembang biak.
Pada bagian tertentu kemungkinan suatu senyawa akan berperan sebagai antikanker (3¢,

4. Kesimpulan

Senyawa (3) dapat disintesis dari reaksi kondensasi senyawa (2) dengan resorsinol
menggunakan katalis HCI dalam pelarut etanol. Padatan oranye. t.I. 176-177 °C (dek.). Hasil (78%).
Hasil uji aktivitas antikanker senyawa (3) secara in vitro dengan metode uji MTT terhadap sel kanker
HeLa dan sel T47D memberikan nilai 1Cso berturut-turut adalah 13,58 dan 65,26 pg/mL, dengan
kategori aktivitas sitotoksik lemabh.
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