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Pembimbing : Prof. Mardi Santoso, Ph.D.

ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit infeksi kronis yang
disebabkan bakteri Micobacterium tuberculosis yang dapat
menyerang berbagai organ dalam tubuh terutama paru-paru.
Resistensi obat TB lini pertama (Multidrug-resistant
Tuberculosis (MDR-TB)) dan lini kedua (Eextensively Drug
Resisten Tuberculosis (XDR-TB)) terhadap penderita TB
mendorong untuk  dikembangkan  senyawa-senyawa
antituberkulosis baru. Studi literatur menunjukkan bahwa
trisindolina dapat dimanfaatkan sebagai lead compounds
senyawa-senyawa antituberkulosis. Oleh karena itu, pada
penelitian ini  dilakukan sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksindolil)indolin-2-on (10a), 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10b), dan 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10c). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tiga trisindolina baru telah berhasil
disintesis dengan  mereaksikan  masing-masing  5,7-
dibromoisatin (13a), 7-kloroisatin (13b), dan 7-bromoisatin
(13c) dengan 5-hidroksiindola (11) dalam pelarut metanol dan
katalis asam sulfat pekat. Senyawa hasil sintesis yang diperoleh
adalah 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksindolil)indolin-2-on (10a),
7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b), dan 7-
bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) dengan
rendemen masing-masing 96%, 52% dan 43%. Identifikasi
struktur senyawa (10a-c) dilakukan dengan spektrometer massa
resolusi tinggi (HRMS), NMR, dan IR.

Kata Kunci: 5,7-dibromoisatin, 7-bromoisatin, 7-kloroisatin,
5-hidroksiindol, trisindolina.
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Name : Diana Tri Wulan
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Department  : Chemistry
Supervisor : Prof. Mardi Santoso, Ph.D.

ABSTRACT

Tuberculosis is a chronic infectious disease caused by
Micobacterium tuberculosis which can attack various organs in
the body, especially lung. Resistance to first-line TB drugs
(Multidrug-resistant Tuberculosis (MDR-TB)) and second-line
(Extensively Drug Resisten Tuberculosis (XDR-TB)) to TB
patients encourages new antituberculosis compounds the
develop. Literature studies show that trisindoline can be used as
the lead compounds for antituberculosis compounds. Therefore,
in this study the synthesis of 5,7-dibromo-3,3-di (5-hydroxyin
dolylindolin-2-on (10a), 7-chloro-3,3-di (5-hydroxyindolyl)
indolin-2-on (10b) and 7-bromo-3,3-di (5-hydroxyindolyl)
indolin-2-on (10c) was carried out. The result showed that three
new trisindoline were successfully synthesized by reacting each
of 5,7-dibromoisatin (13a), 7-chloroisatin (13b), dan 7-
bromoisatin (13c) and with 5-hydroxyindole (11) in methanol
solvent and concentrated sulfuric acid as catalyst. The
synthesized compounds obtained were 5,7-dibromo-3,3-di (5-
hydroxyindolyl)indolin-2-on ~ (10a), 7-chloro-3,3-di  (5-
hydroxyindolyl) indolin-2-on (10b) and 7-bromo-3,3-di (5-
hydroxyindolyl) indolin-2-on (10c) with a yield of 96%, 52%,
dan 43% respectively. Identification of the structure of the
compounds (10a-c) was carried out with high resolution mass
spectrometer (HRMS), NMR, and IR.

Keywords: 5,7-dibromoisatin, 7-bromoisatin, 7-kloroisatin, 5-
hydroxyindole, trisindoline.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit infeksi kronis yang
disebabkan oleh bakteri Micobacterium tuberculosis yang dapat
menyerang berbagai organ dalam tubuh terutama paru-paru.
Tuberkulosis diperkirakan sudah ada sejak 5000 tahun sebelum
masehi (Kemenkes RI, 2015). Penyakit tuberkulosis pertama
kali ditemukan oleh Koch pada tanggal 24 Maret 1882 ketika
meneliti  kerangka manusia yang terinfeksi  bakteri
Micobacterium tuberculosis, sehingga tanggal 24 Maret
diperingati sebagai hari tuberkulosis sedunia. Penyakit TB
merupakan salah satu penyebab kematian terbesar di dunia.
Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) pada tahun 2017
memperkirakan jumlah penderita TB didunia mencapai 10 juta
orang dengan 5,8 juta diantaranya adalah laki-laki, 3,2 juta
adalah perempuan dan 1 juta adalah anak-anak. Jumlah
kematian yang disebabkan oleh TB diperkirakan sebanyak 1,5
juta orang dengan 1,2 juta diantaranya adalah penderita TB
dengan HIV negatif dan 300.000 penderita dengan HIV positif
pada tahun yang sama (World Health Organization, 2018).

Pengobatan TB dilakukan dengan pemberian obat lini
pertama TB yaitu rifampisin (RIF) (1), Isoniazid (INH) (2),
etambutol (EMB) (3) dan pirazinamida (PZA) (4) (Irianti dan
Kuswandi, 2016). Pengobatan TB membutuhkan waktu enam
bulan, dengan lamanya waktu pengobatan tersebut dapat
menimbulkan efek samping berupa munculnya resistensi
terhadap obat TB lini pertama atau biasa disebut sebagai
multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) (Desai dkk.,
2016). Bakteri penyebab MDR-TB ini adalah strain bakteri M.
tuberculosis. Munculnya MDR-TB ini memicu penggunaan
obat TB lini kedua seperti streptomisin (5), etionamid (6) dan
sikloserin (7) (Irianti dan Kuswandi, 2016). Extensively drug
resisten tuberculosis (XDR-TB) muncul ketika bakteri M.
tuberculosis juga resisten terhadap obat TB lini kedua (Irianti
dan Kuswandi, 2016). Hal tersebut mendorong penelitian lebih
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lanjut untuk menemukan obat TB terbaru yang dapat mengatasi
MDR-TB dan XDR-TB.

O HO.,
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® Z’(
N/ CH3 O/NH
(6) (7)

Trisindolina atau 3,3-di(indolil)indolin-2-on (8) merupakan
antibiotik dengan struktur trimer indola yang diisolasi dari
kultur bakteri Vibrio sp. yang berasal dari sponge laut Hyrtios
altum. Trisindolina (8a) memiliki bioaktivitas untuk
menghambat pertumbuhan bakteri seperti Escherichia coli,
Bacillus subtilis dan Staphylococcus aureus (Kobayashi dkk.,
1994). Veluri dkk. (2003) juga berhasil mengisolasi 3,3-
diindolilindolin-2-on dari kultur bakteri Vibrio
parahaemoliticus yang ditemukan di Laut Utara.

Annuur dkk. (2018) mensintesis trisindolina (8) dan
menguji bioaktivitasnya dalam menghambat bakteri M.
tuberkulosis H37Rv. Hasil pengujian bioaktivitas yang
diperoleh menunjukkan bahwa senyawa (8) aktif sebagai
antituberkulosis dengan nilai MIC sebesar <25 pg/mL.
Berdasarkan uji bioaktivitas tersebut menunjukkan bahwa
trisindolina (8) dapat disarankan sebagai lead compound
senyawa-senyawa antimycobacterium tuberculosis.

H
(8)

Fahmi, dkk. (2018) mensintesis senyawa turunan isatin
hidrazida (9a-d) dan menguji bioaktivitasnya terhadap bakteri
M. tuberculosis. Hasil uji bioaktivitas menunjukkan bahwa
senyawa 9a dan 9c memiliki bioaktivitas yang sama untuk
menghambat bakteri M. tuberculosis. Urutan kemampuan
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senyawa (9a-d) untuk menghambat bakteri M. tuberculosis
adalah 9d>9b>9a=9c. Berdasarkan hasil uji bioaktivitas
tersebut menunjukkan bahwa dengan adanya gugus halogen (ClI
dan Br) pada struktur C5 dan C7 unit isatin dapat meningkatkan
aktivitas penghambatan terhadap bakteri M. tuberculosis.

N—NH
R, /
0
N
H
R,
(9a-d)

Isatin hidrazina R1 R>
(9a) H H
(9b) Cl H
(9¢c) Br H
(9d) Br Br

Studi literatur yang dilakukan mendapatkan bahwa
trisindolina baru berupa 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10a), 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (10b) dan 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) belum pernah disintesis
sehingga aktivitasnya sebagai antituberkulosis belum pernah
diungkap. Ketiga senyawa (10a-c) disarankan dapat disintesis
dengan pendekatan analisa retrosintesis seperti dapat dilihat
pada Gambar 1.1.

1.2 Rumusan Masalah

Sehubungan dengan latar belakang diatas, rumusan
masalah yang diangkat dalam penelitian ini adalah bagaimana
mensintesis tiga senyawa dari turunan 5-hidroksiindola (11)
yaitu 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a),
7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10b) dan 7-
bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) dengan
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pendekatan analisa retrosintesis seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 1.1.

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mensintesis tiga senyawa
turunan 5-hidroksiindola (11) yaitu 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10a), 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (10b) dan 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) dengan pendekatan analisa
retrosintesis seperti dapat dilihat pada Gambar 1.1.



(10b) Rl =H R2 =Cl R
(10c)R,=H R,=Br !

H HO
N A\
(10a) R, =Br R,=Br O / \©\/I\>

N
H

(11)

(13a-¢)

(133) Rl =Br R2 =Br
(13b)R,=H R,=Cl
(13¢)R,=H R,=Br

Gambar 1.1. Analisis retrosintesis target molekul (10a-c).



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Indola (14)

Indola (14) merupakan senyawa heterosiklik yang tersusun
dari cincin benzena dan pirola yang berikatan pada posisi C2
dan C3 dari cincin pirola. Indola (14) ditemukan sebagai
senyawa bahan alam pada tanaman Robinia pseudacacia, bunga
melati, kayu Celtis reticulosa (Sumpter dan Miller, 1954).
Cincin indola (14) ditemukan dalam asam amino triptofan (15)
yang berfungsi sebagai penyusun protein dan prekusor
biosintesis dari neurotransmitter serotonin (16) (de Sa dkk.,
2009).

\ H,CO < COOH
©j§ NH,
N N
H

H
(14) (15)
HO NH2
s~
N
H
(16)

Reaksi reaksi substitusi aromatik elektrofilik merupakan
reaksi utama pada indola (14). Posisi C3 indola (14) memiliki
densitas elektron tertinggi dibandingkan posisi yang lain
(Chadha dan Silakari, 2017). Reaksi substitusi elektrofilik
aromatik pada indola (14) diterapkan dalam sintesis 3,3-di(5,7-
dibromoindolil)indolin-2-on (17) yang melibatkan reaksi dari
5,7-dibromoindola (18) dan isatin (19a) (Mustikasari dan
Santoso, 2013).

Senyawa-senyawa turunan indola (14) menunjukkan
aktivitas biologis yang bervariasi, contohnya senyawa
antikanker vinblastina (20) dan mitomisin C (21), dan senyawa
antihipertensi reserpin  (22) (Inman dan Moody, 2013).
Senyawa turunan indola yang digunakan dalam penelitian ini
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adalah 5-hidroksiindola (11) yang merupakan padatan berwarna
putih dengan massa relatif 133,15 g/mol dan titik didih 106-
108°C (Chemical Book, 2019).

Br
Q&O
N




OCHj,
OCH;
CHj,
7,
H;CO0C OCH;
(22)

2.2 lsatin (19a)

Isatin (19a) merupakan senyawa heterosiklik turunan
indola (Vandana dkk., 2017). Isatin (19a) pertama Kali
ditemukan oleh Erdman dan Laurent pada tahun 1841 sebagai
senyawa hasil dari oksidasi zat warna indigo (23). Isatin (19a)
ditemukan sebagai senyawa bahan alam pada tanaman genus
Isatis, juga ditemukan sebagai hasil sekresi kelenjar parotid
katak bufo. Isatin tersubstitusi juga ditemukan dalam tanaman,
seperti melosatin A (24a), B (24b), C (24c), dan D (24d) yang
diisolasi dari tanaman Melochia tometosa (Da Silva dkk.,
2001). Isatin (19a) juga ditemukan dalam otak, jantung, hati dan
darah mamalia dengan konsentrasi yang bervariasi. Medevdev
dkk. (2007) menyatakan bahwa hasil metabolisme isatin (19a)
diekskresikan dalam bentuk urin.
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(24a-d)
R1 R2 Rs
A (24a) H:CO HsCO H
B (24b) H H H
C (24c) H:CO H H
D (24d) HsCO H;CO OH

Reaksi N-alkilasi merupakan reaksi yang utama dan paling
sering digunakan pada isatin (19a). Reaksi N-alkilasi dapat
dilakukan via reaksi substitusi menggunakan basa (seperti
natrium etoksida, kalium karbonat atau natrium hidrida) dengan
alkil halida dalam pelarut DMF atau etanol menjadi N-
alkilisatin (19b) (Pakravan dkk., 2013). Isatin (19a) juga
bereaksi dengan nukleofil pada gugus karbonil C3
menggunakan Kkatalis seperti asam sulfat. Contoh reaksi gugus
karbonil C3 pada isatin (19a) adalah reaksi antara 5-bromo-N-
metilindola (25) dengan 5-bromoisatin (26) yang menghasilkan
3,3-di(5-bromo-N-metilindolil)-5-bromoindolin-2-on (27) se-
bagaimana dapat dilihat pada Gambar 2.1 (Mustikasari dan
Santoso, 2012).
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(26)
Gambar 2.1. Reaksi gugus karbonil C3 pada isatin

Turunan isatin yang digunakan dalam penelitian ini adalah
5,7-dibromoisatin (13a), 7-kloroisatin (13b), dan 7-bromoisatin
(13c). Senyawa 5,7-Dibromoisatin  (13a) (CsH3BraNO>)
merupakan padatan jingga dengan massa relatif 304,93 g/mol
dan titik leleh 250-255 °C (Chemical Book, 2019). Senyawa 7-
Kloroisatin (13b) (CsHsCINO,) merupakan padatan jingga
dengan massa relatif 181,58 g/mol dan titik lelen 187-191 °C
(Chemical Book, 2019). Senyawa 7-Bromoisatin (13c)
(CsH4BrNO2) merupakan padatan coklat dengan massa relatif
226,03 dan titik leleh 199 °C (Chemsrc, 2019).

Karali dkk. (2007) melaporkan turunan isatin (28a-c)
memiliki bioaktifitas sebagai inhibitor bakteri M. tuberculosis
H37Rv dengan ICso seperti yang dapat dilihat pada Tabel 2.1.

H H
N NG

N\H/R

OzN / S
0]
N

H
(28a-c)
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Tabel 2.1. Aktifitas penghambatan senyawa turunan isatin
(28a-c) terhadap bakteri M. tuberkulosis H37Rv

Senyawa R ICso (Ug/mL)
(28a) sikloheksil 4,74
(28b) p-metilbenzil 2,45
(28c) p-bromobenzil 2,59

2.3 Pemisahan dan Pemurnian Hasil Sintesis

Hasil sintesis tidak selalu diperoleh dalam bentuk murni
yang disebabkan oleh terbentuknya hasil samping atau
terdapatnya pereaksi yang tidak tuntas bereaksi. Metode
ekstraksi dalam corong pisah dapat digunakan untuk
memisahkan hasil reaksi berwujud cairan setelah ditambahkan
air. Hasil reaksi tersebut dikocok dalam corong pisah sehingga
terbentuk fase air dan fase organik yang mengandung hasil
sintesis. Pemisahan hasil sintesis dengan penyaringan
dilakukan jika hasil sintesis berwujud padatan, sedangkan
komponen lain berwujud cairan. Metode ini biasanya diikuti
dengan pencucian hasil sintesis dengan air untuk
menghilangkan garam anorganik yang masih tertinggal dalam
padatan hasil sintesis (\Vogel, 1989).

Pemurnian hasil sintesis sering dilakukan dengan
kromatografi kolom yang merupakan salah satu jenis
kromatografi yang terdiri dari kolom berbentuk tabung kaca
yang didalamnya diisi fase diam seperti silika gel dan fase gerak
berupa pelarut organik (eluen). Campuran hasil sintesis yang
dimurnikan mempunyai interaksi yang bervariasi dengan fase
diam dan fase gerak sehingga dapat terpisah (Bajpai dkk.,
2016). Hasil pemisahan dengan kromatografi kolom seringkali
dipantau dengan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan fase
diam berupa plat silika gel dan fase gerak berupa pelarut (eluen)
(Coskun, 2016). Cara kerja dari KLT adalah dengan
menotolkan fraksi-fraksi hasil kromatografi kolom di bagian
ujung bawah plat KLT dengan bantuan pipa kapiler, kemudian
dielusi dalam chamber yang telah diisi dengan eluen yang
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sesuai. Plat KLT kemudian dikeluarkan dari chamber,
dikeringkan dan dilihat nodanya dengan penampak noda
seperti uap iodin dan sinar UV pada panjang gelombang 254
dan 365 nm (Bajpai dkk., 2016). Fraksi-fraksi murni dari
komponen yang diinginkan digabung dan diuapkan pada
tekanan rendah (Kondeti dkk., 2014).

Uji kemurnian hasil sintesis dapat dilakukan dengan KLT
dan titik leleh. Senyawa murni ditandai dengan adanya satu
noda dalam kromatogram KLT, dan senyawa dianggap murni
dengan rentang titik leleh sebesar 1-2°C (Hart, 2012).

2.4 ldentifikasi Struktur Hasil Sintesis
2.4.1 ldentifikasi Struktur dengan Spektrometer NMR

Spektrometer NMR merupakan peralatan utama yang
digunakan dalam identifikasi struktur senyawa organik yang
didasarkan pada penyerapan frekuensi radio oleh inti atom
(Macomber, 1998; Silverstein dkk., 2005). Beberapa inti atom
dapat dideteksi dan dipelajari dengan NMR, tetapi secara umum
NMR digunakan untuk mendeteksi inti atom hidrogen (*H) dan
karbon (**C) (Pavia dkk., 2001).

Prinsip kerja spektrometer NMR adalah sampel dalam
tabung NMR ditempatkan di antara medan magnet dan diberi
frekuensi radio. Medan magnet dan frekuensi yang diberikan
oleh alat akan diserap oleh inti atom sampel. Energi yang
diserap oleh inti atom tersebut diterima oleh detektor dan
ditampilkan sebagai spektra NMR (Pavia dkk., 2001).

Pengukuran spektrum H dan *C NMR umumnya
menggunakan tetrametilsilan (TMS/ (CH3)4Si) sebagai standar.
TMS memiliki titik didih yang rendah (26,5 °C) sehingga
mudah diuapkan atau dihilangkan dari sampel setelah pengujian
NMR. TMS juga memberikan satu sinyal tajam karena hidrogen
dan karbon dalam TMS memiliki lingkungan yang sama (Field
dkk., 2010). Data pergeseran kimia (5) 'H dan *C pada
spektrometer NMR disajikan dalam dalam Tabel 2.2 dan 2.3.
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Tabel 2.2 Data pergeseran kimia (8) *"H NMR

Jenis Proton d (ppm) Jenis Proton | & (ppm)
RCH; 0,7-1,3 FCH 4,2-4.8
RCH2R 1,2-1,4 ICH 2,0-4,0
RsCH 1,4-1,7 BrCH 2,7-4,1
RCOCH3 2,1-2,4 CICH 3,1-4,1
ArCHg; 2,3-2,7 RCHO 9,0-10,0
ROCHj5 3,2-3,8 RCOOH 11,0-12,0
RC=CH, 4,5-6,5 RSH 1,0-4,0

ArH 6,5-8,0 RNH 0,5-4,0
RC=CH 1,7-2,7 ROH 0,5-5,0

Tabel 2.3 Data pergeseran kimia (8) *C NMR

Jenis Karbon d (ppm) Jenis Karbon d (ppm)
RCH;s 8-30 C-0 40-80
R2CH; 15-55 C=C 65-90
RsCH 20-60 C=C 100-150

C-l 0-40 C=N 110-140
C-Br 25-65 RCOOR, 155-185
RCOOH
C-N 30-65 RCONH; 155-185
C-Cl 35-80 RCHO, 185-220
RCOR

(Pavia dkk., 2001)

2.4.2 ldentifikasi Struktur dengan Spektrometer

Inframerah

Spektrometer inframerah merupakan suatu perlatan yang
digunakan untuk menentukan gugus fungsi dan mengetahui
informasi struktur suatu senyawa organik (Dachriyanus, 2004).
Spektrum absorbsi inframerah berada pada rentang bilangan
gelombang antara 4000-400 cm™ (panjang gelombang 2,5-15
pum) (Pavia dkk., 2001). Spektrum inframerah didasarkan pada
perbedaan vibrasi molekul yang bergantung pada karakteristik
atom dan ikatan pada gugus fungsi molekul tersebut sehingga
menghasilkan serapan inframerah yang khas dalam spektrum



15

inframerah (VVogel, 1989; Solomons dan Fryhle, 2011). Prinsip
kerja dari spektrometer inframerah adalah dengan melewatkan
frekuensi inframerah pada sampel sehingga sampel tersebut
menyerap  frekuensi inframerah, kemudian frekuensi
inframerah yang tidak diserap oleh sampel selanjutnya
dideteksi atau dibaca oleh detektor dan diukur sebagai persen
transmitan (Dachriyanus, 2004).

Spektrum inframerah tersusun atas persen transmitan
pada sumbu-y dan sumbu-x-nya merupakan bilangan
gelombang (cm™). Persen transmitan merupakan jumlah
frekuensi yang tidak diserap oleh sampel, sedangkan bilangan
gelombang merupakan banyaknya gelombang per sentimeter.
Semakin besar bilangan gelombang maka semakin besar
frekuensi gelombang, dan semakin besar pula frekuensi yang
diserap oleh ikatan dalam senyawa sampel sehingga persen
transmitannya semakin kecil (Solomons dan Fryhle, 2011).
Data gugus fungsi dan bilangan gelombang dalam spektrum
inframerah dapat dilihat pada Tabel 2.4.

Tabel 2.4. Data gugus fungsi dan bilangan gelombang dalam
spektrum serapan inframerah

Bilangan Bilangan
Gugus Fungsi | gelombang | Gugus Fungsi | gelombang
(cm™) (cm™)
C-H (alifatik) | 2700-3000 C=N 1590-1660
CH 3000-3100 c-C 750-1100
(aromatik)
O-H 3300-3700 C=C 1620-1670
S-H 2570-2600 C=N 2100-2250
N-H 3300-3370 | CHas-, -CH,- | 2100-2250
C-0 1000-1050 C-F 1000-1400
C=0
(aldehida) 1720-1740 C-Cl 600-800
C=0 (keton) | 1705-1725 C-Br 500-600
C=0 (ester) 1700-1750 C-l 500

(Vogel, 1989)
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2.4.3 Identifikasi Struktur dengan Spektrometer Massa

Spektrometer massa adalah suatu teknik untuk mengukur
massa molekul dari suatu molekul dan untuk mengetahui
struktur molekul dengan mengukur massa dari setiap fragmen
yang dihasilkan dari molekul ketika molekul tersebut terpecah
menjadi fragmen-fragmen (McMurry, 2008).

Spektrometer massa electrospray ionization (MS-ESI)
merupakan salah satu jenis spektrometer massa, dan pertama
kali dikembangkan oleh Fenn pada tahun 1989 untuk
menganalisa massa molekul dari protein. Penggunaan MS-ESI
selanjutnya berkembang tidak hanya untuk polimer dan
biopolimer, tetapi juga untuk menganalisis molekul polar yang
lebih sederhana (De Hoffmann dan Stroobant, 2011; Han dan
Gross, 2003).

Prinsip kerja MS-ESI adalah memasukkan sampel dalam
bentuk larutan ke sumber ion melalui kapiler yang dikelilingi
oleh aliran gas nitrogen atau gas nebula. Ujung kapiler
dipertahankan pada potensial tinggi yang terhubung dengan
elektroda. Larutan keluar dari kapiler dalam bentuk tetesan
aerosol bermuatan (Silverstein dkk., 2005), kemudian pelarut
dari tetesan aerosol tersebut menguap (desolvasi) dengan cepat
sehingga ion sampel bermuatan menjadi terkonsentrasi (Field
dkk., 2010). lon sampel yang terbentuk kemudian mengalami
pemisahan berdasarkan rasio massa terhadap muatan (m/z) yang
terdeteksi oleh detektor dari spektrometer massa (Silverstein
dkk., 2005)

Spektrum massa yang diperoleh dari pengukuran dengan
spektrometer massa berupa sebuah diagram dengan sumbu-x
merupakan m/z yang menunjukkan massa per muatan dari
fragmen yang terdeteksi dan sumbu-y menunjukkan persentase
kelimpahan relatif fragmen ion yang terdeteksi dalam molekul
yang diuji (Solomons dan Fryhle, 2011).

MS-ESI memiliki dua jenis ionisasi yaitu ionisasi positif
dan ionisasi negatif. Puncak-puncak ion molekul yang sering
muncul dalam spektrum massa ionisasi positif dalam bentuk [M
+ H]*, [M + Na]’, [M + K]*, [M + H]". Puncak-puncak ion
molekul yang sering muncul dalam spektrum massa ionisasi
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negatif dalam bentuk [M - H], [M + *CI]", [M +*'CI]", [M - H]
Apabila puncak ion molekul dalam bentuk [M + H]* maka
massa ion molekul merupakan nilai puncak pada spektrum
ditambah dengan massa satu atom hidrogen (Eichhorn dan
Knepper, 2001).
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“Halaman ini sengaja dikosongkan”
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah neraca
analitik Fujitsu FS-AR210, kaca arloji, pengaduk kaca, spatula,
gelas beaker, magnetic stirrer, hotplate stirrer, plat KLT,
chamber KLT, pinset, corong, kertas saring Whatman No. 42,
desikator, vial, pipet tetes, pipet ukur, propipet, labu
erlenmeyer, lemari asam, kolom kromatografi, alat ukur titik
leleh Fischer John, spektrometer FT-IR Shimadzu 8400S,
lampu UV (panjang gelombang 254 dan 365 nm), spektrometer
NMR Jeol Resonance (400 MHz), dan spektrometer massa
Waters Q-TOF Xevo.

3.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah 5,7-dibromoisatin (13a)
(Aldrich  1001361021), 7-kloroisatin ~ (13b)  (Aldrich
1001019371), 7-bromoisatin (13c) (Aldrich 1001745389),
asam sulfat pekat (Aldrich 223441), metanol (Merck 100983),
5-hidroksiindola (11) (Aldrich 101496602), etil asetat (Fulltime
680104), n-heksana (Merck 1043672500), dimetilsulfoksida
(Aldrich D4540), tetrahidrofuran (Merck 1097312500), etanol
(Merck 100983), diklorometana (Merck 106050), pelet kalium
bromide (KBr) dan akuades.

3.3 Prosedur
3.3.1 Sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksindolil)indolin-
2-on (10a)
Sintesis  5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-
on (10a) dilakukan dengan mengadaptasi prosedur sintesis 3,3-
di(5,7-dibromoindol-3-il)indolin-2-on (17) (Mustikasari dan
Santoso, 2013). Larutan 5,7-dibromoisatin (13a) (0,15 gram;
0,49 mmol) dan 5-hidroksiindola (11) (0,13 gram, 0,98 mmol)
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dalam 15 mL metanol diaduk dan dipanaskan hingga mencapai
suhu 45 °C, kemudian ditambah tiga tetes asam sulfat pekat.
Larutan diaduk lebih lanjut pada suhu 45 °C, reaksi yang
berlangsung dipantau dengan KLT. Hasil sintesis ditambah air
dingin (20 mL) setelah reaksi berlangsung tuntas, dan
ditempatkan dalam penangas es selama 25 menit. Endapan yang
diperoleh disaring, dicuci dengan air dingin (2x10 mL), dan
dikeringkan dalam desikator. Hasil sintesis yang diperoleh diuji
kemurniannya dengan KLT dan titik leleh. Hasil sintesis yang
telah murni ditimbang, dan diidentifikasi dengan spektrometer
massa resolusi tinggi, NMR, dan FTIR.

3.3.2 Prosedur Sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksindolil)
indolin-2-on (10b)

Sintesis 7-kloro-3,3-di(hidroksindolil)indolin-2-on (10b)
dilakukan dengan mengadaptasi prosedur sintesis 5,7-dibromo-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on ~ (10a).  Larutan 7-
kloroisatin (13b) (0,091 gram; 0,50 mmol) dan 5-hidroksiindola
(11) (0,13 gram, 0,98 mmol) dalam 15 mL metanol diaduk dan
dipanaskan hingga mencapai suhu 45 °C, kemudian ditambah
tiga tetes asam sulfat pekat. Larutan diaduk lebih lanjut pada
suhu 45 °C, reaksi yang berlangsung dipantau dengan KLT.
Hasil sintesis ditambah air dingin (20 mL) setelah reaksi
berlangsung tuntas, dan ditempatkan dalam penangas es selama
25 menit. Endapan yang diperoleh disaring, dicuci dengan air
dingin (2x10 mL), dikeringkan dalam desikator dan dicuci
dengan metanol dingin (10 mL). Padatan yang diperoleh
dikeringkan dalam desikator, sedangkan filtrat diuapkan pada
tekanan rendah dan dimurnikan dengan kromatografi kolom
menggunakan eluen etil asetat:n-heksana (3:2). Endapan dan
hasil pemurnian filtrat diuji kemurniannya dengan KLT dan
titik leleh. Hasil sintesis yang telah murni ditimbang, dan
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diidentifikasi dengan spektrometer massa resolusi tinggi,
NMR, dan FTIR.

3.3.3 Prosedur Sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksindolil)
indolin-2-on (10c)

Sintesis  7-bromo-3,3-di(5-hidroksindolil)indolin-2-on
(10c) dilakukan dengan mengadaptasi prosedur sintesis 7-
kloro-3,3-di(hidroksindolil)indolin-2-on  (10b). Larutan 7-
bromoisatin (13c) (0,11 gram; 0,49 mmol) dan 5-hidroksiindola
(11) (0,23 gram, 0,98 mmol) dalam 15 mL metanol diaduk dan
dipanaskan hingga mencapai suhu 45 °C, kemudian ditambah
tiga tetes asam sulfat pekat. Larutan diaduk lebih lanjut pada
suhu 45 °C, reaksi yang berlangsung dipantau dengan KLT.
Hasil sintesis ditambah air dingin (20 mL) setelah reaksi
berlangsung tuntas, dan ditempatkan dalam penangas es selama
25 menit. Endapan yang diperoleh disaring, dicuci dengan air
dingin (2x10 mL), dikeringkan dalam desikator dan dimurnikan
dengan kromatografi kolom gravitasi menggunakan eluen etil
asetat:n-heksana (3:2). Hasil pemurnian diuji kemurniannya
dengan KLT dan titik leleh. Hasil sintesis yang telah murni
ditimbang, dan diidentifikasi dengan spektrometer massa
resolusi tinggi, NMR, dan FTIR.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-
on (10a)

Sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10a) dilakukan dengan mereaksikan 5,7-dibromoisatin (13a)
dengan 5-hidroksiindola (11) dalam pelarut metanol pada suhu
45 °C selama 2 jam dengan katalis asam sulfat. Reaksi yang
berlangsung dipantau dengan KLT dan memberikan hasil
seperti dapat dilihat pada Gambar 4.1. Hasil pemantauan reaksi
menunjukkan bahwa hasil reaksi terbentuk pada menit ke-15
yang ditandai dengan adanya noda dengan Rf yang berbeda dari
noda reaktan yaitu 5,7-dibromoisatin (13a) dan 5-
hidroksiindola (11). Hasil pemantauan rekasi pada menit ke-45
hingga ke-90 menunjukkan bahwa noda 5-hidroksiindola (11)
dan 5,7-dibromoisatin  (13a) semakin menipis. Hasil
pemantauan pada menit ke-120 menunjukkan bahwa noda
kedua reaktan tidak tampak pada noda hasil reaksi yang
menandakan bahwa reaksi telah berlangsung tuntas.

Keterangan:

1 = 5,7-dibromoisatin (13a)

2 = hasil reaksi

3 = 5-hidroksiindola (11)

Eluen = n-heksana : etil
asetat (1:1)

15> 45 600 90> 1200
Gambar 4.1. Hasil pemantauan reaksi dengan KLT untuk
sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)
indolin-2-on (10a)

Hasil sintesis selanjutnya ditambah air dingin dan
ditempatkan dalam penangas es. Endapan yang terbentuk
selanjutnya disaring, dicuci dengan air, dikeringkan dalam
desikator dan diperoleh padatan putih sebanyak 0,26 gram. Uji
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kemurnian hasil reaksi dengan KLT dan KLT dua dimensi
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.2 menunjukkan noda
tunggal, yang mengindikasikan bahwa hasil sintesis merupakan
senyawa murni. Uji kemurnian hasil sintesis tersebut diperkuat
dengan uji titik lelen yang menunjukkan titik lelen 275-276 °C
(terdekomposisi), senyawa dianggap murni dengan rentang titik
leleh sebesar 1-2 °C (Hart, 2012)Keterangan eluen:
d = (1) n-heksana:etil

- I - a = etil asetat:dikloro
1 B ﬂ» asetat (1:6)

| metana (1:1)

; . b = n-heksana:etil

C e (2) metanol:etil

asetat (1:1)
Gambar 4.2. Hasil uji kemurnian 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on ~ (10a)  hasil

1 asetat (1:6)
asetat (1:1)
sintesis dengan KLT dan KLT dua dimensi

T ¢ = metanol:etil
L

Identifikasi senyawa hasil sintesis dengan spektrometer
massa menghasilkan data massa ion [M-H] dengan rumus
molekul C2H1sN3OsBr, yang sesuai dengan struktur 5,7-
dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10a) sebesar
549, 9417 yang hampir sama dengan hasil perhitungan sebesar
549,9402 (Gambar 4.3). Spektrum massa (ESI) ionisasi negatif
seperti dapat dilihat pada Gambar 4.3 dengan jelas
menunjukkan adanya puncak-puncak ion [M-H] akibat dua
gugus bromo dengan intensitas hampir 1:2:1. Perbandingan
massa ion [M-H] hasil analisis dan hasil perhitungan dapat
dilihat pada Tabel 4.1 yang menunjukkan bahwa massa hasil
analisis dan hasil perhitungan memiliki nilai yang hampir sama
yang membuktikan bahwa senyawa hasil sintesis merupakan
senyawa target yaitu 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indo
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lin-2-on (10a).

Tabel 4.1. Perbandingan data spektrum massa 5,7-dibromo-3,3-
di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a) hasil analisis
dan hasil perhitungan

lon Hasil analisis Hasil Perhitungan

549,9417 (“Br, "Br) 549,9402 ("Br, "Br)

[M-HT 551,9426 (“Br, ®Br) | 551,9381 (“Br, *'Br)

553,9478 (*'Br, ®Br) | 553,9361 (*Br, *'Br)

Identifikasi lebih lanjut dengan spektrometer 'H NMR
(dalam pelarut DMSO-ds) diperoleh spektrum *H NMR seperti
dapat dilihat pada Gambar 4.4 yang sesuai dengan struktur 5,7-
dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a). Spektrum
'H NMR menunjukkan adanya sinyal singlet untuk dua proton
OH pada pergeseran kimia (8) 8,56 ppm dan tiga sinyal singlet
pada pergeseran kimia (8) 10,73; 10,74; dan 11,00 ppm masing-
masing untuk tiga proton NH. Adanya gugus OH dalam
senyawa  5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10a) hasil sintesis diperkuat dengan spektrum FTIR
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.5 yang menunjukkan
serapan gugus OH pada bilangan gelombang 3340 cm™. Proton-
proton aromatik 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksindolil)indolin-
2-on (10a) memberikan sinyal doublet pada 6 6,53 ppm (J =2,4
Hz) untuk satu proton aromatik, sinyal singlet pada 6 6,56 ppm
untuk tiga proton aromatik, sinyal doublet pada & 6,73 ppm (J
= 2,6 Hz) untuk dua proton aromatik, sinyal double doublet
pada 6 7,14 ppm (J = 8,1 Hz; J = 1,2 Hz) untuk dua proton
aromatik, sinyal doublet pada 6 7,23 ppm (J = 1,8 Hz) untuk
satu proton aromatik, dan sinyal doublet pada & 7,66 ppm (J =
1,8 Hz) untuk satu proton aromatik.
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Gambar 4.5. Spektrum inframerah 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a) hasil
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Spektrum **C NMR (dalam pelarut DMSO-ds) hasil sintesis
menunjukkan 16 sinyal karbon yang sesuai dengan struktur
5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a)
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.6. Karbon kuartener
C3 dan karbonil C2 unit 5,7-dibromoisatin (13a) masing-
masing dengan jelas menunjukkan sinyal pada & 54,5 dan 178,5
ppm. Spektrum serapan inframerah sebagaimana dapat dilihat
pada Gambar 4.5 menunjukkan serapan gugus karbonil pada
bilangan gelombang 1703 cm™. Karbon-karbon aromatik
menunjukkan sinyal pada & 103,4; 105,1; 112,2; 112,4; 112,5;
114,0; 125,5; 126,6; 126,9; 132,0; 133,0; 138,5; 140,9; dan
150,5 ppm.

| H‘ | ‘\ |

1800 150.0 140.0 120.0 100.0 80.0 60.0

7N /N\\ —

178508
54.482

Pergeseran kimia (ppm)
Gambar 4.6. Spektrum C NMR 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on ~ (10a)  hasil
sintesis

Reaksi 5,7-dibromoisatin (13a) (0,15 gram; 0,49 mmol)
dan 5-hidroksiindola (11) (0,13 gram, 0,98 mmol) dalam
metanol (15 mL) dengan katalis asam sulfat pekat pada
temperatur 45 °C selama dua jam diperoleh 5,7-dibromo-3,3-
di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a) berupa padatan putih
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sebanyak 0,26 gram atau dengan rendemen 96% (perhitungan
rendemen dapat dilihat pada Lampiran B.1).

Mekanisme reaksi pembentukan 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10a); disarankan berlangsung
seperti dapat dilihat pada Gambar 4.7. Reaksi diawali dengan
protonasi atom oksigen gugus karbonil unit isatin dari 5,7-
dibromoisatin (13a) pada posisi C3 dengan katalis asam sulfat
sehingga karbon gugus karbonil menjadi lebih elektrofil, yang
selanjutnya diserang 5-hidroksiindola (11) melalui reaksi
substitusi aromatik elektrofilik pada posisi C3 sehingga
terbentuk intemediet berupa 5,7-dibromo-3-hidroksi-3-(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (12a). Gugus hidroksi dari
intermediet (12a) selanjutnya terprotonasi sehingga menjadi
gugus pergi yang baik kemudian bereaksi dengan 5-
hidroksiindola (11) sehingga terbentuk 5,7-dibromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10a) disertai dengan pelepasan air
dan terbentuknya kembali katalis asam sulfat.
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:0: R :3_1']
R] \\H_ 1
o OSO;H o
N i
H
Ry (13a-¢) Ry

(133) Rl =Br R2 =Br
(13b)R,=H R,=Cl
(13¢)R;=H R,=Br

E]\H HO O-H
YR A
HO 0 N 0

R OH an H N o

+ H20
(10a) R; =Br R,=Br

(IOb) Rl =H Rz = Cl
(10¢c)R,=H R,=Br
Gambar 4.7. Usulan mekanisme reaksi pembentukan
trisindolina (10a-c)
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4.2 Sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on

(10b)

Sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10b) dilakukan dengan mereaksikan 7-kloroisatin (13b)
dengan 5-hidroksiindola (11) dalam pelarut metanol pada suhu
45 °C selama 10,5 jam dengan katalis asam sulfat. Reaksi yang
berlangsung dipantau dengan KLT, dengan hasil seperti dapat
dilihat pada Gambar 4.8. Hasil pemantauan reaksi dengan KLT
menunjukkan bahwa hasil reaksi mulai terbentuk saat reaksi
berlangsung selama 15 menit yang ditandai dengan adanya
noda dengan Rf yang berbeda dari noda pereaksi 7-kloroisatin
(13b) dan 5-hidroksiindola (11). Hasil pemantauan rekasi pada
menit ke-90 hingga ke-390 menunjukkan bahwa noda 7-
kloroisatin (13b) dan 5-hidroksiindol (11) semakin menipis dan
pada menit ke-630 noda kedua reaktan telah tidak tampak pada
noda hasil reaksi yang menandakan bahwa reaksi telah
berlangsung tuntas.

Keterangan:

1 = 7-kloroisatin (13b)

2 = hasil reaksi

3 = 5-hidroksiindola (11)

Eluen = n-heksana : etil
asetat (1:1)

15> 90 225> 390> 630°

Gambar 4.8. Hasil pemantauan reaksi dengan KLT untuk
sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin
-2-on (10b)

Hasil sintesis selanjutnya ditambah air dingin, dan
ditempatkan dalam penangas es. Endapan yang terbentuk
selanjutnya disaring, dicuci dengan air, dikeringkan dalam
desikator sehingga diperoleh padatan coklat muda sebanyak
0,16 gram. Pemurnian hasil reaksi dengan kromatografi kolom
gravitasi (KKG) menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (2:3)
memberikan hasil KLT sebagaimana dapat dilihat pada Gambar
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4.9. Fraksi 13-25 memiliki noda tunggal dengan Rf yang sama
dan menandakan bahwa fraksi tersebut senyawa target sintesis
telah murni. Fraksi 13-25 digabung dan diuapkan pada tekanan
rendah dengan sehingga diperoleh padatan putih sebanyak 0,11
gram.

Gambar 4.9. Hasil KLT pemurnian hasil reaksi 7-bromoisatin
(13b) dan 5-hidroksiindola (11)

Uji kemurnian senyawa hasil pemurnian dengan KLT dan
KLT dua dimensi menunjukkan noda tunggal yang
mengindikasikan sebagai senyawa murni, sebagaimana dapat
dilihat pada Gambar 4.10. Uji kemurnian tersebut diperkuat
dengan uji titik leleh 246-247 °C (terdekomposisi), senyawa
disebut murni karena mempunyai rentang titik leleh sebesar 1-
2 °C (Hart, 2012).

Identifikasi senyawa hasil sintesis dengan spektrometer
massa menghasilkan data massa ion [M-H] dengan rumus
molekul C24H16N30sCl yang sesuai dengan struktur 7-kloro-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) sebesar 428,0809
yang hampir sama dengan hasil perhitungan sebesar 428,0802
(Gambar 4.11). Spektrum massa (ESI) ionisasi negatif seperti
dapat dilihat pada Gambar 4.11 dengan jelas menunjukkan
adanya puncak-puncak ion [M-H] akibat adanya satu gugus
kloro dengan intensitas hampir 3:1. Perbandingan massa ion
[M-H] hasil analisis dan hasil perhitungan dapat dilihat pada
Tabel 4.2 yang menunjukkan bahwa massa hasil analisis dan
hasil perhitungan memiliki nilai yang hampir sama yang
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membuktikan bahwa senyawa hasil sintesis merupakan
senyawa target yaitu 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-
2-on (10b).

Keterangan eluen:
a = n-heksana:etil asetat
(1:1)
b = etil asetat :
diklorometana (1:1)
¢ = n-heksana :
etil asetat (1:2)
d = etanol
e = (1) etilasetat :
diklorometana (1:1)
(2) n-heksana :
etil asetat (1:2)

Gambar 4.10. Hasil uji kemurnian 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksindolil)indolin-2-on  (10b)  hasil
sintesis dengan KLT dan KLT dua dimensi

Tabel 4.2. Perbandingan data spektrum massa 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) hasil analisis dan
hasil perhitungan

lon Hasil analisis Hasil Perhitungan
[M-H] 428,0809 (*Cl) 428,0802 (*ClI)
430,0844 (*'Cl) 430,0772 (*'Cl)

Identifikasi struktur senyawa hasil sintesis dengan
spektrometer *H NMR (dalam pelarut DMSO-ds) diperoleh
spektrum *H NMR seperti dapat dilihat pada Gambar 4.12 yang
sesuai dengan struktur 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-
2-on (10b). Spektrum 'H NMR tersebut dengan jelas
menunjukkan adanya sinyal singlet untuk dua proton OH pada
pergeseran kimia (3) 8,50 ppm dan tiga sinyal singlet pada
pergeseran kimia (3) 10,66; 10,67; dan 10,91 masing-masing
untuk tiga proton NH. Proton-proton aromatik 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) memberikan sinyal doublet
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pada 6 6,50 ppm (J = 2,4 Hz) untuk satu proton aromatik, sinyal
doublet pada 6 6,53 ppm (J = 2,4 Hz) untuk satu proton
aromatik, sinyal doublet pada 6 6,58 ppm (J = 2,3 Hz) untuk
dua proton aromatik, sinyal doublet pada 6 6,67 ppm (J = 2,6
Hz) untuk dua proton aromatik, sinyal triplet pada & 6,92 ppm
(J = 7,8 Hz) untuk satu proton aromatik, sinyal multiplet pada
& 7,09-7,12 untuk tiga proton aromatik dan sinyal double
doublet pada & 7,26 ppm (J = 8,2 Hz; J = 1,0 Hz) untuk satu
proton aromatik.

Spektrum **C NMR hasil sintesis menunjukkan 16 sinyal
karbon yang sesuai dengan struktur 7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) sebagaimana dapat dilihat
pada Gambar 4.14. Karbon kuartener C3 dan karbonil C2 unit
7-kloroisatin (13b) masing-masing dengan jelas menunjukkan
sinyal pada & 54,0 dan 179,1 ppm. Spektrum inframerah
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.13 menunjukkan
serapan pada bilangan gelombang 1703 cm™ untuk gugus
karbonil. Karbon-karbon aromatik menunjukkan sinyal pada &
105,4; 112,0; 112,4; 113,1; 114,3; 123,2; 123,9; 125,4; 126,8;
128,2; 132,0; 136,9; 139,6 dan 150,4 ppm.

Reaksi 7-kloroisatin (13b) (0,091 gram; 0,50 mmol) dan 5-
hidroksiindola (11) (0,13 gram, 0,98 mmol) dalam 15 mL
metanol dengan katalis asam sulfat pekat pada temperatur 45 °C
selama 630 menit diperoleh 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)in
dolin-2-on (10b) berupa padatan putih sebanyak 0,11 gram atau
dengan rendemen 52% (perhitungan rendemen dapat dilihat
pada Lampiran B.1). Mekanisme reaksi pembentukan 7-kloro-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) dapat dilihat pada
Gambar 4.7.
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4.3 Sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on

(10c)

Sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10c) dilakukan dengan mereaksikan 7-bromoisatin (13c) dan
5-hidroksiindola (11) dalam pelarut metanol pada suhu 45 °C
selama 3,5 jam dengan katalis asam sulfat. Reaksi yang
berlangsung dipantau dengan KLT dengan hasil seperti dapat
dilihat pada Gambar 4.15. Hasil pemantauan reaksi
menunjukkan bahwa hasil reaksi terbentuk Kketika reaksi
berlangsung 15 menit yang ditandai dengan terbentuknya noda
dengan Rf yang berbeda dari noda kedua reaktan yaitu 7-
bromoisatin (13c) dan 5-hidroksiindola (11). Hasil pemantauan
reaksi pada menit ke-45 hingga 150 menunjukkan bahwa noda
5-hidroksiindola (11) dan 7-bromoisatin (13c) semakin
menipis, dan pada menit ke-210 noda kedua reaktan tidak
tampak pada noda hasil reaksi yang menandakan bahwa reaksi
telah berlangsung tuntas.
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- L | Keterangan:
4 " 1=7-bromoisatin (13c)

3 = 5-hidroksiindola (11)
‘ Eluen = n-heksana : etil

g8

210°

! 2 = hasil reaksi

asetat (1:1)

Gambar 4.15. Hasil pemantauan reaksi dengan KLT untuk
sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)
indolin-2-on (10c¢)

Hasil sintesis selanjutnya ditambah air dingin dan
ditempatkan dalam penangas es. Endapan yang terbentuk
selanjutnya disaring, dicuci dengan air, dikeringkan dalam
desikator sehingga diperoleh padatan sebanyak 0,15 gram.
Pemurnian endapan dilakukan dengan kromatografi kolom
gravitasi (KKG) menggunakan eluen n-heksana:etil asetat
(2:3). Fraksi-fraksi yang diperoleh dipantau dengan KLT yang
memberikan hasil sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.16.
Fraksi 13-23 memiliki noda tunggal dengan Rf yang sama dan
mengindikasikan sebagai senyawa murni, kemudian digabung
dan diuapkan pada tekanan rendah sehingga diperoleh padatan
hijau sebanyak 0,094 gram. Uji kemurnian hasil pemurnian
dengan KLT dan KLT dua dimensi sebagaimana dapat dilihat
pada Gambar 4.17 menunjukkan noda tunggal yang
mengindikasikan sebagai senyawa murni. Hal ini diperkuat
dengan pengujian titik leleh yang menunjukkan titik leleh 246-
247°C (terdekomposisi). Senyawa dianggap murni dengan
rentang titik leleh sebesar 1-2 °C (Hart, 2012).



41

06
S R e e R R s (S TR A i
i3 5 7 o 11 35 {9V M 233 21 n 3 3NN & AL B

Gambar 4.16. Hasil KLT pemurnian hasil reaksi 7-bromoisatin
(13c) dan 5-hidroksiindola (11)
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Gambar 4.17. Hasil uji kemurnian 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) hasil
sintesis dengan KLT dan KLT dua dimensi

Identifikasi senyawa hasil sintesis dengan spektrometer
massa menghasilkan data massa ion [M-H-H] dengan rumus
molekul Cz4H16N3O3Br yang sesuai dengan struktur 7-bromo-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) sebesar 472,0301
yang hampir sama dengan hasil perhitungan sebesar 472,0297
(Gambar 4.18). Spektrum massa (ESI) ionisasi negatif seperti
dapat dilihat pada Gambar 4.18 dengan jelas menunjukkan
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adanya puncak-puncak ion [M-H- H,] akibat adanya satu gugus
bromo dengan intensitas hampir 1:1. Perbandingan massa ion
[M-H-Hz] hasil analisis dan hasil perhitungan dapat dilihat pada
Tabel 4.3 yang menunjukkan bahwa massa hasil analisis dan
hasil perhitungan memiliki nilai yang hampir sama yang
membuktikan bahwa senyawa hasil sintesis merupakan
senyawa target yaitu 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-
2-on (10c).

Tabel 4.3. Perbandingan data spektrum massa 7-bromo-3,3-
di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) hasil analisis
dan hasil perhitungan

lon Hasil analisis Hasil Perhitungan
[M-H-H] 470,0338 ("Br) 470,0146 (“Br)
2 472,0301 (*Br) 472,0125 (*'Br)

Identifikasi lebih lanjut dengan spektrometer *H NMR
(dalam pelarut DMSO-ds) memberikan spektrum *H NMR
seperti dapat dilihat pada Gambar 4.19, yang sesuai dengan
struktur 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c).
Spektrum dengan jelas menunjukkan sinyal singlet proton OH
pada () 8,52 ppm, dan tiga sinyal singlet pada pergeseran kimia
(6) 10,67; 10,67; danl0,78 ppm masing-masing untuk tiga
proton NH. Hal ini diperkuat dengan spektrum FTIR
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 4.20 yang
menunjukkan serapan gugus OH pada bilangan gelombang
3381 cm. Proton-proton aromatik memberikan sinyal
multiplet pada § 6,51-7,40 ppm. Perbandingan data *"H NMR
5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10a), 7-
kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) dan 7-bromo-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) hasil sintesis
terhadap dapat dilihat pada Tabel 4.4.
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Spektrum **C NMR (dalam pelarut DMSO-ds) hasil sintesis
menunjukkan 16 sinyal karbon yang sesuai dengan struktur 7-
bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) sebagai-
mana dapat dilihat pada Gambar 4.21. Karbon kuartener C3 dan
karbonil C2 unit 7-bromoisatin (13c) masing-masing dengan
jelas menunjukkan sinyal pada 6 54,3 dan 179,0 ppm. Spektrum
serapan inframerah sebagaimana dapat dilihat pada Gambar
4.20 yang menunjukkan serapan gugus karbonil pada bilangan
gelombang 1703 cm™. Karbon-karbon aromatik menunjukkan
sinyal pada & 102,5-150,4 ppm. Perbandingan data *C NMR
5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10a), 7-
kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) dan 7-bromo-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) hasil sintesis dapat
dilihat pada Tabel 4.5.

| || |||| i
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Gambar 4.21. Spektrum ®C NMR 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) hasil sintesis
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Reaksi 7-bromoisatin (13c) (0,11 gram; 0,49 mmol) dan 5-
hidroksiindola (11) (0,13 gram; 0,98 mmol) dalam metanol (15
mL) dengan Katalis asam sulfat pekat pada temperatur 45 °C
selama 3,5 jam diperoleh 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (10c) berupa padatan hijau
sebanyak 0,10 gram atau dengan rendemen 43% (perhitungan
rendemen dapat dilihat pada Lampiran B.3). Mekanisme reaksi
pembentukan  7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10c) dapat dilihat pada Gambar 4.7.
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BAB V
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Sintesis tiga trisindolina turunan 5-hidroksiindola dapat
dilakukan dengan mereaksikan masing-masing  5,7-
dibromoisatin (13a), 7-kloroisatin (13b), dan 7-bromoisatin
(13c) dengan 5-hidroksiindola (11) dalam pelarut metanol dan
katalis H>SO.. Tiga turunan trisindolina tersebut berupa 5,7-
dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a), 7-kloro-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) dan 7-bromo-3,3-
di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c). Senyawa 5,7-dibromo-
3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on  (10a) yang diperoleh
berupa padatan putih dengan rendemen sebesar 96%. Senyawa
7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on ~ (10b)  yang
diperoleh berupa padatan putih dengan rendemen sebesar 52%.
Senyawa 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c)
yang diperoleh berupa padatan hijau dengan rendemen sebesar
43%.

5.2 Saran

Uji aktivitas antituberkulosis senyawa 5,7-dibromo-3,3-
di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on ~ (10a),  7-kloro-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on  (10b) dan 7-bromo-3,3-di(5-
hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) terhadap bakteri H37Rv
perlu dilakukan.
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A. Skema Kerja

A.1 Sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-

on (10a)

LAMPIRAN

5,7-Dibromoisatin

5-Hidroksiindola

(13a) (0,15 gram; (11) (0,13 gram; n%eStgr:I(;I
0,49 mmol) 0,98 mmol)
| | ]

Diaduk dan dipanaskan hingga
mencapai suhu 45°C

Larutan pada suhu

45°C

3 tetes H,SO4
pekat

[~ Disaring

Endapan

—— Diaduk lebih lanjut selama 2 jam
(reaksi dipantau dengan KLT)
— Ditambah 20 mL air dingin

|~ Ditempatkan dalam penangas es
selama 25 menit

Filtrat

—— Dicuci air dingin (2x10 mL)
— Dikeringkan dalam desikator dan ditimbang

— Diuji kemurnian dengan KLT dan titik leleh
[ Diidentifikasi dengan spektrometer NMR, FTIR,
dan massa

5,7-Dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10a)
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A.2 Sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on

(10b)
7-Kloroisatin 5-Hidroksiindola 15 mL
1 1 :
(13b) (0,09 (11) (0,13 gram; metanol

gram; 0,5 mmol)

0,98 mmol)

—— Diaduk dan dipanaskan hingga
mencapai suhu 45°C

Larutan pada suhu 3 tetes H2SO4
45°C pekat
|
— Diaduk lebih lanjut selama 630 menit
(reaksi dipantau dengan KLT)

- Ditambah 20 mL air dingin
—— Ditempatkan dalam penangas es
selama 25 menit
—— Disaring

| |
Endapan Filtrat

—— Dicuci air dingin (2x10 mL)
— Dikeringkan dalam desikator
— Dicuci metanol dingin (10 mL)
— Disaring

I 1

Endapan Filtrat

Dikeringkan dalam Diuapkan pada tekanan rendah,
desikator dimurnikan dengan kromatografi kolom

menggunakan eluen n-heksana:etil

asetat (2:3)
— Diuji kemurnian dengan KLT, titik leleh, dan

ditimbang

}— Diidentifikasi dengan spektrometer NMR, FTIR,
dan massa

7-Kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10b) /
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A.3 Sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on

(10c)
7-Bromoisatin 5-Hidroksiindola 15 mL
(13c) (0,11 gram; (11) (0,13 gram;
0,49 mmol) 0,98 mmol) metanol
| ] |
r Diaduk dan dipanaskan hingga
mencapai suhu 45°C
Larutan pada suhu 3 tetes H2SO4
45°C pekat
|
| Diaduk lebih lanjut selama 3,5 jam
(reaksi dipantau dengan KLT)
—— Ditambah 20 mL air dingin
—— Ditempatkan dalam penangas es
selama 25 menit
—— Disaring
| 1
Endapan Filtrat

Dicuci air dingin (2x10 mL)

Dikeringkan dalam desikator

Dimurnikan dengan kromatografi kolom
menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (2:3) dan
ditimbang

Diuji kemurnian dengan KLT dan titik leleh
Diidentifikasi dengan spektrometer NMR, FTIR,
dan massa

7-Bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on (10c) /
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B. Perhitungan Rendemen Hasil Sintesis
B.1 Sintesis 5,7-dibromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-

on (10a)
D
N
Br HO
1 H
;» Br
N HzSO4 5 CHSOH OH
H
Br
(132) Br (10a)

Mr CgH3sO2NBr; (138.) = 304,93 g/mol

Mr CgH/NO (11) = 133,15 g/mol
Mr C24H15N3038r2 (103.) = 553,04 g/mol
Perhitungan:

a. Massa CgH3zO2NBr (13a) =0,15¢

0,15¢

Mol CgH3O:NBr (13a) ~304.93 g/mol

= 0,49 x 10" mol = 0,49 mmol
b. Massa CgH/NO (11) =0,13¢g
_ 0l3g
Mol CgH/NO (11) = —133’15 o/mol
= 0,98 x 10° mol = 0,98 mmol
c. Mol CzH1sNO2Br, (10a) = 0,49 mmol = 0,49 x 10?
mol
d. Massa teoritis C24H1sN3O3Br, (10a) yang diperoleh
= 0,49 x 10° mol x 553,04 g/mol
=0,279g

massa hasil sintesis
Rendemen = — x 100%
massa teoritis

_026¢g
X 100% =96%
027g
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B.2 Sintesis 7-kloro-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on
(10b)

Mr CsH4O,NCI (13b) = 181,58 g/mol
Mr CgH/NO (11) = 133,15 g/mol
Mr C24H15N303C| (10b) = 428,88 g/mol
Perhitungan:
a. Massa CgH4O2NCI (10b) =0,091 g
0,091 g
Mol CgH4O.NCI (10b) = m
= 0,50 x 10 mol = 0,50 mmol
b. Massa CgH/,NO (11) =0,13¢g
. 0l13g
Mol CgH/NO (11) = m
= 0,98 x 10° mol = 0,98 mmol
c. Mol CaH1sNz03Cl (10b) = 0,49 mmol = 0,49 x 103
mol
d. Massa teoritis C24H1sN3O3Cl (10b) yang diperoleh
= 0,49 x 10 mol x 428,88 g/mol
=0,21¢g

massa hasil sintesis
Rendemen = — X 100%
massa teoritis
0,1103 g
=—x 100%
02144 ¢

= 52%
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B.3 Sintesis 7-bromo-3,3-di(5-hidroksiindolil)indolin-2-on

(10c)
(11)
N HQSO4’CH3OH
H
T
(13¢)

Mr CgH4O.NBr (13C) = 226,03 g/mol

Mr CgH/NO (11) = 133,15 g/mol

Mr C24H15N30:;Br (10C) = 474,34 g/mol

Perhitungan:

a. Massa CgHsO2NBr (13c) =0,13¢
Mol C8H402N Br (130) = ﬁ?ﬂml

=0,58 x 10" mol = 0,58 mmol

b. Massa CgH/NO (11) =0,13¢g

_ 0l3g

" 133,15 g/mol

= 0,98 x 10° mol = 0,98 mmol

c. Mol C24H1sNO2Br (10c) = 0,49 mmol = 0,49 x 10 mol

d. Massa teoritis C24H1sN3O3Br (10¢) yang diperoleh
= 0,49 x 10° mol x 474,34 g/mol
=0,23¢9

Mol CgH/NO (11)

massa hasil sintesis
Rendemen = — x 100%
massa teoritis

0,10 g
= X 100%
0,23 g

=43%
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