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ABSTRACT

The aim of the research is to synthesize the compound of Precursor of ABA from MSG the starting material by
structural modification as well as to determine the characteristics and physical properties of the synthesis
compound. It was done by modification of chemical structure starting with glutamic acid isolation from MSG.
Then it isolate reacted with AICI3 to obtain the ABA compound precursor. The rendemen was 18.5%, of
synthesis identification obtained of white powder, odorless, dissolves in hot water and melt at a temperature of
187-189 °C. The UV-Vis spectrophotometry showed that the synthesis process formed a new compound.
Confirm with HPLC analysis.

Keywords: ABA Precursor, Modified structure, MSG.
PENDAHULUAN

Dalam usaha pengembangan pembuatan senyawa baru dibidang farmasi, dapat dilakukan
modifikasi struktur dari suatu senyawa. Hal ini biasa dikenal dengan sebutan sintesis senyawa kimia.
Modifikasi struktur dilakukan dengan melalui reaksi kimia sederhana maupun reaksi yang kompleks .
Pengembangan pembuatan senyawa baru melalui modifikasi struktur, dapat dilakukan dengan
menggunakan senyawa yang memiliki kemiripan struktur. Seperti halnya senyawa MSG memiliki
kemiripan struktur dengan ABA. ABA juga dikenal sebagai homoalanine dan merupakan asam amino
non-proteinogenik (Liao, Zhang, & Cho, 2016). ABA biasa digunakan sebagai zat antara dalam
industri kimia dan farmasi sebagai prekursor untuk antikonvulsan (brivaracetam dan levetiracetam)
dan antituberkulosi (Etambutol) (El-Sayed, 2015).

Sejauh ini penelitian mengenai produksi ABA dilakukan dengan memanfaatkan bioteknologi,
dimana ABA diproduksi melalui metode enzimatik dengan reaksi transaminasi antara 2-oksobutyric
acid dan donor amino seperti asam aspartat melalui reaksi transaminase, atau aminasi reduktif 2-
oksobutyric acid oleh leucine dehydrogenase (LeuDH, EC ) (Tao, Jiang, Zhu, & Yang, 2013).

Seperti yang telah kita ketahui produksi senyawa dengan pemanfaatan bioteknologi relatif mahal.
Sehingga dalam rangka pengembangan pembuatan senyawa ABA dibidang farmasi, maka penulis
akan melakukan sintesis prekusor senyawa ABA. Sintesis prekursor senyawa ABA ini dilakukan
dengan menggunakan starting material MSG, kemudian dengan adanya katalis AICI3 yang akan
mempercepat laju reaksi kimia sehingga diperoleh prekursor senyawa ABA.

MSG merupakan garam natrium dari asam glutamat yang termasuk asam amino non esensial
(Iswara & Yonata, 2016). Masyarakat telah mengonsumsi MSG sebagai penyedap masakan atau
penguat rasa (flavor enchancer) yang biasanya disebut dengan micin. Karena MSG banyak tersedia
dipasaran dan relatif murah, maka diharapkan produksi prekursor senyawa ABA dengan starting
material MSG dapat lebih efektif dari metode sebelumnya dalam pengadaan senyawa ABA.

Penelitian yang dilakukan oleh Harold king (1941) bahwa isolasi asam glutamat dapat diperoleh
dari tepung terigu dan MSG (ANM). Sehingga dengan memanfaatkan penelitian isolasi asam glutamat
dari MSG, maka dapat dilakukan sintesis prekursor senyawa ABA. Hasil sintesis diharapkan dapat
bermanfaat dalam bidang farmasi terutama dalam pengadaan senyawa ABA yang berfungsi sebagai
prekursor untuk antikonvulsan (brivaracetam dan levetiracetam) dan antituberkulosis (etambutol).

METODE PENELITIAN
Jalannya Penelitian
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Prosedur isolasi senyawa asam glutamat dari MSG
Proses isolasi asam glutamat dari MSG dapat dilakukan dengan cara, sebanyak 30 g
MSG dimasukan dalam erlenmeyer dan dilarutkan dalam 30 ml air, kemudian tambahkan 120
ml asam klorida 2 N dan didihkan (refluks) +15 menit. Larutan hasil refluks yang diperoleh
ditambahkan sedikit karbon aktif, diamkan sebentar agar karbon aktif dapat bekerja, kemudian
saring pada keadaan panas. Setelah itu larutan didiamkan pada lemari es semalam atau £24 jam
sehingga terbentuk kristal, yang merupakan kristal dari asam glutamat yang diisolasi.
Selanjutnya kristal asam glutamat yang diperoleh disaring dan dicuci dengan air es. Kemudian
kristal asam glutamat ditimbang dan dihitung presentase hasilnya (Kingl, 1925) (King2, 1941).
Identifikasi asam glutamat
Identifikasi meliputi Organoleptis dan kelarutan senyawa asam glutamate; uji Jarak
Lebur; Analisis Spektrofotometer UV-Vis dan Analisis Spektroskopi FT-IR
Sintesis prekursor senyawa ABA
Proses sintesis prekursor senyawa ABA dilakukan dengan cara modifikasi struktur
sebagai berikut : timbang 7,5 gr asam glutamat kemudian dilarutkan dengan air 10 ml. Larutkan
AICI3 dengan 15 ml asam klorida 2 N, AIClz yang berfungsi sebagai katalisator. Kemudian
refluks kurang lebih 15 menit pada suhu 1000C. Selanjutnya dilakukan kristalisasi dengan
proses pendinginan pada lemari pendingin selama 24 jam, sehingga kristal akan terbentuk
(Pinalia, 2011).
Pemurnian hasil sintesis prekursor senyawa ABA
Larutan hasil sintesis yang diperoleh dimurnikan dengan metode rekristalisasi dengan
pelarut tunggal. Tahap rekristalisasi dilakukan dengan cara melarutkan hasil sintesis kedalam
aquadest hingga larut, kemudian dilakukan ekstraksi dengan menambahkan pelarut
kloroform. Hasil ekstraksi diambil fase airnya, selanjutnya di rekristalisasi dengan cara
dipanaskan hingga pelarut menguap dan diperoleh kristal, selanjutnya dilakukan identifikasi
senyawa ABA (Pinalia, 2011).
Identifikasi prekursor senyawa ABA
(i) Pemeriksaan organoleptis dan kelarutan.
Pemeriksaan organoleptis yang dilakukan meliputi bentuk, warna, bau (Elena,
2016). Pada uji kelarutan dari produk sintesis dilakukan dengan Akuades sebanyak 2 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Prosedur yang serupa dilakukan dengan larutan NaOH
10%, etanol 96%, kloroform, dan etil asetat (Suminar, 2016).
(if) Pemeriksaan Pemurnian Senyawa N-Benzoyl Glutamida.
o Uji Jarak Lebur
Sampel senyawa produk sintesis diisikan ke dalam pipa kapiler, kemudian
dimasukkan ke dalam alat pengukur titik lebur (Stuart Melting Point System). Amati
peleburan sampel dan catat suhu waktu pertama kali melebur hingga semua kristal
melebur dengan kenaikan suhu 1° C per-menit (Elena, 2016).
o Analisis Kromatografi Lapis Tipis
Analisa dilakukan berdasarkan hasil uji KLT dengan cara Senyawa hasil sintesis
dilarutkan dalam pelarut yang sesuai, ditotolkan sebanyak + 3uL pada lempeng KLT
silika gel GF254 menggunakan pipa kapiler 0,5-10 pL. Lakukan penotolan senyawa
pembanding dengan cara yang serupa, dimana jarak antar zat adalah 1 cm.
Pengembangan dilakukan dengan jarak rambat fase gerak 8 cm dalam bejana yang berisi
fase gerak yang sesuai. Pengamatan terhadap bercak yang terbentuk dilakukan dengan
UV 254 nm, kemudian dihitung Rf bercak (Harmita, 2009).(Harmita, 2009).
(iii) Pemeriksaan Konfirmasi Struktur
¢ Analisis Spektrofotometer UV-Vis
Sampel produk sintesis yang telah diisolasi kemudian di lakukan analisa dengan
dilarutkan dalam etil asetat, etanol 96%, kloroform dan NaOH 10% selanjutnya diukur
serapannya pada daerah UV pada panjang gelombang 200-400 nm, dan amati serapan pada
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panjang gelombang maksimumnya. Sebagai pembanding, digunakan starting material dan
dilakukan dengan cara serupa (Pavia, 2009) (Silverstein, 2005).
o Analisis Spektroskopi FT-IR

Sampel hasil isolasi + 1 mg (1-2%) dihaluskan. Kemudian sampel yang telah
dihaluskan dimasukkan dalam alat FT-IR dengan kondisi ATR (Attenuated Total
Reflectance). Dibuat spektrum inframerah pada bilangan gelombang (v) = 500-4000 cm-1
dan diidentifikasi pita absorbsi yang khas dari gugus fungsi pada spektrum inframerah.
Digunakan pembanding monosodium glutamat dan pengujian dilakukan dengan cara yang
serupa (Silverstein, 2005).

e Analisis HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Identifikasi senyawa produk sintesis dengan menggunakan HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) dilakukan dengan menimbang sebanyak 5 ml
sampel hasil sintesis dilarutkan dalam 5 ml pelarut HCI. Kemudian larutan disaring dengan
menggunakan filter syringe, lalu di masukkan dalam vial 2 mL, dan injeksikan ke dalam
sistem HPLC. Kondisi kromatografi pada instrumen HPLC digunakan kolom Cis dengan
laju alir 5000 ml/menit, volume yang diinjeksikan 20 pl dan dilakukan dengan
perbandingan eluen 50:50 (metanol : air) serta lamanya waktu pengukuran selama 5 menit.
Lalu Identifikasi hasil spektrum HPLC yang muncul. Lakukan sesuai cara diatas pada
senyawa pembanding (Andriani, Nashrianto, & Aminingsih, 2016).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sintesis prekursor senyawa ABA diawali dengan proses isolasi asam glutamat sebagai produk
antara dalam melakukan sintesis. Isolasi asam glutamat yang dilakukan menggunakan starting
material yang tersedia melimpah di pasaran yaitu MSG. Penggunakan material MSG ini diharapkan
dapat membentuk senyawa baru dari senyawa yang banyak tersedia dipasaran sehingga biaya
produksi lebih murah. Isolasi asam glutamat dilakukan dengan cara melarutkan MSG kedalam
aquadest dan ditambahkan HCL 2N, selanjutnya dilakukan pemanasan (refluks) kemudian
dikristalisasi dengan cara pendinginan.

Penambahan aquadest berfungsi untuk melarutkan MSG, penambahan HCI 2N pada reaksi ini
bertujuan agar tercapainya kondisi isoelektrik, sehingga pada proses kristalisasi dapat terbentuk
kristal. Fungsi pemanasan (refluks) adalah untuk meningkatkan kecepatan reaksi.

Setelah campuran direfluks, kemudian dalam keadaan panas ditambahkan karbo adsorben 1
tablet, tujuannya untuk menyerap sisa zat reaksi yang dapat terserap oleh adsorben, tunggu hingga 3
menit agar karbo adsorben bekerja, lalu saring dalam keadaan panas. Selanjutnya dilakukan
pemurnian dengan kristalisasi penurunan suhu selama 24 jam, hal ini dikarenakan asam glutamat
tidak dapat larut dalam air dingin, sehingga pada suhu dingin kristal asam glutamat dapat terbentuk.
Kristal asam glutamat yang diperoleh kemudian di ambil dan dibilas dengan air dingin untuk
menghilangkan sisa HCI dan sisa zat reaksi yang dapat larut dengan air dingin. Hasil isolasi asam
glutamat yang diperoleh sebesar 17,86 %.

Senyawa hasil isolasi kemudian dilakukan uji organoleptis yang dibandingkan dengan standar
asam glutamat. Senyawa produk isolasi berbentuk serbuk amorf, putih, mengkilat, tidak berbau. Larut
dalam air panas, NaOH 10%. Uiji titik lebur senyawa hasil isolasi 214 °C-216 °C. Pada kemurnian
pada uji kromatografi lapis tipis menggunakan fase gerak yaitu kloroform : metanol (2:8). Dari hasil
analisa KLT yang dilakukan, diperoleh bercak tunggal dengan nilai Rf 0,82.

Untuk memastikan senyawa hasil isolasi bukan senyawa MSG, dilanjutkan dengan uji
spektrofotometri UV-Vis. Pengamatan dengan spektrofotometri UV-Vis dilakukan dengan mengamati
profil senyawa hasil isolasi yang dibandingkan dengan profil MSG pada spektrum UV. Dengan
melarutkan senyawa pada masing-masing pelarut yang berbeda yaitu NaOH 10%, atanol 96%, etil
asetat dan kloroform, kemudian diamati serapannya pada panjang gelombang 200-400 nm.
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Dari hasil profil senyawa hasil isolasi dan senyawa MSG menunjukan adanya perbedaan profil
spektra UV, pada pelarut etanol 96% hasil spektra senyawa hasil isolasi menunjukkan serapan
maksimum pada panjang gelombang 262 nm, sedangkan pada senyawa MSG memberikan hasil
serapan maksimum pada panjang gelombang 260 nm, dari hasil tersebut menunjukkan adanya
pergeseran hipsokromik (262 nm ke 260 nm). Pergeseran hipsokromik adalah pergeseran hasil
absorbansi ke daerah panjang gelombang yang lebih pendek karena adanya substitusi atau efek
pelarut. Senyawa hasil isolasi pada pelarut NaOH 10% memberikan hasil serapan maksimum pada
panjang gelombang 260 nm dan pada senyawa asalnya MSG tidak memberikan nilai serapan
maksimum. Sedangkan pada pelarut kloroform dan etil asetat tidak memberikan serapan maksimum,
akan tetapi profil senyawa hasil isolasi pada pelarut kloroform dan etil asetat memberikan profile
yang berbeda dengan MSG. Dari hasil profil spektrum UV dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil
isolasi merupakan suatu senyawa baru yang berbeda dengan MSG.

Selanjutnya untuk memastikan bahwa senyawa hasil isolasi merupakan asam glutamat, maka
dilakukan uji analisa dengan FTIR. Analisa serapan FTIR dilakukan untuk mengetahui gugus
fungsional yang terdapat dalam senyawa uji. Suatu senyawa memiliki spektra IR yang berbeda, hal ini
disebabkan adanya transisi elektron yang terjadi akan terkait dengan perubahan vibrasi didalam
molekul. Hasil spektra IR senyawa isolasi kemudian dibedakan dengan spektra IR asam glutamat
standar dan MSG.

Data spektra IR senyawa hasil isolasi menunjukkan adanya vibrasi —OH yang melebar pada
daerah bilangan gelombang 3441,01 cm-1, Pita tersebut juga didukung oleh adanya vibrasi bending
pada daerah bilangan gelombang 1735,93 cm-1 yang merupakan gugus C=0 pada karbonil asam.
Data spektra IR senyawa hasil isolasi yang lain yaitu adanya pita spesifik yang merupakan vibrasi
gugus N-H pada daerah bilangan gelombang 3371,57 cm-1.

Selanjutnya dilakukan pengamatan spektra IR pada MSG (Gambar 4.2). Pengamatan hasil
spektra IR dilihat pada daerah sidik jari (dari 1500 cm-1 ke 500 cm-1), pada daerah tersebut setiap
senyawa organik akan memberikan pola yang berbeda. Perbandingan spektra pada daerah sidik jari
senyawa hasil isolasi dan MSG menunjukan adanya perbedaan pola serapan, sehingga dapat
disimpulkan bahwa senyawa hasil isolasi merupakan senyawa yang berbeda dengan starting
materialnya (MSG).

Kemudian hasil spektra IR senyawa hasil isolasi dibandingkan dengan data spektra IR asam
glutamat standar (Gambar 4.3). Pengamatan dimulai dari pola di daerah sidik jari (dari 1500 cm-1 ke
500 cm-1) karena pada daerah sidik jari memberikan pola yang berbeda pada setiap senyawa organik
sehingga dapat digunakan untuk membandingkan senyawa yang di uji dengan senyawa standarnya.
Dilihat dari hasil spektra IR produk isolasi dann spektra IR standar asam glutamat memiliki sedikit
kemiripan pola serapan pada daerah sidik jari (dari 1500 cm-1 ke 500 cm-1),

Kemudian sintesis senyawa diawali dengan cara hasil isolasi dilarutkan kedalam air dan
tambahkan katalis AICI; yang sebelumnya sudah dilarutkan kedalam HCI 2N selanjutnya dipanaskan
(refluks). Hasil refluks dikristalisasi selama 24 jam kedalam lemari es, kemudian hasil kristalisasi
diambil dengan cara disaring. Untuk menghilangkan senyawa pengotor sisa reaksi maka dilakukan
rekristalisasi. Sebelum proses rekristalisasi produk hasil sintesis diekstraksi dengan cara senyawa
hasil sintesis dilarutkan kedalam aquades hingga benar-benar larut, kemudian diekstraksi
menggunakan pelarut aquadest dan kloroform dengan 3 kali pengulangan. Pada proses ekstraksi
diambil fase air, kemudian fase air yang diperoleh dikristalisasi dengan pemanasan hingga pelarut
tidak tersisa dan diperoleh kristal.

Pada proses sintesis senyawa, penggunaan aquadest berfungsi untuk melarutkan asam glutamat,
sedangkan HCI 2N digunakan sebagai pelarut 0,05 g AICls. Penggunaan AICIl; berperan sebagai
katalis pada tahap pembentukan senyawa sintesis sehingga dapat mempercepat laju reaksi. Fungsi
pemanasan (refluks) adalah untuk meningkatkan kecepatan reaksi serta menambah kelarutan asam
glutamat. Hasil sintesis berupa serbuk putih yang mengendap didasar wadah, endapan yang diperoleh
kemudian disaring dengan kertas saring, selanjutnya dilakukan rekristalisasi.Sebelum proses
rekristalisasi ditambahkan kloroform untuk proses ekstraksi, fungsi penambahan kloroform adalah
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untuk menarik AICls. Hasil ekstraksi diperoleh fase air, kemudian dilanjutkan dengan proses
rekristalisasi dengan pemanasan hingga fase air menguap secara keseluruhan. Dari proses
rekristalisasi diperoleh serbuk kering berwarna putih. Kemudian serbuk yang diperoleh di timbang
dan didapatkan senyawa hasil sebanyak 1,39 gr dengan rendemen sebesar 18,6 %.

Senyawa sintesis yang diperoleh berbentuk serbuk amorf, putih, tidak berbau, larut dalam air,
NaOH 10% dan HCI. Pengamatan titik lebur senyawa hasil sintesis menggunakan Stuart Melting
Point. Hasil titik lebur produk sintesis (187-189° C). Pada uji kemurnian senyawa hasil isolasi dengan
KLT digunakan fase diam silika gel GF2s4, dan 2 macam fase gerak dengan tingkat kepolaran yang
berbeda.

Table 1. nilai Rf senyawa hasil

No | Fase Gerak Nilai Rf
1. | Etil asetat : Diklorometan (5:2) 0,76
2. | Aseton : Diklorometan (10:2) 0,78

Dari hasil analisa KLT yang dilakukan, diperoleh bercak tunggal dengan nilai Rf yang hampir
sama yaitu 0,76 dan 0,78. Hal ini menunjukan senyawa hasil isolasi murni secara KLT.

Selanjutnya dilakukan pengamatan dengan spektrofotometri UV-Vis dilakukan dengan
mengamati profil senyawa hasil sintesis yang dibandingkan dengan profil asam glutamat, dengan
masing-masing pelarutnya yaitu NaOH 10%, atanol 96%, etil asetat dan kloroform. Kemudian
diperiksa serapan pada panjang gelombang 200-400 nm. Digunakan variasi pelarut lebih dari satu
bertujuan untuk membandingkan hasil spektrum UV yang satu dengan yang lainnya. Dari hasil profil
senyawa hasil sintesis dan senyawa produk isolasi (asam glutamat) menunjukan adanya perbedaan
profil spektra UV. Sehingga dapat disimpulkan bahwa senyawa yang disintesis membentuk senyawa
baru.

Identifikasi konfirmasi struktur dengan metode HPLC yang bertujuan untuk melihat
kemurnian dari produk sintesis serta untuk mengetahui terbentuk atau tidaknya senyawa baru pada
proses sintesis. Penggunaan HPLC dilakukan untuk mendapatkan pemisahan yang baik dalam waktu
yang relatif singkat. Pengamatan dengan metode HPLC menggunakan kolom Cis dengan eluen yang
digunakan berupa metanol : air (50:50). Dari pemeriksaan dengan metode HPLC akan didapatkan
hasil berupa kromatogram.
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Berdasarkan hasil pengujian senyawa hasil isolasi menunjukan adanya tiga senyawa dengan
tingkat intensitas yang berbeda yaitu pada (senyawa A) 33,1564%, (senyawa B) 58,9229 % dan
7,9207% (senyawa X). Senyawa X diindikasikan sebagai produk sintesis sedangkan senyawa A dan B
diindikasikan sebagai senyawa pengotor.
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Analisis dengan menggunakan spektroskopi FT-IR memberikan data spektra IR. Pada senyawa
hasil sintesis menunjukkan adanya puncak-puncak serapan bilangan gelombang pada daerah 1766,80
cm-! yang menunjukan adanya gugus C=0 dan serapan puncak pada bilangan gelombang 3718,75
cm-! yang menunjukan vibrasi gugus NH.

————-

0,2 4

B (abs)

v T v T v T
4000 3000 2000 1000

Bilangan gelombang (cm-1)

Dari analisa data yang dilakukan pada produk senyawa hasil sintesis kemungkinan senyawa
yang disintesis adalah senyawa berikut :

" M p— MO“
—
(o] o] o] 0
Senyawa A Senyawa B

Gambar 4.7 Struktur Kimia Hasil Sintesis

Berdasarakan hasil data analisa yang diperoleh, maka dapat disimpulkan bahwa dari reaksi
sintesis yang dilakukan, telah terbentuk senyawa target yaitu senyawa B adalah 2-Amino-5-chloro-5-
oxopentanoic acid. Akan tetapi dari hasil sintesis masih terdapat produk samping yang diduga
senyawa A adalah 4-Amino-5-chloro-5-oxopentanoic acid. Berikut adalah gamabar kemungkinan
reaksi yang terbentuk :

H
o AlCI, OH
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Proses reaksi sintesis yang terjadi adalah HCI terionisasi menjadi atom H+ dan atom Cl-,
kemudian ion H+ akan memprotonasi gugus C karboksilat sehingga C karboksilat akan membentuk
karbo kation, sedangkan ion Cl akan terikat dengan katalis AICI3 sehingga membentuk AICI4 -,
Terbentuknya AICI4 - yang bersifat nukelofilik sehingga akan menyerang karbo kation, gugus OH
yang berperan sebagai gugus pergi yang baik, sehingga gugus OH akan digantikan oleh atom CI.
Sedangkan gugus OH yang lepas akan berikatan dengan atom H+ membentuk -H20. Sehingga
terbentuk senyawa B (2-Amino-5-chloro-50xopentanoic acid) , senyawa A (4-Amino-5-chloro-5-
oxopentanoic acid) dan katalis AICIs terbentuk kembali. Senyawa B merupakan senyawa target yang
akan digunakan sebagai prekursor senyawa dalam pembuatan senyawa ABA. Senyawa ABA dapat
terbentuk melalui proses diskoneksi dari senyawa B pada ikatan karbon nomor 4 dan karbon nomor 5,
sehingga membentuk senyawa ABA. Dalam penelitian ini hanya sampai pada pembentukan prekusor
ABA, hal ini dikarenakan alat dan waktu yang tidak memadai.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil sintesis
diindikasikan sebagai prekursor senyawa ABA, dengan hasil rendemen sebesar 18,6 %. Karakteristik
dan fisik senyawa prekusor ABA yang disintesis meliputi serbuk amorf, putih, tidak berbau serta larut
dalam air, HCI dan NaOH 10%.
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