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Abstrak

Kolesterol dalam tubuh sangat dibutuhkan, namun dalam jumlah yang
sesuai kadarnya dan tidak melebihi batas normal. Kolesterol yang
melebihi batas normal dapat memicu berbagai penyakit dalam tubuh
seperti jantung koroner, diabetes melitus, gangguan tiroid, penyakit
hepar, dan lain sebagainya yang dapat mengganggu aktivitas seseorang
atau bahkan dapat menyebabkan kematian. Senyawa turunan asam
sinamat terdapat hampir di semua tanaman yang dapat dikembangkan
menjadi senyawa obat baru sebagai penurun kadar kolesterol. Asam p-
metoksisinamat (APMS) merupakan senyawa turunan dari asam sinamat
yang diduga memiliki aktivitas penurun kadar kolesterol.. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui penurunan kadar kolesterol
dengan variasi konsentrasi dan melihat nilai effective concentration
(ECsy) dari APMS. Analisis aktivitas penurunan kolesterol dilakukan
berdasarkan metode Lieberman-Burchard dengan variasi konsentrasi 100
ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, dan 500 ppm. Hasil penelitian yang
didapatkan menunjukkan aktivitas penurunan kadar kolesterol secara
berurutan yaitu 42,76%, 46,60%, 49,04%, 52,36%, 56,90%. Nilai
efektivitas (ECsg) yang didapatkan sebesar 313,85 ppm.
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Abstract

Cholesterol in the body is needed, but in appropriate amounts and does
not exceed normal limits. Cholesterol that exceeds normal limits can
trigger various diseases in the body such as coronary heart disease,
diabetes mellitus, thyroid disorders, liver disease, and so on that can
interfere with a person's activities or can even cause death. Cinnamic acid
derivative compounds are found in almost all plants that can be developed
into new medicinal compounds as cholesterol lowering agents. P-
methoxycinnamic acid (APMS) is a compound derived from cinnamic acid
which is thought to have cholesterol-lowering activity. The purpose of this
study was to determine the decrease in cholesterol levels with variations
in concentration and to see the value of the effective concentration (EC50)
of the APMS. Analysis of cholesterol-lowering activity was carried out
based on the Lieberman-Burchard method with various concentrations of
100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, and 500 ppm. The results obtained
showed that the activity of reducing cholesterol levels was 42.76%,
46.60%, 49.04%, 52.36%, 56.90%. The effectiveness value (ECsg)
obtained is 313.85 ppm
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A. Pendahuluan

Perubahan gaya hidup yang dialami
banyak orang saat ini menjadi salah satu
penyebab terbesar meningkatnya kadar
kolesterol dalam tubuh. Banyaknya makanan
cepat saji yang mudah didapat, kurangnya
olahraga atau aktivitas fisik, dan tekanan lain
yang menyebabkan gangguan stres menjadi
pemicu peningkatan kadar kolesterol [1].

Kolesterol merupakan salah satu lemak
tubuh yang berbentuk bebas dan ester dengan
asam lemak, serta merupakan komponen
utama membran sel otak dan saraf. Kolesterol
yang berasal dari makanan jarang dalam
bentuk kolesterol bebas, biasanya berupa
kolesterol dengan asam lemak atau sering
disebut kolesterol ester [2]. Kadar kolesterol
total yang tinggi akan membentuk
aterosklerosis yang dapat menyebabkan
hipertensi dan penyumbatan pada pembuluh
darah otak, jantung, dan pembuluh darah
kaki, pankreatitis (radang organ pankreas),
diabetes mellitus, gangguan tiroid, penyakit
hati & penyakit ginjal [3].

Diperlukan penanganan untuk mengontrol
kadar kolesterol darah dalam upaya
mencegah efek hiperkolesterolemia lebih
lanjut. Penurunan kolesterol telah dilakukan
dengan  menggunakan  obat  stantin.
Berdasarkan hasil penelitian bahwa obat ini
dapat menyebabkan banyak efek samping
termasuk kerusakan otot dan ginjal [4].
Sehingga perlu dicari obat antikolesterol yang
aman. Salah satu senyawa kimia yang dapat
menurunkan kadar kolesterol adalah asam
sinamat dan turunannya [5]. Peningkatan
jumlah produksi senyawa turunan asam
sinamat dapat dilakukan dengan sintesis
kimia [6]. Asam sinamat dan turunannya
memainkan peran penting dalam sintesis
senyawa penting lainnya dan sebagai
prekursor untuk sintesis ester sinamat yang
penting secara komersial, termasuk dalam
obat-obatan. [7].

Salah satu turunan asam sinamat yang
dapat  disintesis  adalah  asam  p-
metoksisinamat. Senyawa  asam  p-
metoksisinamat merupakan senyawa turunan
asam sinamat yang menggantikan gugus
metoksi pada posisi para [8]. Asam p-
metoksisinamat merupakan senyawa hasil
reaksi 2 tahap etil p-metoksisinamat yang
diketahui memiliki aktivitas antibakteri. [9],
antiinflamasi [10], antidiabetes,
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neuroprotektif, aktivitas kemopreventif,
antioksidan, dan  hepatoprotektif [11].
Berdasarkan  sudut pandang tersebut,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antikolesterol dari produk asam para
metoksisinamat.

B. Metode
Penelitian ini dilakukan di laboratorium
kimia farmasi Sekolah Tinggi Farmasi
Yayasan Farmasi Semarang. Peralatan dan alat
laboratorium yang digunakan dalam penelitian
ini adalah sebagai berikut: beaker glass,
erlenmeyer, batang pengaduk, pipet tetes,
kaca arloji, corong buchner, pompa
vakum, statif, klem, alumunium foil,
kertas saring whattman, corong pisah,
kertas indikator pH, alat uji melting point,
sonikator (Cleaning bath ultrasonic
BRANSON 1510, 45 kHz), oven, FT-IR
(Agilent Technologies Cary 630 FTIR).
Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sebagai berikut: p-
anisaldehid (p.a, Sigma-Aldrich), asam
malonat (p.a, Merck), B-alanine (p.a, Merck),
piridin (p.a, Merck), NaHCO; (p.a, Merck),
aquadest, asam klorida (p.a, Merck), dietil eter
(p.a, Merck).

Prosedur penelitian

Sintesis Asam Para-Metoksisinamat

Sintesis APMS ini menggunakan prosedur
berdasarkan Verley-Dobner [12] dengan
sedikit modifikasi. Sebanyak 6,61 mmol
anisaldehida, 16,8 mmol asam malonat, dan
1,12 mmol-alanin dilarutkan dalam 37,1
mmol piridin dalam labu Erlenmeyer. Larutan
ditutup dengan aluminium foil, kemudian
disonikasi selama 60 menit pada suhu (40°C,
50°C, 60°C). Setelah itu didinginkan hingga
suhu kamar dalam penangas es, kemudian
ditambahkan 8 mL HCI secara perlahan
hingga terbentuk endapan putih. Padatan
APMS disaring dengan pompa vakum dan
dibilas dengan air suling dingin. Padatan yang
diperoleh  direkristalisasi  menggunakan
campuran akuades: etanol (3:1). Kristal yang
terbentuk kemudian dikeringkan dalam oven
hingga kering. Setelah kering, kristal
ditimbang dan dihitung rendemennya,
kemudian senyawa hasil sintesis diuji titik
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lelehnya.
Uji Anti Kolesterol

Uji aktivitas antikolesterol secara in vitro
menggunakan metode Lieberman Burchard.
Ditimbang kolesterol standar sebanyak 50
mg, dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50
mL kemudian dilarutkan dengan kloroform
untuk mendapatkan larutan standar 1000

Pencarian Panjang Gelombang
Maksimum

Dibuat pengenceran standar 1000 ppm
menjadi 150 ppm, ambil 5,0 ml standar 150
ppm dengan pipet dan masukkan ke dalam
tabung reaksi, tambahkan 0,1 ml H,SO4 dan
2,0 ml asam asetat anhidrat dan homogenkan,
diamkan di tempat gelap tempatkan selama 15
menit sampai terbentuk warna hijau, ukur
panjang gelombang pada spektrofotometer
UV-Vis, didapatkan panjang gelombang
maksimum 411,90 nm.

Pengukuran Absorbansi Sampel

Timbang 50 mg APMS, masukkan ke
dalam labu takar 50,0 ml, larutkan dengan
kloroform untuk mendapatkan larutan sampel
1000 ppm, buat rangkaian konsentrasi 100,
200, 300, 400, dan 500 ppm, masing-masing
konsentrasi sampel ditambahkan 5,0 ml
standar kolesterol 150 ppm, kemudian
direaksikan dengan 0,1 ml H,SO4 dan 2,0 ml
asam asetat, didiamkan di tempat gelap
selama 15 menit sampai warna berubah
menjadi hijau, dan dilakukan pengukuran
pada panjang gelombang 411,90 nm dengan
spektrofotometer UV-Vis.

C. Analisis data

Hasil yang diperoleh dari pengukuran
sampel adalah absorbansi yang kemudian
dibandingkan  dengan larutan standar
kolesterol ~ untuk  mengetahui  tingkat
penurunan  kolesterol ~ dalam  bentuk
persentase. Rumus yang digunakan adalah
sebagai berikut:

abs baku—abs sampel

x 100%

% penurunan =
op abs baku
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Informasi:

% penurunan = penurunan kadar
kolesterol (%)

Abs standar = absorbansi standar
kolesterol awal

Abs sampel = absorbansi kolesterol
setelah perawatan

D. Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
penurunan kadar kolesterol dengan beberapa
konsentrasi dan melihat nilai konsentrasi
efektif (ECs), selain itu juga untuk melihat
aktivitas antikolesterol dari Asam P-
metoksisinamat secara in vitro.

Metode yang digunakan dalam penelitian
ini adalah metode kondensasi Knoevenagel.
Pada dasarnya reaksi kondensasi
Knoevenagel adalah reaksi kondensasi antara
suatu aldehida dengan senyawa yang
memiliki hidrogen + dengan dua gugus
karbonil menggunakan basa organik sebagai
katalis yang memiliki gugus amina [13].
Penelitian ini dilakukan untuk mensintesis
asam sinamat dimana sintesis asam sinamat
dilakukan dengan mereaksikan asam malonat
yang merupakan senyawa yang memiliki
hidrogen + dan benzaldehida yang merupakan
senyawa  golongan  aldehid  dengan
dietilamina sebagai katalis. Pada penelitian
ini katalis yang digunakan dalam reaksi ini
adalah piridin. Penggunaan piridin sebagai
katalis basa organik adalah amina aromatik
tersier dengan hibridisasi sp?, pasangan
elektron bebas piridin nitrogen lebih tertarik
pada cincin aromatik sehingga kebasaan dan
nukleofilisitasnya agak rendah [14].

Pada  proses  sintesis APMS
menggunakan metode gelombang ultrasonik,
dimana penggunaan radiasi ultrasonik
menghasilkan laju reaksi yang lebih cepat,
konversi  energi, dan meminimalkan
pemborosan dibandingkan dengan metode
konvensional [15]. Gelombang ultrasonik
terjadi pada frekuensi 20 kHz sampai 100
MHz. Gelombang ultrasonik dikenal untuk
mempercepat berbagai jenis reaksi organik
dan diyakini sebagai teknik penting dalam
sintesis organik [16].

Hasil sintesis asam p-metoksisinamat dari
suhu 50°C dan 60°C dengan atau tanpa
pemeraman dapat dilihat pada (Tabel 1).



Tabel 1. Nilai % rendemen Hasil Sintesis
Asam P-metoksisinamat
Suhu sintesis

Sintesis

40°C 50°C 60°C
Senyawa
hasil 5320%  62,87% 92,71 %
sintesis

Hasil dari proses ini adalah endapan yang
kemudian dikristalkan dengan menggunakan
akuades. Kristal yang terbentuk dari proses ini
kemudian disaring dan dikeringkan untuk
menghitung nilai rendemen. Perlakuan yang
diberikan berupa penguapan pada suhu 50°C dan
60°C untuk meningkatkan jumlah kristal yang
dihasilkan. Berdasarkan hasil rendemen, hasil
terbaik diperoleh pada pemeraman 60°C yang
berarti suhu tersebut merupakan suhu paling
optimal untuk mendapatkan rendemen kristal asam
P-metoksisinamat. Peningkatan suhu sonikasi
mengakibatkan peningkatan % rendemen, hal ini
dikarenakan semakin tinggi suhu sonikasi akan
mengakibatkan semakin besar energi kinetik yang
diterima molekul dan terjadi tumbukan antar
molekul untuk memulai reaksi kimia [17]

Hasil wuji  organoleptis menunjukkan
bahwa senyawa hasil sintesis yang dihasilkan
berbentuk  Kristal halus berwarna putih
mengkilap dengan bau yang khas dan apabila
dibandingkan  dengan baku Asam p-
Metoksisinamat, senyawa hasil sintesis memiliki
titik lebur yang sama yaitu 172°C [18] seperti
terlihat pada (Tabel 2).

Tabel 2. Rentang Suhu Titik Leleh

Melting Point (°C)
40°C 50°C 60°C

Sintesis

Senyawa
Hasil 150-164 168-172  169-173
Sintesis

Hasil Uji elusidasi struktur menggunakan
spektrofotometri FT IR dapat dilihat pada
gambar 1.

Epky
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Gambar 1. Spektra FTIR-ATR Senyawa Hasil
Sintesis
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Spektrum FT-IR pada senyawa hasil sintesis
menunjukkan serapan untuk gugus OH terdapat
pada 2822 cm!, dimana jika dibandingkan dengan
penelitian Mumpuni dkk., (2010)[20] serapan OH
karboksilat terjadi pada rentang 3006,82-
2516,93cm™ yang ditandai dengan daerah serapan
yang lebar. Gugus C=0 kaboksilat senyawa hasil
sintesis terdapat pada bilangan gelombang
1677cm™, yang terjadi pada bilangan gelombang
1680cm™'. Serapan untuk gugus C=C terjadi pada
bilangan gelombang 1599cm™ yang memiliki
kemiripan dengan serapan gugus C=C pada
penelitian Pratiwi dkk., (2018) [22] yang terjadi
pada 1590 cm™. Gugus C=C terkonjugasi dengan
gugus aromatik terjadi pada bilangan gelombang
1573cm™, dimana pada penelitian Mumpuni dkk.,
(2010) serapan C=C terkonjugasi dengan dengan
gugus aromatik terjadi pada 1625,88cm™. Serapan
gugus aromatik ditunjukkan pada bilangan
gelombang 1513 c¢cm!, serapan tersebut memiliki
kemiripan dengan serapan gugus aromatik pada
penelitian Mumpuni dkk., (2010) yang terdapat
pada 1514 cm’'. Substitusi gugus aromatik pada
posisi para ditandai dengan muncuknya peak pada
bilangan gelombang 842 cm’!, serapan ini
mempunyai  kemiripan dengan  penelitian
Mumpuni dkk., (2010) yaitu pada 827 cm.
Rentang serapan untuk substitusi gugus aromatik
pada posisi para yaitu 800-860 cm™ [23]. Hasil
elusidasi  dengan  instrumen  FTIR-ATR
menunjukkan bahwa senyawa hasil sintesis
memiliki kemiripan struktur gugus fungsi dengan
asam p-metoksisinamat.

Selanjutnya pada pengukuran sampel
untuk melihat penurunan kadar kolesterol
menggunakan metode  Lieberman-Burchard.
Metode Lieberman-Burchard merupakan metode
yang sangat spesifik untuk mengukur senyawa
steroid, salah satunya adalah kolesterol. Kolesterol
standar dilarutkan dalam kloroform karena 1
bagian kolesterol non polar larut dalam pelarut non
polar yaitu 4,5 bagian kloroform [24]. Reaksi yang
dilakukan pada metode ini harus bebas air karena
reaksi akan sangat sensitif dan tidak stabil terhadap
air. Pada metode ini perlu ditambahkan asam asetat
anhidrat dan asam sulfat pekat. Penambahan asam
asetat anhidrat bertujuan untuk mengekstraksi
kolesterol, memastikan media bebas air dan
membentuk asetil turunan steroid yang kemudian
diteteskan asam sulfat pekat melalui dinding
sehingga menghasilkan warna hijau untuk
senyawa steroid termasuk kolesterol [25].

Pada penelitian ini, standar konsentrasi
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kolesterol yang digunakan adalah 150 ppm.
Sebelum mendapatkan hasil konsentrasi yang
digunakan untuk penelitian, hasil yang diperoleh
konsentrasi standar kolesterol 1002 ppm yang
diperoleh dari perbandingan berat standar 0,0519
gram dan berat sampel 50,1 mg. Kemudian
konsentrasi  tersebut  diencerkan = menjadi
konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400
ppm, dan 500 ppm. Masing-masing konsentrasi
tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan  dengan  standar  konsentrasi
kolesterol 150 ppm. Campuran yang dihasilkan
ditambahkan dengan larutan asam asetat anhidrat
dan juga yang berasal dari sulfat pekat. Larutan
yang dihasilkan kemudian didiamkan selama 15
menit di tempat gelap. Tujuannya agar larutan
membentuk kompleks hijau kemudian dibaca nilai
absorbansinya pada panjang gelombang maksimal
668 nm pada 15 menit, selain itu larutan kolesterol
bersifat photodegradable, tidak stabil terhadap
cahaya dan akan berubah menjadi cholestenone.

faars §omemn- - Euk=ier] ) loms

Gambar 1. Reaksi pembentukan warna hijau
antara kolesterol dan Lieberman-Burchard.

Untuk menentukan panjang gelombang
asam  p-metoksisinamat  dilakukan  dengan
menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Metode
spektrofotometri ultraviolet dan cahaya tampak
digunakan untuk menentukan tingkat rendah suatu
zat, biasanya dalam satuan ppm (bagian per juta)
atau ppb (bagian per miliar). Prinsip kerjanya
didasarkan pada penyerapan cahaya atau energi
radiasi oleh suatu larutan. Jumlah cahaya atau
energi radiasi yang diserap memungkinkan
pengukuran kuantitatif jumlah zat penyerap dalam
larutan. Pada penelitian ini panjang gelombang
maksimum yang diperoleh adalah 411,90 nm.

Metode Lieberman-Burchard memperoleh
dua panjang gelombang serapan maksimum dan
menyatakan bahwa serapan terendah pada panjang
gelombang maksimum lebih stabil. Panjang
gelombang maksimum kolesterol yang diperoleh
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adalah 625 nm dan 630 nm [26].

Pada proses penurunan kadar kolesterol
diperoleh nilai absorbansi dan % penurunan
kadar kolesterol (Tabel 3).

Tabel 3. Data Penurunan Kadar Kolesterol
Asam P-metoksisinamat

Konsentr % Abso Cso
asi penuruna | rban (ppm)
n si
(ppm)
100 42,75742 | 0,328
200 46,59686 | 0,306
300 49,04014 | 0,292
400 52,35602 | 0,273 | 313,8462
500 56,89354 | 0,247
Standard 0,573
150

Berdasarkan tabel tersebut dapat
diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi yang
digunakan maka semakin tinggi % penurunan
kadar kolesterol dan semakin rendah nilai
absorbansinya. Artinya konsentrasi yang tinggi
berpengaruh  terhadap  penurunan  kadar
kolesterol dimana semakin tinggi konsentrasi
memberikan penurunan kolesterol yang paling
tinggi, sehingga nilai absorbansinya lebih kecil
dari prosentase aktivitas antikolesterol yang
besar.

Nilai konsentrat efektif (EC) dalam
penelitian ini adalah 313,8462ppm. Nilai ECso
ini bertujuan untuk melihat besarnya konsentrasi
yang dapat menurunkan kadar kolesterol total
sebesar 50%. Maka dari hasil tersebut berarti
untuk menurunkan 50% kolesterol diperlukan
asam p-metoksisinamat 313,8462 mg.

E. Simpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa asam paramethoxycinnamic (APMS)
memiliki aktivitas menurunkan kolesterol dengan
nilai ECso sebesar 313,8462ppm.
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