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ABSTRAK

Dalam penelitian ini telah dilakukan reaksi pemblokiran gugus amina pada L-valin dan pada L-sistein menggunakan asam
format untuk membentuk, secara berurutan, formamida L-valin dan formamida L-sistein. Kedua formamida asam anmino
ini akan digunakan lebih lanjut untuk mensintesis asam 6-amino penisilinat (6-APA), suatu zat antara kunci untuk membuat
antibiotik baru turunan p-laktam. Reaksi dilaksanakan dengan alat refluks pada suhu sekitar 50-60°C selama 60-90 menit.
Pada akhir reaksi dilakukan pemisahan pelarut menggunakan penguap berputar Buchii dan dilakukan pemurnian dengan
metoda rekristalisasi menggunakan etanol. Kristal hasil pemblokiran gugus amina pada L-valin mempunyai titik leleh 153-
154°C, sedangkan hasil pemblokiran gugus amina pada L-sistein titik lelehnya 129-131°C. Kedua kristal ini masing-
masing memberikan noda tunggal pada plat KL T silika gel 60F 4. Hasil analisis spektra IR dari masing-masing kristal ini
menunjukkan bahwa reaksi pemblokiran berhasil dilakukan dan senyawa yang terbentuk merupakan formamida L-valin
dan formamida L-sistein.

Kata kunci : agen pemblokir, formamida L-valin, formamida L-sistein.

THE AMINE GROUP PROTECTION OF L-CYSTEINE AND L-VALINE
THROUGH THE FORMATION OF FORMAMIDE ©

ABSTRACT

The reactions of amine group protection of L-valine and L-cysteine have been accomplished in this research with formic
acid protecting agent to form formamide L-valine and formamide L-cysteine respectively. This two formamides of the
amino acid would be used to synthesize 6-amino penicillanic acid (6-APA), a very important key intermediate for a new fi-
lactame antibiotic. The reaction was carried out in a round bottom flask of a refluks set at 50-60°C for 60-90 minutes.
After the time was over, the liquid excess was separated employing Buchii rotary evaporator and then it was recrystalized
with ethanol for pure crystal. The crystal produced from L-valine treatments melted at 153-154°C, and those from L-
cysteine melted at 129-131°C. The crystals each gave one mark on a 60F;s silica gel TLC plate and their IR spectrum

each indicated that the reactions of those was successfull to be done, and each formed formamide L-valine and formamide
L-cysteine respectively.

Keywords : protecting agent (blocking agent); formamide L-valine;formamide L-cysteine

PENDAHULUAN

Senyawa asam 6-amino penisilinat (6-APA) merupakan
senyawa antara kunci (key infermediate) yang banyak
digunakan untuk membuat antibiotik turunan S-lak-
tam secara semisintesis (Kang et al, 1991., Meevootisom et
al, 1933). Metoda pembuatan senyawa 6-APA yang te-
lah dikenal adalah cara biosintesis, hidrolisis kimia
dan hidrolisis enzimatik, namun dua cara pertama di-
pandang tidak ekonomis dan tingkat kesulitannya ting-
gi (Carrington,1971). Cara yang dipandang cukup ekono-
mis adalah hidrolisis enzimatik dari penisilin-G atau
penisilin-V menggunakan enzim penisilin asilase (PA)
(Illanes et al, 1994). Sehingga perburuan mikroorganis-
me penghasil enzim ini dan meningkatkan unjuk ker-
janya dengan cara-cara rekayasa genetik banyak dila-
kukan oleh para peneliti di seluruh dunia. Cara ini, di-

samping memiliki banyak keunggulan namun tidak
sedikit kelemahannya. Kelemahan terbesar metoda re-
kayasa genetik terletak pada sulitnya pemeliharaan mi-
kroorganisme mutan. Oleh karena itu perlu dipelajari
cara alternatif yang selama ini belum pernah dilaku-
kan, yaitu dengan cara kimia biasa.

Sintesis 6-APA dengan cara kimia dapat dilakukan
berdasarkan analisis retrosiptetik. Berdasarkan anali-
sis ini, senyawa 6-APA dapat disintesis dari L-valin
dan L-sistein (alternatif 1), atau D-serin dan 3-mer-
kapto-D-valin (alternatif 2). Dalam penelitian ini dipi-
lih alternatif 1 sebagai jalur untuk memperoleh 6-APA
secara kimia. Prinsip dari jalur alternatif 1 in1 adalah
gugus amina, -NH, dari L-valin terlebih dahulu harus
dapat bereaksi dengan gugus karboksilat, -COOH dan
L-sistein membentuk ikatan amida alifatis yang meru-
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pakan embrio terbentuknya cincin F-laktam. Untuk
menghindari terjadinya reaksi antar asam amino yang
sama jenis, maka gugus “COOH dari L-valin dan gu-
gus —NH, dari L-sistein harus diblokir terlebih dahu-
lu. Oleh karena itu ingin dipelajari terlebih dahulu ca-
ra pemblokiran gugus —NH; pada kedua asam amino
itu menggunakan asam format sebagai agen pemblo-
kir. Dengan demikian, tujuan utama penelitian ini ada-
lah mempelajari cara pemblokiran atau perlindungan
gugus amina, -NH, pada L-valin dan L-sistein meng-
gunakan asam format. Manfaat yang dapat diambil dari
penelitian ini adalah produk reaksi pemblokiran ini,
yaitu formamida L-valin dan formamida L-sistein da-
pat digunakan untuk bahan penelitian lebih lanjut da-
lam rangka mendapatkan 6-APA.

METODA PENELITIAN
Bahan dan alat

Bahan-bahan untuk reaksi pembentukan formamida:
L-valin, L-sistein, asam format, asetat anhidrid dan
asam asetat.

Bahan-bahan untuk ekstraksi, rekristalisasi dan KLT:
Etanol, metanol, etil asetat, diklormetana, akuades, ase-
ton, n-butanol, eter dan kloroform. Semua bahan ter-
sebut dalam keadaan p.a yang diproduksi oleh Merck,
Jerman.

Alat-alat penelitian

Satu set alat refluks untuk melakukan reaksi pemben-
tukan formamida; Satu set alat penguap berputar Bu-
chii untuk memisahkan pelarut dari produk yang dii-
nginkan; Satu set penyaring vakum untuk memisah-
kan pelarut dari kristal produk; Satu set alat penentu
titik leleh merk Fisher-John; Plat KLT silika gel
60F,ss dan chamber-nya, Pengaduk magnet; Oven un-
tuk mengeringkan kristal, Spektrometer FTIR merk
Shimadzu buatan Jepang dan alat-alat gelas lainnya
yang diperlukan.

Pemblokiran gugus amina pada L-valin

Sebanyak 0,01 mol (~1,45 gram) kristal L-valin p.a
dilarutkan ke dalam 25 mL asam format 90% (v/v) di
dalam labu refluks yang volumenya 150 mL, sambil
diaduk selama 30 menit. Selanjutnya, ke dalam laru-
tan ini dimasukkan 8 mL asetat anhidrid melalui corong
pisah tetes demi tetes. Pada kondisi ini suhu campuran
akan meningkat hingga 50-60°C. Setelah itu, campuran
diaduk pada suhu kamar selama 1 jam, kemudian di-

dinginkan menggunakan 10 mL air es. Langkah beri-
kutnya, campuran ini dievaporasi menggunakan pe-
nguap berputar Buchii hingga seluruh pelarutnya ter-
pisah. Kristal yang diperoleh kemudian dilakukan re-
kristalisasi menggunakan etanol. Kristal hasil rekrista-
lisasi ini selanjutnya ditentukan titik lelehnya meng-
gunakan Fisher-John meltingpointer, dianalisis kemur-
niannya menggunakan KLT silka gel 60F,s,; dengan
larutan pengembang etanol:etil asetat:air (6:6:1) dan
reaksi warna ninhidrin. Setelah itu dilakukan analisis
keberhasilan reaksi pemblokiran menggunakan spek-
trometer FTIR Shimadzu 8201 PC buatan Jepang.
Pola spectra IR dari produk dibandingkan dengan
pola spektra IR dari Z-valin untuk mengetahui keber-
hasilan reaksi pemblokiran.

Pemblokiran gugus amina pada L-sistein

Sebanyak 0,01 mol (~1,21 gram) kristal L-sistein p.a
dilarutkan ke dalam 25 mL asam format 90% (v/v) di
dalam labu refluks yang volumenya 150 mL. Campu-
ran ini dipanaskan hingga suhu 40°C kemudian ditam-
bahkan sekitar 10 mL asetat anhidrid tetes demi tetes
melalui corong pisah. Pada kondisi ini suhu campuran
akan meningkat hingga 50-60°C. Setelah itu, campu-
ran diaduk pada suhu kamar selama 90 menit, kemu-
dian didinginkan menggunakan 10 mL air es. Langkah
berikutnya, campuran ini dievaporasi menggunakan
penguap berputar Buchii hingga seluruh pelarutnya
terpisah. Kristal yang diperoleh kemudian dilakukan
rekristalisasi menggunakan etanol. Kristal hasil rekris-
talisasi ini selanjutnya ditentukan titik lelehnya meng-
gunakan Fisher-John meltingpointer, dianalisis kemur-
niannya menggunakan KLT silka gel 60F,s; dengan
larutan pengembang etanol.etil asetat:air (2:3:3) dan
reaksi warma ninhidrin. Setelah itu dilakukan analisis
keberhasilan reaksi pemblokiran menggunakan spek-
trometer FTIR Shimadzu 8201 PC buatan Jepang. Po-
la spektra IR dari produk dibandingkan dengan pola
spektra IR dari L-sistein untuk mengetahui keberhasi-
lan reaksi pemblokiran.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemblokiran gugus amina pada L-valin

Setelah dilakukan percobaan sesuai prosedur, dipero-
leh produk yang berupa kristal putih menyerupai ja-
rum sebanyak 1,34 gram dengan titik leleh 153-154°C
Titik leleh L-valin sekitar 235°C). Setelah dilakukan
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rekristalisasi kemudian uji kemurnian menggunakan
KLT teramati adanya satu noda yang berwarna ungu
terang (ungu muda) pada plat KLT dengan Rf:0,77.
Sementara hasil KLT terhadap senyawa awal, yaitu -
valin diperoleh noda tunggal yang berwama ungu ge-
lap (ungu tua). Spektra IR kristal produk reaksi pem-
blokiran L-valin iniditampilkan pada gambar 1. Sedang-
kan spektra IR kristal Z-valin ditampilkan pada gambar 2.
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Gambar 1. Spektra IR produk reaksi pemblokiran gugus
amina pada L-valin
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Gambar 2. Spektra IR L-valin sebelum dilakukan reaksi
pemblokiran gugus aminaya.

Berdasarkan data titik leleh maupun KLT dapat difa-
hami bahwa produk yang diperoleh telah berhasil di-
murnikan. Karena rentang titik leleh produk tidak le-
bih dari 1°C yang meupakan prasyarat statistik untuk
menerima kebenaran suatu pengukuran. Secara logis
seandainya terdapat pengotor, maka pengotor itu tidak
lain adalah kristal L-valin sisa, dan jika ini terdapat di
dalam produk sebagai pengotor maka tentunya akan
diperoleh rentang titik leleh produk lebih dari 10°C
atau bahkan lebih dari itu. Dalam hal ini jika terdapat
pengotor L-valin mestinya akan teramati titik leleh
produk sekitar 153-235°C karena zat yang titik leleh-
nya lebih rendah akan meleleh terlebih dahulu selanjut-
nya zat yang titik lelehnya lebih tinggi. Kecuali data
titik leleh, data KLT juga menunjukkan bahwa kristal
produk yang diperoleh telah berhasil dimurnikan. Ada-

nya noda tunggal yang berbeda dengan noda tungal
L-valin pada plat KLT yang dikembangkan dengan
variasi pelarut, sebelum akhimya menggunakan pela-
rut campuran etanol:etil asetat:air (6:6:1). Meskipun
nilai Rf kedua kristal itu sama, namun reaksinya ma-
sing-masing terhadap ninhidrin dapat secara signifi-
kan mengetahui apakah kedua jenis kristal itu, yakni
kristal produk dan L-valin, merupakan senyawa kimia
yang sama atau berbeda. Oleh karena memang reaksi-
nya terhadap ninhidrin memberikan warna yang ber-
beda, maka dapat difahami bahwa kedua kristal itu me-
rupakan senyawa kimia yang berbeda. Selanjutnya de-
ngan membandingkan pola spektra IR pada gambar 1
dan gambar 2 terlihat adanya perbedaan pola di daerah
bilangan gelombang 2800-3800 cm™ dan 1600-1700
cm”. Rentangan bilangan gelombang 2800-3800 cm”
merupakan manifestasi dari vibrasi ulur O-H dan N-H
dari suatu ikatan hidrogen dari suatu molekul. Semen-
tara itu rentangan bilangan gelombang 1600-1700cm’™
merupakan manifestasi dari vibrasi ulur C=0 dari sua-
tu gugus karbonil bebas yang terdapat di dalam suatu
molekul. Ikatan hidrogen dari L-valin tidak lain dihasil-
kan oleh gugus amina, -NH, atau -NH;" sedangkan
uluran -C=0 nya dihasilkan tidak lain oleh gugus kar-
boksilat, -COOH atau -COO". Penjelasan ini akan le-
bih mudah difahami apabila sambil memperhatikan
struktur kimia L-valin maupun struktur kimia N-for-
mil valin pada reaksi pemblokiran gugus amina yang
ditampilkan pada gambar 3. Sementara itu, mencer-
mati pola spektra IR produk pemblokiran, gambar 1
dan kemudian membandingkannya dengan spektra IR
L-valin gambar 2 dapat difahami bahwa ikatan hidro-
gen maupun ikatan karbonil dari produk pemblokiran
berbeda dengan yang terjadi pada L-valin. Dari sini
dapat diperkirakan reaksi pemblokiran berlangsung
seperti yang dipaparkan pada gambar 3.
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Gambar 3. Reaksi pemblokiran L-valin oleh asam format
membentuk N-formil valin atau formamida valin
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Dengan memperhatikan reaksi pemblokiran ini, jelas
bahwa antara L-valin dan N-formil valin sebagai pro-
duk hanya berbeda pada gugus amina. Hal ini berarti
gugus karbonil dari asam fomat yang telah memblokir
gugus amina memberikan kontribusi spektra pada dae-
rah ini. Dari sini juga dapat difahami bahwa produk
pemblokiran merupakan senyawa yang cukup stabil.
Hal ini disebabkan molekul air yang dibebaskan pada
saat reaksi berlangsung, segera pada saat itu juga di-
tangkap oleh molekul asetat anhidrid sehingga tidak
sempat mengganggu produk yang terjadi.

Pemblokiran gugus amina pada L-sisten

Tidak banyak berbeda dengan yang terjadi pada L-va-
lin, reaksi pemblokiran L-sistein dengan asam format
juga menghasilkan kristal putih menyerupai jarum, ha-
nya saja jumlahnya sebanyak 1,17 gram dan titik leleh-
nya 129-131°C (titik leleh L-sistein: 258-261°C) dan
efisiensi reaksinya mencapai 78,74 %. Setelah dilaku-
kan rekristalisasi kemudian uji kemurnian mengguna-
kan KLT teramati adanya satu noda yang berwarna
ungu terang (ungu muda) pada plat KLT dengan Rf:
0,47. Spektra IR kristal produk reaksi pemblokiran £-
sistein ini ditampilkan pada gambar 4, sedangkan spek-
tra IR kristal L-sistein sebelum dilakukan pemblokiran
" ditampilkan pada gambar 5.
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Gambar 4. Spekira IR produk reaksi pemblokiran gugus
amina pada L-sistein
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Gambar 5. Spektra IR L-sistein sebelum dilakukan reaksi
pemblokiran gugus aminanya

Dengan melakukan analisis data titik leleh dan noda
tunggal pada plat KLT, sebagaimana pada L-valin dan
produk terblokirnya, di sini juga dapat difahami bahwa
kristal produk reaksi pemblokiran L-sistein juga meru-
pakan kristal yang sudah berhasil dimurnikan. Demi-
kian pula dengan mengamati spektra IR pada gambar
4 dan gambar 5, terlihat dengan jelas terjadinya perbe-
daan pola spektra pada daerah bilangan gelombang
3000-3800 cm™ dan 1500-1800 cm™. Hal ini menun-
jukkan pola vibrasi ulur ikatan hidrogen dan gugus
karbonil sebelum dilakukan reaksi pemblokiran berbe-
da dengan setelah dilakukan reaksi pemblokiran. Pe-
nyebab perbedaan ini dapat dianalisis berdasarkan ka-
jian reaksi kimia pemblokirannya, yang tidak lain
adalah analog dengan yang terjadi pada L-valin, gam-
bar 3. Hanya di sini rantai samping —CH(CH3), L-va-
lin diganti dengan rantai -CH,SH. Dengan demikian,
perbedaan pola spektra IR ini justru menegaskan bah-
wa reaksi pemblokiran gugus amina pada L-sistein
menggunakan asam format telah berhasil dilakukan,
dan produk yang terjadi tidak lain merupakan N-for-
mil sistein atau formamida sistein.

KESIMPULAN

Berdasarkan analisis data penelitian, dapat disimpul-
kan bahwa pemblokiran gugus amina pada L-valin ma-
upun L-sistein dapat dilakukan menggunakan asam
format dan anhidrida asetat, yang masing-masing se-
cara berurutan dapat membentuk formamida L-valin
dan formamida L-sistein.
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