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ABSTRAK

Main protease (MP©) merupakan salah satu protein yang memiliki peran penting dalam proses replikasi virus
SARS-CoV-2. Beberapa studi in silico dan in vitro telah menunjukkan bahwa senyawa flavonoid baik alami
maupun sintetis memiliki potensi yang menjanjikan untuk dikembangkan sebagai antivirus SARS-CoV-2.
Penelitian ini bertujuan untuk mensintesis senyawa 4'-metoksi flavonol dan mengeksplorasi potensinya
sebagai inhibitor MP SARS-CoV-2. Sintesis dilakukan menggunakan senyawa awal 2'-hidroksi-4-metoksi
kalkon melalui reaksi Algar-Flynn-Oyamada (AFO) dengan metode pengadukan (stirring method). Selanjutnya,
kajian molecular docking dilakukan menggunakan struktur kristal MP® SARS-CoV-2 yang diunduh dari website
RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 6M2N). Hasil sintesis senyawa 4'-metoksi flavonol diperoleh rendemen
produk sebesar 37,72 % dan struktur produk hasil sintesis telah dikonfirmasi melalui analisis spektroskopi UV-
Vis, FT-IR, dan 'H NMR. Selanjutnya, hasil kajian molecular docking menunjukkan bahwa senyawa 4’-metoksi
flavonol dapat membentuk ikatan hidrogen dengan dua residu penting pada sisi aktif 6M2N, yaitu Glu166 dan
GIn189, dengan nilai energi bebas ikatan sebesar -7,13 kcal/mol dan nilai RMSD sebesar 1,45. Hasil kajian ini
menunjukkan bahwa senyawa 4'-metoksi flavonol dapat terikat dengan lebih mudah pada sisi aktif MP SARS-
CoV-2 dibandingkan dengan baicalein sebagai senyawa flavonoid pembanding yang telah terbukti secara in

vitro dapat menghambat aktivitas proteolitik MP SARS-CoV-2.

PENDAHULUAN

Corona Virus Infection Disease 2019 (COVID-19)
pertama kali dilaporkan terjadi di Wuhan, Cina,
pada Desember 2019. Penyakit ini disebabkan oleh
infeksi Severe Acute Respiratory Syndrome Corona
Virus 2 (SARS-CoV-2) dan telah memakan banyak
korban jiwa dalam beberapa tahun terakhir [1]. Di
Indonesia, kasus infeksi virus ini pertama kali
dilaporakan pada awal Maret 2020 [2]. Update
situasi COVID-19 di website kemkes.go.id hingga 5
November 2021 melaporkan bahwa angka
kematian akibat COVID-19 di Indonesia telah
mencapai 143.500 jiwa atau sekitar 3,38 % dari
jumlah jiwa yang teridentifikasi positif COVID-19.
Dalam hal ini, Indonesia termasuk dalam kategori
transmisi komunitas [3].

Berbagai cara telah dilakukan oleh para peneliti
untuk mengatasi COVID-19. Diantaranya adalah
dengan mengembangkan berbagai jenis vaksin dan
antivirus. Salah satu pendekatan awal yang dapat
digunakan dalam pencarian obat COVID-19 adalah
dengan  mencari  senyawa-senyawa  yang
berpotensi sebagai inhibibor main protease (MPro)
atau disebut juga 3-chymotrypsin-like protease
(3CLPro), dikarenakan enzim ini memiliki peran
penting dalam proses replikasi virus SARS-CoV-2
[4-5]. Oleh karena itu, banyak peneliti tertarik
untuk menggali potensi berbagai molekul organik,
baik yang berasal dari bahan alam maupun sintesis
untuk dikembangkan sebagai inhibitor SARS-CoV-
2 dengan menargetkan MPro tersebut.

Salah satu golongan senyawa bahan alam yang
menarik banyak perhatian peneliti untuk dikaji
potensinya sebagai inhibitor MPro SARS-CoV-2

adalah senyawa flavonoid. Senyawa ini dikenal
memiliki segudang potensi aktivitas biologis.
Beberapa peneliti telah melaporkan bahwa
senyawa flavonoid jenis flavonol seperti quercetin,
dan jenis flavon seperti hispidulin dan cirsimaritin
berdasarkan kajian in silico memiliki kemampuan
untuk berikatan dengan residu asam amino pada
sisi aktif MProe SARS-COV-2 (PDB ID 6LU7), dengan
nilai afinitas ikatan masing-masing sebesar -7,5; -
7,3; dan -7,2 kcal/mol [6]. Selain itu, berdasarkan
kajian in vitro, senyawa flavonoid baicalein juga
dilaporkan memiliki kemampuan menghambat
aktivitas proteolitik MPro SARS-CoV-2 dengan nilai
ICso sebesar 0,94 pM [5] dan juga terhadap SARS-
CoV-1 dengan nilai ICso sebesar 1,18 uM [7],
sedangkan  bentuk glikosidanya (baicalin)
dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan yang
sedikit lebih rendah dengan nilai ICso sebesar 6,41
uM [5]. Kemudian baicalein juga telah dilaporkan
memiliki aktivitas antivirus pada sel yang
terinfeksi SARS-COV-2 dengan nilai ECso sebesar
1,69 uM [7].

Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti
tertarik untuk mengeksplorasi potensi aktivitas
biologis dari suatu senyawa flavonoid sintetik
sebagai inhibitor MPro SARS-CoV-2 secara in silico.
Sintesis senyawa flavonol tersebut dilakukan
menggunakan senyawa awal berupa analog 2’-

hidroksi kalkon melalui reaksi Algar-Flynn-
Oyamada (AFO) [8]. Selanjutnya, eksplorasi
terhadap potensi aktivitas biologis senyawa

tersebut dilakukan dengan pendekatan kimia
komputasi, yaitu melalui kajian molecular docking
terhadap stuktur kristal MPro SARS-CoV-2.
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Pendekatan komputasi dapat digunakan untuk memprediksi
bioaktivitas dari suatu senyawa sebelum dilakukan analisis
percobaan di laboratorium. Metode ini memiliki keunggulan,
diantaranya dapat mengurangi penggunaan alat dan bahan
yang berlebihan serta dapat menghemat dalam pembiayaan
percobaan [9]. Dalam hal ini, kami menggunakan struktur
kristal MPre SARS-CoV-2 yang terikat dengan suatu senyawa
flavonoid baicalein yang sebelumnya telah terbukti dapat
menghambat aktivitas MPro SARS-CoV-2 berdasarkan kajian
in vitro [7].

METODE PENELITIAN

Peralatan yang digunakan dalam tahapan sintesis yaitu
timbangan analitik, freezer, magnetic stirrer, corong Buchner,
lampu UV 254 dan 366 nm (Camag), alat pengukur titik leleh
(Stuart SMP 11), HPLC (Shimadzu Lc solution),
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UVv-1800i),
spektrofotometer FT-IR (Shimadzu, IR Spirit, A224158),
Spektrometer NMR (Agilent, 500 MHz), dan beberapa
peralatan gelas yang umum digunakan di laboratorium kimia
STIFAR Riau.

Peralatan yang digunakan dalam tahapan kajian molecular
docking yaitu komputer LG Intel(R) Core (TM) i7-8700, CPU
3.20 GHz dengan RAM 16,0 GB dan dilengkapi dengan
perangkat lunak ChemDraw Professional 15.0, Discovery
Studio Visualizer (DSV) 2021, dan Molecular Operating
Environment (MOE) 2020.0101 (Chemical Computing
Group). Semua perangkat lunak dijalankan dengan sistem
operasi Windows 10 Pro 64 bit.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain
2’-hidroksi-4-metoksi kalkon (Produk Praktikum Sintesa
Obat di STIFAR Riau), hidrogen peroksida 30% (Merck),
potassium hidroksida (Merck), sodium hidroksida (Merck),
etanol absolut (Merck), air suling (Brataco), plat KLT silika gel
GF 254 (Merck), dan indikator universal (Merck).

Sintesis senyawa 4’-metoksi flavonol sebagaimana dapat
dilihat pada Gambar 1 dilakukan melalui reaksi AFO dengan
memodifikasi metode sintesis yang telah dilaporkan oleh
peneliti sebelumnya [10].
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Gambar 1. Rute sintesis senyawa 4’-metoksi flavonol melalui reaksi
Algar-Flynn-Oyamada (AFO)

1. KOH 3N, EtOH, 0°C

2.H;0;, 30 % (pengadukan,
temperatur kamar, 3 jam)
OCHj3

OCH3

37,72 %

Sebanyak 20 mmol (5,08 g) senyawa 2’-hidroksi-4-metoksi
kalkon ditempatkan dalam erlenmenyer ukuran 250 mlL,
kemudian ditambahkan dengan 100 mL etanol absolut dan
20 mL larutan potassium hidroksida 3N. Campuran tersebut
kemudian didinginkan hingga temperatur 0°C di dalam
freezer. Setelah temperatur yang diinginkan tercapai, ke
dalam campuran tersebut kemudian ditambahkan 16 mL
hidrogen peroksida 30% dan campuran reaksi diaduk dengan
magnetic stirrer dengan kecepatan 500 rpm selama 3 jam.
Setelah reaksi selesai, ke dalam campuran produk
ditambahkan sebanyak 24 ml HCI 3N dingin secara bertahap
sehingga terbentuk endapan. Campuran produk didinginkan
selama 12 jam dan kemudian disaring dengan kertas saring
Whatman 40 menggunakan corong Buchner, dicuci dengan

aquades dingin dan n-heksana dingin, lalu dibiarkan kering
dalam desikator untuk mendapatkan crude product 4'-
metoksiflavonol. Crude product kemudian direkristalisasi
dengan etanol panas untuk mendapatkan senyawa 4’-
metoksi flavonol murni. Produk murni yang diperoleh
ditimbang beratnya dan dihitung % rendemennya.

Produk yang diperoleh diukur titik lelehnya mengunakan
Stuart melting point apparatus (SMP 11). Kemudian
dilakukan analisis kemurnian dengan HPLC fase terbalik
menggunakan kolom Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6) mm
dengan metode gradien elusi, laju alir 1 mL / menit, dan
deteksi dilakukan menggunakan detektor UV pada panjang
gelombang 355 nm. Adapun perbandingan komposisi fase
gerak yang digunakan selama waktu analisis dapat dilihat
pada Tabel 1. Selanjutnya, struktur produk hasil sintesis
dikarakterisasi melalui analisis spektroskopi UV-Vis dalam
pelarut metanol (konsentrasi 5 ppm) dan juga dengan
penambahan pereaksi geser larutan sodium hidroksida 2N
pada rentang panjang gelombang 200 - 500 nm. Pengukuran
spektrum FT-IR dilakukan pada rentang bilangan gelombang
400 - 4600 cm! di Sekolah Tinggi [Imu Farmasi Riau, dan
pengukuran spektrum !H NMR dilakukan pada rentang
pergeseran kimia 0-14 ppm dalam pelarut CDCI3 di Institut
Teknologi Bandung.

Tabel 1. Perbandingan komposisi fase gerak pada analisis HPLC
produk hasil sintesis

Waktu Komposisi fase gerak (%)

(menit) Metanol Air
0,01 80 20
2,00 80 20
10,00 95 5
12,00 95 5
14,00 80 20
15,00 80 20
15,02 Stop

Struktur kristal MPre diunduh dari situs rcsb.org dengan kode
PDB ID 6M2N. Struktur kristal tersebut kemudian
dipreparasi menggunakan aplikasi DSV 2021 dan MOE 2020.
Dalam hal ini, chain A dipilih untuk studi berdasarkan
literatur sebelumnya [11]. Molekul air, chain B, C, dan D
dihilangkan menggunakan aplikasi DSV 2021. Residu asam
amino pada chain A yang berinteraksi dengan baicalein (ligan
bawaan) diamati dengan DSV 2021 dan dicatat. Selanjutnya,
struktur protein tersebut dipreparasi menggunakan MOE
2020. Dalam hal ini, molekul baicalein (ligan bawaan)
dihilangkan, kemudian forcefield diatur menjadi Chemistry at
HARvard Molecular Mechanics 32 (CHARMM32), fix
hydrogens, fix charges, dan dilanjutkan dengan preparasi
menggunakan menu QuickPrep yang tersedia pada MOE 2020
(protonasi dilakukan menggunakan protonate3D dan RMS
Gradient diatur menjadi 0,001 kcal/mol/A). Struktur yang
telah dipreparasi ini kemudian disimpan dalam format PDB
untuk digunakan sebagai reseptor.

Molekul baicalein (ligan bawaan) diisolasi dari struktur
kristal 6M2N dan dipreparasi dengan Merck molecular force
field (MMFF94x), fix hydrogens, fix charges, fix O-H bond
length, optimally orient OH groups, dan Gradient diatur
menjadi 0,0001 RMS kcal/mol/A2. File struktur baicalein
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yang telah dipreparasi ini kemudian disimpan dalam
database ligand. Selanjutnya, dilakukan penandaan residu
asam amino pada sisi aktif protein yang telah dipreparasi
sebagai dummy atom menggunakan menu site finder yang
tersedia pada aplikasi MOE 2020. Dalam hal ini, site yang
ditandai sebagai dummy atoms adalah site 1 dan force field
diatur menjadi CHARMM?27. Setelah itu, masuk ke menu dock,
lalu dummy atoms dipilih sebagai site dan MDB file yang berisi
struktur baicalein (ligan bawaan) yang telah dipreparasi
kemudian dipilih sebagai ligan. Placement dan refinement
poses masing-masing diatur menjadi 100 dan 10. Kemudian
setelah memilih folder penyimpanan hasil docking, klik Run
dan tunggu hingga proses docking selesai. Setelah itu, mode
pengikatan baicalein hasil redocking yang paling sesuai
dengan mode pengikatan baicalein bawaan dipilih dan
disimpan untuk divisualisasikan secara 2D dan 3D. Nilai
RMSD dan kesamaan asam amino yang berinteraksi dengan
keduanya diamati untuk menentukan validitas protokol
docking yang telah dipilih. Selain itu, juga dilakukan overlay
untuk membandingkan pose pengikatan baicalein hasil
redocking dengan baicalein ligan bawaan.

Struktur 2D senyawa 4’-metoksi flavonol digambarkan
menggunakan aplikasi ChemDraw dan struktur 3D nya
dipreparasi menggunakan aplikasi MOE 2020 mengikuti
prosedur preparasi baicalein. File struktur ligan yang telah
dipreparasi ini kemudian disimpan dalam database ligand.
Docking senyawa 4’-metoksi flavonol dilakukan dengan
mengikuti prosedur redocking baicalein. File hasil docking
diperoleh dalam bentuk tabel yang berisi nilai binding free
energy (S, kcal/mol) dan nilai RMSD dalam format MDB.
Kompleks protein-ligan hasil docking disimpan dalam format
PDB. Kemudian pose pengikatan dan interaksi protein-ligan
divisualisasikan dalam bentuk gambar 2D dan 3D
menggunakan aplikasi DSV 2021. Nilai energi bebas
pengikatan, RMSD, residu asam amino yang berinteraksi
dengan ligan dan jenis interaksi yang terjadi ditampilkan
dalam bentuk tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini telah dilakukan sintesis senyawa 4’-
metoksi flavonol melalui reaksi Algar-Flynn-Oyamada (AFO)
dengan metode pengadukan menggunakan magnetic stirrer.
Mekanisme reaksi sintesis senyawa 4’-metoksi flavonol
diawali dengan perebutan hidrogen fenolik pada 2’-hidroksi-
4-metoksi kalkon oleh basa, sehingga terbentuk ion
fenoksida. Kemudian, penambahan hidrogen peroksida
menyebabkan terjadinya oksidasi ikatan rangkap a, 8 pada
molekul 2’-hidroksi-4-metoksi kalkon sehingga terbentuk
intermediet epoksida (oxirane). Selanjutnya, ion fenoksida
bertindak sebagai nukleofil dengan menyerang atom karbon
B pada cincin oxirane yang reaktif sehingga terjadi
pemutusan ikatan Cg-O oxirane. Dalam hal ini, atom oksigen
oxirane digantikan oleh atom oksigen fenoksida, sehingga
dihasilkan senyawa flavanonol yang kemudian akan segera
teroksidasi oleh hidrogen peroksida menjadi flavonol. Jika
oksidasi flavanonol menjadi flavonol tidak berlangsung
sempurna, maka kemungkinan produk akan bercampur
dengan flavanonol. Jika penyerangan ion fenoksida terjadi
pada karbon « oxirane, maka produk samping yang akan
dihasilkan adalah auron [12]. Dalam hal ini, proporsi flavonol
yang dihasilkan dipengaruhi oleh struktur analog 2’-
hidroksikalkon sebagai senyawa awal dan juga dipengaruhi
oleh metode sintesis yang digunakan. Pada penelitian ini,
crude product yang diperoleh belum murni sehingga perlu
dilakukan rekristalisasi. Rekristalisasi dilakukan dengan
pelarut etanol absolut panas, sehingga diperoleh produk

murni dengan rendemen 37,72 %. Berdasarkan hasil
tersebut, rendemen produk yang dihasilkan pada penelitian
ini masih belum memuaskan dan masih lebih kecil jika
dibandingkan dengan rendemen yang diperoleh pada
penelitian sebelumnya. Sehingga masih diperlukan optimasi
metode sintesis supaya diperoleh rendemen yang lebih baik.
Peneliti sebelumnya telah melaporkan sintesis senyawa yang
sama dengan metode stirrer namun menggunakan jenis basa
dan pelarut yang berbeda. Pada penelitian ini, basa yang
digunakan adalah potassium hidroksida dan reaksi
berlangsung dalam pelarut etanol. Sedangkan pada penelitian
sebelumnya, basa yang digunakan adalah sodium hidroksida
dan reaksi berlangsung dalam pelarut metanol. Selain itu,
perbedaan lainnya terletak pada pH yang ditargetkan pada
proses penambahan asam klorida ke dalam campuran
produk setelah reaksi selesai. Pada penelitian ini, asam
klorida ditambahkan hanya sampai pada pH 7, sedangkan
penambahan asam klorida pada metode sebelumnya
dilakukan sampai pH 2 [10]. Beberapa perbandingan
mengenai metode sintesis dan hasil yang diperoleh pada
penelitian ini dan sebelumnya dapat dilihat pada Tabel 2 dan
Tabel 3

Tabel 2. Perbandingan metode sintesis penelitian ini dan penelitian
sebelumnya

Perbedaan metode

Metode
Basa Pelarut Temperatur pH
Penelitian NaOH Campuran diaduk
sebelumnya M Metanol pada temperatur 2
[10] ruang
Didinginkan hingga
KOH temperatur 0 °C, baru
Penelitian ini N Etanol kemudian diaduk 7
pada temperatur
ruang

Tabel 3. Perbandingan hasil yang diperoleh pada penelitian ini dan
penelitian sebelumnya

. Perbedaan hasil
Hasil

Warna Rendemen Titik leleh (°C)
Penelitian Endapan
sebelumnya - 74,60 % 234-236
[10] putih
47,20 % (sebelum
- Endapan rekristalisasi),
Penelitian ini kuning 37,72 % (setelah 158-159

rekristalisasi)

Hasil pengukuran titik leleh produk hasil rekristalisasi
menunjukkan bahwa senyawa produk tersebut memiliki titik
leleh 158-159¢C. Jarak leleh yang tajam ini (< 2°C)
menunjukkan bahwa produk yang diperoleh memiliki
kemurnian yang baik. Semakin tajam jarak leleh suatu
padatan maka akan semakin tinggi pula tingkat kemurnian
padatan tersebut. Padatan yang belum murni biasanya
memiliki jarak leleh yang lebar. Selain itu, hasil analisis
kemurnian dengan HPLC terhadap produk juga menunjukkan
puncak tunggal pada tr 7,288 menit, sebagaimana dapat
dilihat pada Gambar 2, yang mengindikasikan bahwa produk
memiliki kemurnian yang sangat baik.

mv

Det.ACh3
400- §
300]
2001
1004
00 25 50 75 100 125 150
min
Gambar 2. Kromatogram HPLC senyawa 4’-metoksi flavonol
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Setelah produk hasil sintesis dipastikan murni, selanjutnya
dilakukan  karakterisasi  struktur  melalui analisis
spektroskopi UV-Vis, FTIR, dan !H NMR. Pemeriksaan
Spektrum UV-Vis dilakukan untuk mengidentifikasi
kehadiran kromofor atau jenis sistem konjugasi yang khas
pada suatu struktur molekul organik. Spektrum UV-Vis
senyawa 4’-metoksi flavonol dalam pelarut metanol
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 3 menunjukkan
serapan pada panjang gelombang maksimum 232, 252 (sh),
318 (sh) dan 355 nm, dengan nilai absorbansi berturut-turut
sebesar 0,449; 0,332; 0,227; dan 0,423. Berdasarkan
literatur, spektrum UV suatu senyawa flavonol dengan gugus
3-OH bebas memiliki ciri khas yang ditandai dengan
munculnya pita I pada daerah panjang gelombang 350 - 385
nm dan pita Il pada daerah panjang gelombang 250 - 280 nm
[13]. Dalam hal ini, pita I senyawa tersebut muncul pada
panjang gelombang 355 nm, yang dihasilkan oleh sistem
konjugasi 4’-metoksi sinamoil, sedangkan pita [l muncul pada
panjang gelombang 252 nm, yang dihasilkan oleh sistem
konjugasi benzoil. Serapan yang dihasilkan oleh sistem
konjugasi 4’-metoksi sinamoil muncul pada panjang
gelombang yang lebih besar dikarenakan sistem
konjugasinya lebih panjang dibandingkan dengan sistem
konjugasi benzoil. Semakin panjang suatu sistem konjugasi,
maka energi yang dibutuhkan untuk terjadinya transisi
elektronik menjadi lebih kecil, sehingga serapannya akan
muncul pada panjang gelombang yang lebih besar.
Selanjutnya, penambahan pereaksi geser larutan sodium
hidroksida 2N juga menyebabkan terjadinya pergeseran
batokromik. Dalam hal ini, serapan maksimum pita I yang
awalnya muncul pada panjang gelombang 355 nm menjadi
bergeser ke panjang gelombang 409 nm.

1 dalam pelarut metanol (5 ppm)
0.9 ] = setelah penambahan NaOH 2N
08
07 -

g 056

o 0.4 4

Wavelength (nm)

Gambar 3. Spektrum UV-Vis senyawa 4’-metoksi flavonol dalam
pelarut metanol sebelum dan setelah penambahan pereaksi geser.

Pengukuran spektrum FT-IR dilakukan untuk
mengidentifikasi kehadiran gugus fungsi atau jenis ikatan
tertentu yang terdapat pada molekul organik. Spektrum FT-
IR senyawa 4’-metoksi flavonol sebagaimana dapat dilihat
pada Gambar 4 menunjukkan pita serapan melebar pada
bilangan gelombang 3145 cm-l. Pita serapan tersebut
dihasilkan oleh gugus hidroksi yang terikat pada cincin C
senyawa flavonol. Kemudian, pita serapan pada bilangan
gelombang 3017 cm! menunjukkan vibrasi dari ikatan C-H
aromatik dan pita serapan pada bilangan gelombang 2971-
2938 cm! menunjukkan vibrasi regang dari ikatan C-H
alifatik gugus metoksi. Selanjutnya, pita serapan pada
bilangan gelombang 1632 cm-! menunjukkan vibrasi dari
gugus C=0 keton terkonjugasi, dan beberapa pita serapan
yang muncul pada bilangan gelombang 1601, 1563, 1509, dan
1469 cm'! menunjukkan kehadiran ikatan C=C aromatik.
Selain itu, beberapa pita serapan yang muncul pada bilangan
gelombang 1253, 1179, 1107, dan 1021 cm'! menunjukkan
kehadiran beberapa jenis ikatan C-O eter dan C-O alkohol
yang terdapat pada struktur molekul produk [14].

11
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Gambar 4. Spektrum IR senyawa 4’-metoksi flavonol

Pengukuran spektrum *H NMR dilakukan untuk menentukan
jumlah dan jenis lingkungan kimia proton yang terdapat pada
suatu molekul organik. Dalam hal ini, pengukuran spektrum
1H-NMR dilakukan menggunakan pelarut CDCl3 pada
frekuensi 500 MHz, dimana sinyal proton CDClz muncul pada
pergeseran kimia 7,27 ppm. Hasil pengukuran spektrum 'H
NMR menunjukkan bahwa produk yang diperoleh memiliki
jumlah proton yang sesuai dengan struktur produk yang
diinginkan (12 proton). Spektrum 1H-NMR senyawa 4’-
metoksi flavonol menunjukkan pergeseran kimia yang khas
jika dibandingkan dengan spektrum 'H NMR senyawa
awalnya. Gugus hidroksi pada analog 2’-hidroksi kalkon
dalam pelarut CDClz akan memberikan sinyal singlet yang
khas pada pergeseran kimia 6 12-13 ppm [15]. Sehingga,
ketidakhadiran sinyal tersebut pada spektrum !'H NMR
produk menunjukkan bahwa gugus hidroksi (2’-OH) pada
senyawa awal tersebut telah berhasil mengalami siklisasi
membentuk cincin heterosiklik flavonoid [16]. Selain itu,
kekhasan lainnya adalah munculnya puncak singlet pada
pergeseran kimia § 6,96 ppm dengan integrasi 1H yang
menunjukkan kehadiran proton dari gugus OH yang terikat
pada karbon C3 cincin heterosiklik tersebut [8]. Selanjutnya,
satu-satunya sinyal proton alifatik yang muncul adalah sinyal
dari proton metoksi pada daerah pergeseran kimia proton
alifatik § 3,91 ppm. Hal ini menjadi penentu bahwa pada
cincin heterosiklik C produk terdapat ikatan rangkap
(kromen) yang menjadi pembeda antara struktur senyawa
flavonol (flavon-3-ol) dengan flavanonol.

Sinyal-sinyal proton aromatik dapat diamati pada pergeseran
kimia 6 8,26 ppm dengan integrasi 3H yang menunjukkan
pergeseran kimia dari proton aromatik yang paling tidak
terperisai pada senyawa 4’-metoksi flavonol. Sinyal tersebut
dihasilkan oleh proton H5 dengan puncak doublet (1H),
dimana sinyal proton tersebut mengalami overlapping
dengan sinyal doublet (2H) dari proton H2’/H6’ (J = 8,3 Hz).
Kemudian sinyal proton aromatik yang muncul pada
pergeseran kimia 8 7,71 ppm dengan integrasi 1H
menunjukkan pergeseran kimia dari proton H7 pada cincin
kromen dengan puncak triplet (J = 7,9 Hz). Dalam hal ini,
konstanta coupling sebesar 7,9 Hz tersebut merupakan ortho
coupling, yang menunjukkan korelasi antara proton H7
dengan proton H6 dan HS8). Kemudian, puncak pada
pergeseran kimia § 7,60 ppm dengan nilai integrasi 1H
dihasilkan oleh proton H8 pada cincin kromen, dengan
puncak doublet (] = 8,5 Hz). Dalam hal ini, konstanta coupling
sebesar 8,5 Hz merupakan ortho coupling, yang menunjukkan
korelasi antara proton H8 dengan proton H7. Selanjutnya,
puncak pada pergeseran kimia § 7,43 ppm dengan integrasi
1H menunjukkan pergeseran kimia dari proton H6 dengan
puncak triplet (J = 7,7 Hz). Dalam hal ini, konstanta coupling
sebesar 7,7 Hz tersebut juga merupakan ortho coupling, yang
menunjukkan korelasi antara proton H6 dengan proton H5
dan H7. Selain itu, munculnya 2 buah puncak doublet masing-
masing dengan integrasi 2H pada pergeseran kimia 8,26 ppm
(H2’/H6’) dan 7,07 ppm (H3’/H5’) juga menjadi ciri khas
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bahwa gugus metoksi yang terdapat pada cincin B terletak
pada posisi para. Dengan demikian, secara keseluruhan hasil
analisis  spektroskopi  terhadap  produk  tersebut
menunjukkan bahwa struktur produk yang diperoleh pada
penelitian ini telah sesuai dengan struktur 4’-metoksi
flavonol. Sinyal-sinyal dari proton alifatik, proton 3-OH, dan
proton-proton aromatik yang muncul pada spektrum 1H NMR
senyawa 4’-metoksi flavonol tersebut masing-masing
ditandai dengan warna hijau, merah, dan biru, sebagaimana
dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Penandaan sinyal-sinyal proton pada spektrum *H NMR
senyawa 4’-metoksi flavonol.

Selanjutnya, kajian molecular docking dilakukan untuk
mengeksplorasi potensi senyawa 4’-metoksi flavonol sebagai
inhibitor MPro SARS-CoV-2. Dalam hal ini, struktur kristal
yang digunakan adalah struktur kristal MPre SARS-CoV-2 yang
terikat dengan baicalein dan diunduh pada website rcsb.org
(PDB ID 6M3N). Alasan pemilihan struktur kristal ini
dikarenakan pada struktur kristal tersebut terikat senyawa
baicalein yang merupakan suatu senyawa flavonoid alami
yang telah dilaporkan oleh peneliti sebelumnya berpotensi
secara in silico berdasarkan kajian molecular docking dan juga
telah terbukti secara in vitro dapat menghambat aktivitas
proteolitik Mpro SARS-CoV-2 [7]. Hal ini sesuai dengan
senyawa yang ingin dikaji pada penelitian ini yaitu senyawa
flavonol yang juga termasuk golongan senyawa flavonoid.

Tabel 4. Perbandingan interaksi baicalein hasil redocking dengan
baicalein ligan bawaan

Interaksi baicalein
Hasil redocking

Ligan bawaan

- Thr25¢
- Thr26¢
Leu27¢ Leu27¢
His41e His41e
Cys44f Cysa4f
Asp48¢ Asp48¢
Met 49°f Met49f
Pro52¢ Pro52¢
Tyr54¢ Tyr54¢
Leul4lc Leul4lc
Asn142°¢ Asn142°¢
Gly1432 Gly143-
Serl44? Serl44c
Cys1454 Cys145d
His163¢ -
His164¢ His164¢
Met165° Met165°
Glule6? Glul66°©
Aspl187 ¢ Aspl187¢
Arg188¢ Arg188°¢
GIn189¢ GIn189¢

Keterangan:

a =ikatan hidrogen, b = ikatan hidrogen karbon, c = interaksi van der Walls, d = interaksi phi sulfur, e = interaksi
phi-phi stacked, f = interaksi phi alkyl.

Sebelum dilakukan docking senyawa 4’-metoksi flavonol ke
6M3N, terlebih dahulu dilakukan redocking senyawa
baicalein sebagai ligan bawaan ke sisi aktif 6M3N untuk
memvalidasi protokol docking yang dipilih. Proses ini diawali

dengan mengisolasi struktur baicalein yang terikat pada
struktur kristal protein dan kemudian dilanjutkan dengan
preparasi dan optimasi struktur ligan dan protein.
Selanjutnya, dilakukan redocking struktur baicalein ke sisi
aktif yang telah ditandai. Perbandingan kesamaan residu
asam amino yang berinteraksi dengan baicalein hasil
redocking dengan baicalein ligan bawaan dapat dilihat pada
Tabel 4. Hasil redocking baicalein tersebut menunjukkan
kemiripan residu asam amino yang tinggi dengan baicalein
ligan bawaan. Dalam hal ini, terdapat 18 residu asam amino
yang sama yang berinteraksi dengan baicalein hasil
redocking. Kemiripan lainnya yang dapat diamati adalah
baicalein hasil redocking juga dapat membentuk dua ikatan
hidrogen dengan residu asam amino Gly143. Dalam hal ini,
residu asam amino tersebut berikatan hidrogen dengan dua
gugus OH pada senyawa baicalein, yaitu gugus OH pada C6
dan C7 kromen sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 6.
Kedua interaksi ini juga terjadi pada baicalein ligan bawaan.
Namun, terdapat perbedaan interaksi dengan residu asam
amino Ser144 dan Glul66, dimana baicalein ligan bawaan
juga berikatan hidrogen dengan kedua residu tersebut,
namun hasil redocking hanya menunjukkan interaksi van der
Walls. Selanjutnya dilakukan overlay pose pengikatan
baicalein hasil redocking dengan baicalein ligan bawaan
untuk memastikan kemiripan tersebut sebagaimana dapat
dilihat pada Gambar 7. Hasil overlay juga menunjukkan
bahwa pose pengikatan keduanya sangat mirip. Selain itu,
berdasarkan hasil redocking diperoleh nilai energi bebas
pengikatan senyawa baicalein adalah sebesar -6,66 kcal/mol
dengan nilai RMSD 1,45, sebagaimana dapat dilihat pada
Tabel 5. Berdasarkan nilai RMSD tersebut dapat disimpulkan
bahwa protokol docking yang dipilih telah valid.
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Gambar 6. Visualisasi 3D dan 2D hasil redocking senyawa baicalein

Gambar 7. Overlay pose pengikatan senyawa baicalein hasil
redocking (hijau) dengan baicalein ligan bawaan (kuning)
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Tabel 5. Hasil docking senyawa baicalein dan 4’-metoksi flavonol ke
sisi aktif 6M2N

Jenis interaksi dengan residu asam amino pada sisi aktif
6M2N
Ikatan
hidrogen
karbon
(CH---0)

Energi

bebas

ikatan
(keal/mol)

Senyawa RMSD

Interaksi
lainnya

van der
Walls

Ikatan
hidrogen

Thr2s,
Thr26,
Leu27,
Asp4s,
Pro52,
Tyr54,
Leul4l,
Asn142,
Serl44,
Cys145,
His164,
Glu166,
Asp187,
Arg188,
GIn189
Cys44,
Asp48,
Pro52,
Phe140,
Leu141,
Asn142,
Gly143,
Serl44,
His164,
Met165,
Arg188

Gly143
(2,30A),
Gly143
(2,29 A),

Hisa1,
Cysa4,
Met49,
Cys145

Baicalein -6,66 1,45 Met165

Glul66
(1,994),
GIn189

(2,414)

2
metoksi
flavonol

Met49,
Tyr54,
Asp187

Hisa1,
Cys145,
His163

7,13

Protokol docking yang sama kemudian diterapkan pada
senyawa 4’-metoksi flavonol. Berdasarkan hasil docking
sebagaimana ditampilkan pada Tabel 5, dapat diamati bahwa
senyawa 4’-metoksi flavonol juga dapat membentuk 2 ikatan
hidrogen, yaitu dengan residu asam amino Glul66 dan
GIn189, masing-masing dengan jarak 1,99 dan 2,41 A. Jarak
ikatan hidrogen yang terbentuk lebih pendek jika
dibandingkan dengan ikatan hidrogen yang dihasilkan oleh
baicalein. Dalam hal ini, gugus fungsi yang berikatan hidrogen
dengan kedua residu tersebut masing-masing adalah gugus
karbonil dan gugus hidroksil yang terdapat pada senyawa 4’-
metoksi flavonol, sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 8.
Berdasarkan literatur, Glu166 adalah salah satu residu asam
amino penting yang terdapat pada situs pengikatan utama
Mpro_Situs pengikatan utama yang terdiri dari sub unit S1 dan
S2 ini berperan dalam banyak interaksi hidrofobik dan
elektrostatik antara Mpro dan substrat atau senyawa lain yang
berpotensi sebagai inhibitor [11]. Dalam hal ini, sub unit S1
terdiri dari asam amino His163, Glu166, Cys145, Gly143,
His172, Phe140, sedangkan sub unit S2 terdiri dari asam
amino Cys145, His41, Thr25. Berdasarkan Gambar 8, dapat
diamati bahwa selain dapat membentuk ikatan hidrogen
dengan residu Glul66, senyawa 4’-metoksi flavonol juga
dapat berinteraksi dengan beberapa residu asam amino lain
yang terdapat pada sisi pengikatan utama Mpre, yaitu dengan
residu asam amino Phe140 dan Gly143 melalui interaksi van
der Walls, dan dengan residu asam amino His41, Cys145 dan
His163 melalui interaksi lainnya, sebagaimana dapat dilihat
pada Tabel 5 dan Gambar 8. Dalam hal ini, baik baicalein
maupun 4’-metoksi flavonol juga dapat membentuk interaksi
dengan 2 residu asam amino pada catalytic dyad yang
berperan penting pada aktivitas proteolitik Mpro, yaitu His41
dan Cys145 [11]. Kemampuan ligan untuk dapat terikat pada
catalytic dyad ini sangat penting untuk menghalangi akses
substrat alami, sehingga kemungkinan besar dapat
menghambat aksi proteolitik dari Mpre dan menghambat
replikasi SARS-CoV-2. Selain itu, senyawa 4’-metoksi flavonol
memiliki nilai energi bebas pengikatan yang lebih negatif (-
7,13 kcal/mol) dibandingkan dengan baicalein (-6,66
kcal/mol) sebagai ligan bawaan sekaligus senyawa
pembanding. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa 4’-
metoksi flavonol memiliki potensi yang lebih baik dari
baicalein dalam membentuk kompleks dengan MPro SARS-
CoV-2. Selanjutnya, dilakukan overlay untuk
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membandingkan pose pengikatan kedua senyawa tersebut,
sebagaimana dapat dilihat pada Gambar 9. Hasil overlay
menunjukkan bahwa kedua senyawa juga menunjukkan pose
pengikatan yang mirip.
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Gambar 8. Visualisasi 3D dan 2D hasil docking senyawa 4’-metoksi
flavonol

Gambar 9. Overlay pose pengikatan senyawa 4’-metoksi flavonol
(biru) dengan baicalein (hijau)

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa
senyawa 4'-metoksi flavonol dapat disintesis dengan metode
stirrer menggunakan 2’-hidroksi-4-metoksi kalkon sebagai
senyawa awal dengan kehadiran hidrogen peroksida dan
potasium hidroksida dalam pelarut etanol melalui reaksi
Algar-Flynn-Oyamada (AFO). Reaksi sintesis tersebut
menghasilkan rendemen produk sebesar 37,72 % dan
struktur produk hasil sintesis telah dikonfirmasi melalui
analisis spektroskopi UV-Vis, FT-IR, dan 1H NMR. Selanjutnya,
hasil kajian molecular docking menunjukkan bahwa senyawa
4’-metoksi flavonol dapat membentuk ikatan hidrogen
dengan dua residu penting pada sisi aktif 6M2N, yaitu Glu166
dan GIn189 dengan nilai energi bebas pengikatan sebesar -
7,13 kcal/mol dan nilai RMSD sebesar 1,45. Hasil kajian ini
menunjukkan bahwa senyawa tersebut dapat terikat dengan
lebih mudah pada sisi aktif MPre SARS-CoV-2 dibandingkan
dengan baicalein sebagai senyawa pembanding, sehingga
dapat disimpulkan bahwa senyawa 4’-metoksi flavonol
berpotensi dapat menghambat aktivitas MFre SARS-CoV-2.
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