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Abstrak. Tuberkulosis adalah penyakit yang menjadi satu dari sepuluh penyebab kematian
tertinggi di dunia. Pada tahun 2021 terdapat 283.000 kasus tuberkulosis di Indonesia yang
belum terobati. Efektivitas pengobatan tuberkulosis menurun dikarenakan meningkatnya
resistensi Mycobacterium tuberculosis. ~ Tumbuhan herbal seperti rimpang temu kunci
(Boesenbergia rotunda) dapat digunakan sebagai alternatif pengobatan untuk mengatasi
permasalahan tersebut. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui karakteristik drug-likeness
senyawa aktif temu kunci, interaksi antara senyawa aktif temu kunci dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme dan InhA, serta senyawa aktif temu kunci yang paling
berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis secara in silico. Hasil uji drug-likeness
menunjukkan bahwa terdapat sembilan senyawa aktif temu kunci terpilih yang memenuhi
aturan Lipinski yaitu nerol, camphor, cineole, trans-methyl-cinnamate, cis-p-mentha-2,8-dien-1-
ol, octanal(2,4dinitrophenyl)hydrazine, pinostrobin chalcone, furan-3-carboxamide,2-methyl-N-
(4-morpholyl)-, dan hemanthidine. Uji molecular docking menunjukkan octanal(2,4-
dinitrophenyl)hydrazine, pinostrobin chalcone, hemanthidine, dan furan-3-carboxamide-2-
methyl-N-(4-morpholyl)- paling berpotensi sebagai antibakteri dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme. Sedangkan, tujuh senyawa paling berpotensi sebagai antibakteri
dengan protein target InhA yaitu pinostrobin chalcone, hemanthidine, trans-methyl-cinnamate,
octanal(2,4-dinitrophenyl)hydrazine, nerol, cis-p-metha-2,8-dien-1-ol, dan furan-3-
carboxamide-2-methyl-N-(5-morpholyl)-. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengkaji
dan mengklarifikasi mekanisme penghambatan spesifik serta toksisitas dari masing-masing
senyawa aktif temu kunci.

Kata kunci: tuberkulosis, resistensi, Arabinosyltransferase C Enzyme, InhA

Abstract. Tuberculosis is one of the top ten causes of death in the world. In 2021 there are 283,000 cases
of tuberculosis in Indonesia that haven’t been treated. The effectiveness of tuberculosis treatment
decreases due to increased resistance of Mycobacterium tuberculosis. Herbal plants such as the rhizome
of temu kunci (Boesenbergia rotunda) can be used as an alternative treatment to overcome this problem.
This study aimed to determine drug-likeness characteristics of active compounds of temu kunci, the
interaction between active compounds of temu kunci with target protein Arabinosyltransferase C
Enzyme and InhA, and active compounds of temu kunci with the most potential as anti-bacteria of M.
tuberculosis in silico. The drug-likeness test showed that nine selected active compounds of temu kunci
complied with Lipinski rules which were nerol, camphor, cineole, trans-methyl-cinnamate, cis-p-mentha-
2,8-dien-1-ol, octanal(2,4dinitrophenyl)hydrazine, pinostrobin chalcone, furan-3-carboxamide,2-methyl-
N-(4-morpholyl)-,  and  hemanthidine. ~ The  molecular ~ docking  showed  octanal(2,4-
dinitrophenyl)hydrazine, pinostrobin chalcone, hemanthidine, and furan-3-carboxamide-2-methyl-N-(4-
morpholyl)- have the potential as antibacterials with Arabinosyltransferase C Enzyme target proteins.
Meanwhile, the most potent antibacterial compounds with InhA target proteins were pinostrobin
chalcone, hemanthidine, trans-methyl-cinnamate, octanal(2,4-dinitrophenyl)hydrazine, nerol, cis-p-
metha-2,8-dien-1-ol, and furan-3-carboxamide-2-methyl-N-(4-morpholyl)-. Further research is needed to
study and clarify specific inhibition mechanisms and toxicity of each active compound of temu kunci.
Keywords: tuberculosis, resistant, Arabinosyltransferase C Enzyme, InhA

PENDAHULUAN
Kemajuan ilmu pengetahuan dan teknologi telah menghasilkan berbagai metode untuk
mencegah ataupun mengatasi infeksi dari bakteri, seperti bakteri penyebab penyakit tuberkulosis

LenteraBio, 2023; Volume 12, Nomor 2: 132-149 132
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index


mailto:hidayatullailiyyah@gmail.com

(TB). Namun, saat ini TB masih menjadi salah satu dari sepuluh penyakit penyebab kematian
tertinggi di dunia. Data dari World Health Organization (WHO) Global TB Report Tahun 2020
menunjukkan terdapat 10 juta kasus TB di dunia dan 1,2 juta orang meninggal di setiap tahunnya.
Kasus TB juga ditemukan di Indonesia sebanyak 845.000 kasus dan kematian mencapai 98.000 atau
terjadi kematian sebanyak 11 orang per jam pada tahun 2020 (WHO, 2020). Berdasarkan Kemenkes
(2021) hanya sekitar 67% kasus TB yang berhasil diobati sedangkan sisanya (283.000 kasus) belum
diobati sehingga akan beresiko menular pada orang disekitarnya.

Moycobacterium tuberculosis adalah patogen obligat yang menyebabkan penyakit tuberkulosis
(TB). Bakteri M. tuberculosis digolongkan ke dalam kelompok bakteri gram positif, namun juga
memiliki struktur yang mirip dengan bakteri gram negatif yakni membran luar kedua mengandung
asam mikolat atau asam lemak bercabang rantai panjang (Gordon & Parish, 2018). Patogen tersebut
menyerang paru-paru yang mengakibatkan penderitanya kesulitan bernapas dan merupakan
penyakit multi sistem. Adigun & Singh (2022) menyatakan beberapa sistem organ yang sering
terserang penyakit ini adalah sistem pernapasan, sistem gastrointestinal, sistem limforetikuler, kulit,
sistem saraf pusat, sistem muskuloskeletal, sistem reproduksi, dan hati. Penyebaran TB dapat melalui
droplet penderita yang terbawa di udara (WHO, 2020).

Berdasarkan Global TB Report WHO (2020), pada saat ini M. tuberculosis resisten terhadap obat
anti-TB lini pertama (isoniazid, rifampicin, ethambutol, dan pyrazinamide) dan lini kedua (regiment
treatment). Secara khusus, isoniazid menghambat enoyl reductase (InhA) Mtb dengan membentuk
ikatan kovalen dengan kofaktor NAD (INH-NAD). INH-NAD kemudian akan bertindak sebagai
kompetitif inhibitor InhA sehingga akan menghambat sintesis asam mikolat dan komponen penting
dari dinding sel bakteri (Khan et al., 2019). Resistensi ini menjadi masalah kesehatan di seluruh dunia,
termasuk Indonesia. Oleh karena itu dibutuhkan obat alternatif untuk penderita TB. Salah satu obat
alternatif tersebut dapat diperoleh dari tumbuhan-tumbuhan dengan senyawa aktif yang berpotensi
sebagai agen antibakteri M. tuberculosis.

Temu kunci (Boesenbergia rotunda) termasuk ke dalam famili Zingiberaceae dan merupakan
salah satu tanaman yang telah digunakan sebagai rempah dan obat herbal secara turun-temurun.
Sastrahidayat (2016) menyatakan bahwa temu kunci memiliki berbagai macam khasiat antara lain
sebagai rempah bumbu masak, obat batuk, peluruh dahak, penambah nafsu makan, mengatasi
gangguan pencernaan, dan obat sariawan. Berdasarkan penelitian Baharudin et al. (2015) dilaporkan
bahwa terdapat 18 senyawa aktif kelompok minyak esensial yang terkandung dalam rimpang temu
kunci yang berpotensi sebagai antibakteri. Dalam penelitiannya, Baharudin et al. (2015) membuktikan
bahwa kandungan minyak esensial dari temu kunci dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus, B. cereus, E. coli. Beberapa penelitian secara in vitro membuktikan bahwa B. rotunda memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus (Sopitthummakhun et al., 2021), Streptococcus
mutans (Handayani et al., 2018), dan Enterococcus faecalis (Ridzali, 2018). Mekanisme kerja minyak
esensial sebagai antibakteri yaitu dengan mengubah permeabilitas dan mengubah toleransi garam sel.
Hal ini dibuktikan pada sel E. coli yang terpapar minyak esensial 0,22% mengalami kebocoran
senyawa anorganik (ion kalium dan kalsium) dan senyawa organik (asam nukleat dan protein)
(Chahyadi et al., 2014). Minyak esensial dapat menyebabkan apotosis sel dan terganggunya
pembentukan dinding dan membran sel (Chen et al., 2020).

Teknik in silico dapat membantu proses penemuan obat terutama senyawa dalam obat
tradisional yang belum diketahui aktivitasnya. Uji Drug-likeness merupakan metode untuk
memprediksi sifat kemiripan obat berdasarkan aturan Lipinski (Rule of Five) dengan melakukan
skrining virtual kandidat obat (Lee et al., 2022). Aturan tersebut dapat mengevaluasi sifat kemiripan
obat terkait farmakokinetik suatu senyawa kandidat obat dengan sifat obat oral pada manusia (Sen et
al., 2021). Molecular docking merupakan metode untuk mencari pola interaksi antara molekul reseptor
dan ligan yang tepat berdasarkan komputasi (Purnama et al., 2020). Teknik ini dapat digunakan
sebagai acuan dan dikombinasikan dengan penelitian in vitro maupun in vivo dalam upaya penemuan
obat. Pinzi dan Rastelli (2019) menyatakan bahwa molecular docking dapat memprediksi interaksi
antara ligan senyawa dengan protein target secara molekuler. Keuntungan dari teknik ini yaitu lebih
efisien dalam waktu, energi dan biaya yang dibutuhkan (Rachmania et al., 2016).

Sebagian besar obat bekerja dengan menginduksi efek farmakologis melalui protein target
dalam proses pengobatan. Protein target atau yang biasa disebut reseptor merupakan makromolekul
polipeptida atau protein integral yang menempel pada membran sel (Rollando, 2017). Protein yang
berlokasi di membran sel pada M. tuberculosis menjadi target dalam pengobatan TB adalah
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Arabinosyltransferase C Enzyme dan InhA. Das et al. (2020) menyatakan bahwa Arabinosyltransferase C
Enzyme merupakan enzim transferase yang bekerja pada arabinosa dalam bentuk furanosa yang
terlibat dalam polimerisasi arabinogalactan, yaitu bagian penting dan esensial dari dinding sel
Mycobacterium. Das et al. (2020) dalam penelitiannya secara in silico membuktikan bahwa protein
Arabinosyltransferase C Enzyme memiliki potensi yang lebih kuat sebagai target baru pengobatan
isoniazid dikarenakan memiliki nilai binding affinity lebih negatif dibandingkan dengan ethambutol.
Protein InhA diketahui sebagai target obat isoniazid. Protein InhA berperan penting dalam
kelangsungan hidup Mycobacterium, khususnya dalam sintesis asam mikolat (Baptista et al., 2021).

Penelitian terkait aktivitas antibakteri terhadap M. tuberculosis secara in silico pernah
dilakukan oleh Irwan ef al. (2021) yang menginteraksikan senyawa aktif bawang tiwai dengan protein
target InhA. Hasil dari penelitian tersebut menunjukkan bahwa senyawa aktif bawang tiwai kurang
berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis dikarenakan nilai binding affinity lebih besar
dibandingkan native ligand protein. Berdasarkan hal tersebut maka diperlukan penelitian terbaru
untuk memprediksi potensi obat dari tanaman tradisional lain melalui interaksi senyawa dengan
protein-protein reseptor pada M. tuberculosis. Potensi in silico senyawa aktif temu kunci sebagai
antibakteri M. tuberculosis dengan protein target Arabinosyltransferase C Enzyme dan InhA belum
diketahui, sehingga penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik drug-likeness senyawa
aktif temu kunci sebagai kandidat obat, mengetahui interaksi antara senyawa aktif temu kunci
terhadap protein target Arabinosyltransferase C Enzyme dan InhA, serta mengetahui senyawa aktif
temu kunci yang paling berpotensi sebagai antibakteri secara in silico.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan mulai bulan Oktober hingga Desember 2022 di Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Surabaya. Bahan yang akan digunakan
adalah struktur 3D senyawa aktif temu kunci, senyawa isoniazid (obat pembanding) yang diperoleh
dari web database PubChem, dan protein target Arabinosyltransferase C Enzyme dan InhA (Gambar 1)
yang diperoleh dari web database Protein Data Bank (PDB). Alat yang akan digunakan untuk uji in
silico antara lain komputer, web server SwissADME untuk uji drug-likeness, software Notepad**, software
AutoDock Tools 1.5.6 dan PyRx 0.8 untuk molecular docking, Edu PyMOL v1.7.4 dan Ligplot* version
v.2.2.5 untuk visualisasi molekul.

(@)

Binding site (b)

Binding site

Gambar 1. Protein target bakteri M. tuberculosis: (a) Arabinosyltransferase C Enzyme (PDB ID: 3PTY), (b)
InhA (Kode PDB ID: 1ENY) (Sumber: RCSB PDB).

Penelitian dilaksanakan dalam dua tahapan yakni tahap persiapan dan tahap pelaksanaan.
Tahap persiapan dimulai dengan koleksi sampel molekul protein target, identifikasi senyawa aktif
pada ekstrak rimpang temu kunci melalui studi literatur, dan koleksi sampel molekul protein target,
koleksi sampel molekul ligan senyawa. Koleksi sampel molekul protein target dilakukan berdasarkan
metode yang diadopsi dari Purnama et al. (2020) yakni melalui web database RCSB PDB
(https:/ /www.rcsb.org). Protein Arabinosyltransferase C Enzyme memiliki kode PDB 3PTY, sedangkan
protein InhA memiliki kode PDB 1ENY. Selanjutnya, dilakukan sterilisasi makromolekul protein
target tersebut menggunakan software AutoDock Tools 1.5.6 dan Notepad**. Tahap ini bertujuan
untuk memisahkan struktur molekul protein target dari native ligand masing-masing makromolekul.
Native ligand dapat diketahui dengan cara membuka protein target yang telah diunduh menggunakan
Software Notepad**. Native ligand dari protein Arabinosyltransferase C Enzyme adalah ligan AFO pada
gugus A, sedangkan native ligand dari protein target InhA adalah ligan NAD pada gugus A. Koleksi
sampel molekul ligan senyawa dilakukan terhadap senyawa aktif temu kunci yang memiliki potensi
sebagai kandidat antibakteri berdasarkan studi literatur. Struktur 3D senyawa aktif tersebut diperoleh
dari web database PubChem (https://www.pubchem.ncbi.nlm.gov.id). Molekul ligan senyawa
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kemudian diminimasi menggunakan software PyRx 0.8 agar ligan menjadi lebih fleksibel dan dapat
menghasilkan pengikatan terendah ketika dilakukan uji molecular docking.

Tahap pelaksanaan terbagi menjadi dua tahap uji, yaitu uji drug-likeness dan molecular docking.
Uji drug-likeness bertujuan untuk mengevaluasi sifat mirip obat dari senyawa aktif yang terpilih dari
B. rotunda berdasarkan aturan Lipinski atau yang dikenal dengan Lipinski’s rule of five. Uji drug-
likeness diawali dengan mengidentifikasi cannonical SMILES senyawa aktif B. rotunda yang berpotensi
sebagai kandidat antibakteri dari PubChem. Cannonical SMILES kemudian dimasukkan ke dalam web
server SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php). Beberapa sifat kemiripan obat
berdasarkan aturan Lipinski antara lain memiliki berat molekul (molecular weight) 150-500 g/mol, nilai
koefisien partisi log P < 5, jumlah H-bond donors < 5, jumlah H-bond acceptors < 10 (Lipinski et al., 2001;
Daina et al., 2017). Senyawa aktif yang memenubhi aturan Lipinksi akan digunakan pada uji molecular
docking.

Uji molecular docking dilakukan berdasarkan Purnama et al. (2020). Blind docking terhadap
makromolekul dan senyawa ligan terpilih dilakukan dengan menggunakan Software PyRx 0.8. Hasil
docking dengan setiap ligan disimpan untuk dilanjutkan ke tahap visualisasi. Pada tahap ini juga
diperoleh nilai RMSD dan binding affinity. Tahap visualisasi dilakukan dengan software Edu PyMOL
v1.7.4 dan Ligplot* version v.2.2.5 untuk mendapatkan visualisasi secara 2D dan 3D. Jenis ikatan yang
terbentuk dari interaksi senyawa dan jenis-jenis residu asam amino pada protein target yang menjadi
sisi penambatan ligan atau senyawa dapat diketahui dari visualisasi struktur 2D. Adapun visualisasi
3D dapat menunjukkan panjang ikatan yang terbentuk.

Data yang diperoleh akan dianalisis secara deskriptif untuk mengetahui efektivitas senyawa
aktif pada rimpang temu kunci yang diinteraksikan dengan protein target bakteri M. tuberculosis.
Analisis dilakukan dengan mengevaluasi karakteristik drug-likeness berdasarkan aturan Lipinski dan
membandingkan nilai RMSD (Root Mean Square Deviation), serta nilai binding affinity yang diperoleh
dari tahap molecular docking, serta jenis ikatan yang terbentuk, dan residu asam amino tempat
penambatan yang diperoleh dari tahap visualisasi. Purnomo (2011) menyatakan bahwa semakin
negatif nilai binding affinity maka akan semakin kuat ikatan yang terbentuk, dan sebaliknya. Nilai
RMSD yang dinyatakan valid untuk digunakan sebagai standar adalah sebesar < 2A (Ruswanto et al.,
2015).

HASIL

Hasil uji drug-likeness berupa karakteristik molekul senyawa aktif temu kunci terpilih yang
berpotensi sebagai kandidat antibakteri meliputi berat molekul, H-bond donors, H-bond acceptors, nilai
koefisien logP. Hasil docking antara senyawa aktif temu kunci dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme dan protein InhA berupa nilai binding affinity dan RMSD, serta
visualisasi hasil molecular docking berupa jenis ikatan dan residu asam amino tempat penambatan.
Senyawa aktif temu kunci yang digunakan dalam penelitian ini tersaji pada Tabel 1 beserta
karakteristik molekulnya.

Tabel 1. Karakteristik molekul senyawa aktif terpilih dari temu kunci yang berpotensi sebagai kandidat

antibakteri
Senyawa aktif Cannonical SMILES Formula
Nerol CC(=CCCC(=CCco)Q)C C10H10
Camphor CC1(C2CCCC(=0)C2)C)C C1oH160
Cineole CC(C)C12CCC(0O1)(CC2)C C10H10
Trans-methyl cinnamate COC(=0)C=CC1=CC=CC=C1 C10H1002
Fenchene CC1(C2CCC1C(=C)C2)C CioHaise
Cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol CC(=C)C1CCC(C=C1)(C)O C10H160
Cyclohexene, 1-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (R)- CC1=CCCC(C1)C(=C)C CioHis
Z,Z,Z -4,6,9-Nonadecatriene CCCCCceeeee=Ccce=ce=ceec CioHzy
Octanal, (2,4-dinitrophenyl) hydrazine C1=CC(=C(C=C1[N+](=O)[O- CsHeN4O4
DIN+](=O)[O-)NN
Ethanol, 2-(9,12- octadecadienyloxy)- (Z,Z) CCCCCC=CCC=Ccreeeeeecocco CaoH3302
Pinostrobin chalcone COC1=CC(=C(C(=C1)0)C(=0)C=CC2=CC Ci6H1404
=CC=C2)0
Limonene CC1=CCC(CC1)C(=C)C C10H1e
Chloromethyl 2-chlorodecanoate CCCCCCCCC(C(=0)ocancl C11H20CL20,
8- tetradecen-1-ol acetate CCCCCC=CCCCCccceceo.cc(=0)o C16H3203
Furan-3-carboxamide,2-methyl-N-(4-morpholyl)- CC1=C(C=C0O1)C(=O)NN2CCOCC2 C10H14N>03
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Senyawa aktif Cannonical SMILES Formula

Hemanthidine COCICC2C3(C=C1)C(CN2C(C4=CC5=C(C  Cy7H1oNOs
=C34)0C05)0)0

Hasil uji drug-likeness tersaji pada Tabel 2 yang meliputi beberapa aspek sesuai dengan aturan
Lipinski diantaranya berat molekul (molecular weight), H-bond acceptors, H-bond donors, dan nilai
koefisien logP (XLOGP). Berdasarkan data pada Tabel 2 terdapat 3 senyawa yang tidak memenuhi
berat molekul sesuai aturan Lipinksi yaitu fenchene, cyclohexene 1-methyl-5-(1-methylethenyl)-(R)-,
dan limonene karena memiliki berat molekul <150 g/mol. Selain itu terdapat 4 senyawa tidak
memenuhi nilai logP sesuai aturan Lipinksi yaitu Z,Z,Z -4,6,9-Nonadecatriene, ethanol 2-(9,12-
octadecadienyloxy)-(Z,Z), chloromethyl 2-chlorodecanoate, dan 8- tetradecen-1-ol acetate karena
memiliki nilai logP >5. Hasil uji drug-likeness memperoleh 9 senyawa yang memenuhi seluruh aturan
Lipinksi sehingga dipilih untuk dilanjutkan pada uji molecular docking.

Tabel 2. Karakteristik molekul senyawa aktif terpilih dari temu kunci yang berpotensi sebagai kandidat

antibakteri
Senyawa akeif Berat molekul H-bond H-bond XLOGP
(g/mol) acceptors donors

Nerol 154,25 1 1 3,56

Camphor 152,23 1 0 2,19

Cineole 154,25 1 0 2,97

Trans-methyl cinnamate 162,19 2 0 2,62

Fenchene 136,23 0 0 3,09

Cis-p-mentha-2, 8-dien-1-o0l 152,23 1 1 2,4

Cyclohexene, 1-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (R) - 136,23 0 0 3,36

Z,7,7 -1,6,9-Nonadecatriene 262,47 0 0 8,45

Octanal, (2,4-dinitrophenyl) hydrazine 198,14 5 2 1,46

Ethanol, 2-(9,12- octadecadienyloxy)- (Z,Z) 310,51 2 1 6,61

Pinostrobin chalcone 270,28 4 2 3,5

Limonene 136,23 0 0 4,57

Chloromethyl 2-chlorodecanoate 255,18 2 0 5,42

8- tetradecen-1-ol acetate 272,42 3 2 5,27

Furan-3-carboxamide,2-methyl-N-(4-morpholyl)- 210,23 4 1 0,52

Hemanthidine 317,34 6 2 0,72

*Senyawa yang dicetak tebal merupakan senyawa yang tidak memenubhi keseluruhan aturan Lipinski

Hasil uji molecular docking meliputi nilai binding affinity dan nilai RMSD ikatan antara senyawa
aktif temu kunci dengan protein target Arabinosyltransferase C Enzyme (Tabel 3) serta ikatan antara
senyawa aktif temu kunci dengan protein target InhA (Tabel 4).

Tabel 3. Nilai binding affinity dan RMSD hasil uji molecular docking antara senyawa aktif temu kunci terpilih
dengan protein Arabinosyltransferase C Enzyme (kode PDB: 3PTY)

Binding affinity RMSD

Protein target Senyawa aktif (keal/mol) A)
Arabinosyl- Nerol -4,7 1,477
transferase C Camphor 5,2 1,218

Enzyme (kode Cineole -5 1,098
PDB: 3PTY) Trans-methyl cinnamate 5,3 1,087

Cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol 5,1 1,660

Octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine -6,6 1,370
Pinostrobin chalcone -6,2 1,950
Furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)- -5,8 1,909
Hemanthidine -5,9 1,729

Isoniazid (obat pembanding) -4,8 1,937

Ligand AFO (native ligand) -5,5 1,692

*Senyawa yang dicetak tebal merupakan senyawa yang memiliki potensi paling kuat

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada Tabel 3, diketahui 4 senyawa aktif yang memiliki
potensi paling kuat yaitu octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone, furan-3-
carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-, dan hemanthidine karena memiliki binding affinity lebih
negatif dibandingkan isoniazid dan native ligand AFO ketika berikatan dengan protein target
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Arabinosyltransferase C Enzyme. Adapun senyawa lainnya menunjukkan potensi yang lemah karena
memiliki nilai binding affinity lebih negatif dibandingkan isoniazid namun lebih besar dibandingkan
native ligand AFO.

Tabel 4. Nilai binding affinity dan RMSD hasil uji molecular docking antara senyawa aktif temu kunci terpilih
dengan protein InhA (kode PDB: 1ENY)

Protein target Senyawa aktif Binding affinity RMSD

(kcal/mol) (A)
InhA (kode Nerol -6,4 1,591
PDB: 1ENY) Camphor -5,2 1,752
Cineole 5,1 1,593
Trans-methyl cinnamate -7,3 1,437
Cis-p-mentha-2,8-dien-1-o0l -6,2 2,308
Octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine -6,6 2,553
Pinostrobin chalcone -8,1 1,398
Furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)- -6,2 2,128
Hemanthidine -7,9 2,105
Isoniazid (obat pembanding) -5,4 1,961
Ligand NAD (native ligand) -10,5 1,530

*Senyawa yang dicetak tebal merupakan senyawa yang memiliki potensi paling kuat

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada Tabel 4, diketahui 7 senyawa aktif yang memiliki
potensi kuat vyaitu nerol, trans-methyl cinnamate, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, octanal (2,4-
dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone, furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-, dan
hemanthidine memiliki binding affinity lebih negatif dibandingkan isoniazid, namun tidak lebih
negatif dibandingkan dan native ligand NAD ketika berikatan dengan protein target InhA. Meskipun
nilai binding affinity dari 7 senyawa tersebut lebih besar dibandingkan native ligand NAD, akan tetapi
senyawa tersebut memiliki potensi lebih kuat dibandingkan senyawa lainnya. Adapun senyawa
lainnya memiliki potensi lebih lemah karena nilai binding affinity lebih besar dibandingkan dengan
native ligand NAD dan isoniazid.

Visualisasi 2D hasil docking menggunakan software LigPlot+ version v.2.2.5 menunjukkan jenis
ikatan dan residu asam amino tempat terjadinya ikatan antara senyawa aktif temu kunci dan protein
taget Arabinosyltransferase C Enzyme tersaji pada Gambar 2.
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Gambar 2. Visualisasi 2D hasil docking senyawa aktif temu kunci dengan protein target Arabinosyltransferase C
Enzyme (kode PDB: 3PTY) menggunakan software LigPlot+ version v.2.2.5. (a) Octanal (2,4-dinitrophenyl)
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hydrazine, (b) Pinostrobin chalcone, (c) Hemanthidine, (d) Furan 3-carboxamide 2-methyl-N-(4-morpholyl)-, (e)
Isoniazid, (f) Native ligand AFO.

Visualisasi 2D hasil docking menggunakan software LigPlot+ version v.2.2.5 yang menunjukkan
jenis ikatan dan residu asam amino tempat terjadinya ikatan antara senyawa aktif temu kunci dan

protein taget InhA tersaji pada Gambar 3.
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Gambar 3. Visualisasi 2D hasil docking senyawa aktif temu kunci dengan protein target InhA (kode PDB: 1ENY)

menggunakan software LigPlot+ version v.2.2.5. (a) Nerol, (b) Trans-methyl cinnamate, (c) Cis-p-mentha-2,8-

dien-1-ol, (d) Octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, (e) Pinostrobin chalcone, (f) Furan 3-carboxamide 2-methyl-
N-(4-morpholyl)-, (g) Hemanthidine, (h) Isoniazid, (i) Native ligand NAD.

Visualisasi hasil molecular docking menghasilkan data berupa jenis ikatan dan residu asam
amino tempat terjadinya ikatan antara senyawa aktif temu kunci dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme (Tabel 5) dan ikatan antara senyawa aktif temu kunci dengan protein
target InhA (Tabel 6).

Tabel 5. Visualisasi hasil molecular docking antara senyawa aktif temu kunci (B. rotunda) terpilih dengan protein
Arabinosyltransferase C Enzyme (kode PDB: 3PTY).

Protein target Senyawa aktif Jenis ikatan Residu asam amino
Arabinosyl- Cis-p-mentha-2,8-dien-1- ~ Hidrofobik Aspl1014(A), Alal059(A), Tyr841(A),
transferase C ol Gly921(A), Val920(A), Asn928(A)

Enzyme (kode Hidrogen Asp1056(A), Arg930(A)

PDB: 3PTY) Octanal (2,4- Hidrofobik Ala1059(A), Asp1056(A), Trp1057(A),
dinitrophenyl) hydrazine Tyr841(A), Arg927(A), Gly921(A)

Hidrogen  Ala922(A), Gly1058(A), Ser1047(A), Asn928(A)
Pinostrobin chalcone Hidrofobik Glu875(A), GIn876(A), Arg879(A), Pro872(A),
11e936(A), Leu871(A), Leu933(A), Tle965(A)

Furan-3-carboxamide2- Hidrofobik Thr1044(A), Trp926(A), Asp1056(A),
methyl-N-(4-morpholyl)- Val920(A), Gly921(A), Ala1059(A), Gly1058(A),
Ser1047(A)
Hidrogen Tyr841(A), Arg930(A)
Hemanthidine Hidrofobik Ala922(A), Leul012(A), GIn1061(A),
Gly921(A), Arg927(A), Gly1058(A), Ser1047(A),
Arg930(A)
Hidrogen Asp1014(A), Asp1056(A), Trp926(A),
Tyr841(A), Thr1044(A)
Isoniazid (obat Hidrofobik Alal059(A), Gly1058(A), Gly921(A),
pembanding) Aspl056(A), Tyr841(A), Arg930(A)
Hidrogen Ser1047(A), Asn928(A)
Ligand AFO (native Hidrofobik Ala1046(A), Val1045(A), Thr1044(A),
ligand) Trp926(A), Gly921(A), Arg927(A), Ala922(A),

Tyr841(A), Pro840(A)
Hidrogen Ser1047(A), Val920(A), Asp1056(A), Asn928(A),
Arg930(A)

Keterangan: jenis residu asam amino e : hidrofobik, e : hidrofilik, e : amfipatik
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Tabel 6. Visualisasi hasil molecular docking antara senyawa aktif temu (B. rotunda) kunci terpilih dengan protein
InhA (kode PDB: 1ENY).

Protein target Senyawa aktif Jenis ikatan Residu asam amino
InhA (kode Nerol Hidrofobik Leu63(A), Gly40(A), 11e95(A), Phed1(A),
PDB: 1ENY) Asp64(A), 11e122(A), led7(A)
Hidrogen Glyl4(A), Ile15(A), Thr39(A)
Trans-methyl Hidrofobik Asp64(A), I1e122(A), Val65(A), 1e95(A),
cinnamate Met130(A), Ser13(A), Leu63(A), Phed1(A)
Hidrogen Gly14(A), Thr39(A)
Cis-p-mentha-2,8-dien- ~ Hidrofobik [1e122(A), Asp64(A), Val65(A), Gly14(A),
1-ol 11e95(A), Thr39(A), Gly40(A), Ser13(A),
Phe41(A),
Hidrogen Leu63(A)
Octanal (2,4- Hidrofobik Phe97(A), lle122(A), Phed1(A), Asp64(A),
dinitrophenyl) Ser13(A), Leu63(A), Gly40(A), Thr39(A), 11e95(A)
hydrazine Hidrogen Glyl4(A), Gly96(A), Val65(A)

Pinostrobin chalcone Hidrofobik  Thr39(A), lle15(A), Gly40(A), Phe41(A), lle95(A),
Tle122(A), Phe97(A), Asp64(A)

Hidrogen Gly14(A), Leu63(A), Val65(A)
Furan-3-carboxamide2-  Hidrofobik  Ile16(A), Ser94(A), [1e95(A), Leu63(A), Aspo4(A),
methyl-N-(4- Ile122(A), Phed1(A), Gly14(A)
morpholyl)- Hidrogen Gly96(A), Val65(A)
Hemanthidine Hidrofobik =~ Phe97(A), Ile122(A), Phe41(A), lle16(A), 1le95(A),
Gly14(A), Ser13(A), Thr39(A), Leu63(A),
Val65(A)
Hidrogen Gly96(A)
Isoniazid (obat Hidrofobik I1e122(A), Asp64(A), Phe41(A), Val65(A),
pembanding) I1e95(A)
Hidrogen Leu63(A), Thr39(A)
Ligand NAD (native Hidrofobik Ser20(A), Phel49(A), Pro193(A), Tyrl58(A),
ligand) Met199(A), lle16(A), Gly14(A), Phed1(A),
Leu63(A), Val65(A), Gly40(A), Phe97(A),
Ser94(A)
Hidrogen [1e95(A), 1le21(A), Gly96(A), Thr39(A),

Thr196(A), Lys165(A)

Keterangan: jenis residu asam amino e : hidrofobik, e : hidrofilik, e : amfipatik

PEMBAHASAN

Uji drug-likeness dilakukan pada senyawa aktif temu kunci terpilih yaitu senyawa yang
memiliki potensi sebagai kandidat antibakteri. SwissADME adalah web server yang digunakan dalam
uji drug-likeness untuk dapat menganalisis karakteristik suatu molekul senyawa kandidat obat
berdasarkan aturan Lipinski (Daina et al., 2017). Uji drug-likeness bertujuan untuk mengetahui
kecocokan suatu senyawa dengan karakteristik obat seperti sifat farmakokinetik dan fisikokimia obat
(Ndombera et al., 2019). Aturan Lipinski yang dijadikan acuan dalam uji drug-likeness meliputi berat
molekul (molecular weight), H-bond acceptors, H-bond donors, dan koefisien logP (Lipinski et al., 2001;
Daina et al., 2017).

Senyawa aktif temu kunci dengan berat molekul yang memenuhi aturan Lipinski memiliki
kemampuan untuk terdistribusi di dalam tubuh secara optimal, dibandingkan dengan senyawa yang
tidak memenuhi aturan Lipinski. Berdasarkan aturan Lipinski, suatu molekul akan dapat terdistribusi
optimal apabila memiliki berat molekul berkisar 150-500 g/mol (Lipinski et al., 2001; Daina et al.,
2017). Senyawa obat atau kandidat obat yang memiliki berat molekul <500 g/mol lebih mudah
terdistribusi karena lebih mudah terjadi proses difusi dan mudah diserap oleh tubuh dibandingkan
senyawa dengan berat molekul yang lebih besar yaitu >500 g/mol (Rashid et al., 2021). Suatu molekul
atau senyawa yang memiliki berat molekul terlalu besar akan sulit berdifusi pada membran sel
mukosa usus karena ukurannya yang besar (El-Kattan, 2017).
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Berdasarkan hasil uji drug-likeness terdapat tiga senyawa yang tidak memenuhi syarat berat
molekul yakni fenchene, cyclohexene, 1-methyl-5-(1-methylethenyl)-,(R) -, dan limonene karena
memiliki berat molekul <150 g/mol. Berdasarkan berat molekul, ketiga senyawa tersebut dsapat
dikatakan memiliki distribusi kurang optimal di dalam tubuh. Modifikasi struktur molekul dapat
dilakukan untuk meningkatkan permeasi obat. Menurut Laurent et al. (2016) para ilmuan farmasi
menggunakan strategi formulasi untuk mengoptimalkan penyerapan obat salah satunya dengan
eksipien yang dapat meningkatkan permeasi epitel. Eksipien adalah zat tidak aktif yang berfungsi
sebagai pembawa bahan aktif suatu obat untuk meningkatkan formulasi dengan bahan aktif. Zat aktif
pada umumnya tidak mudah untuk diserap oleh tubuh sehingga zat aktif dilarutkan atau dicampur
dengan eksipien (Kumar & Dureja, 2013). Salah satu fungsi eksipien menurut Bhattacharya et al.
(2006) yaitu memodulasi kelarutan dan bioavailibilitas bahan aktif.

Berat molekul merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi proses distribusi suatu obat
dalam tubuh. Oleh karena itu faktor tersebut penting untuk diperhatikan agar penyerapan obat dapat
optimal. Berat molekul (molecular weight) menunjukkan permeabilitas atau kemampuan suatu
senyawa dalam menembus membran sehingga menjadi faktor penting pada proses desain obat terkait
fisikokimia suatu obat. Berat molekul juga merupakan aspek penting dalam mempengaruhi kinerja
obat trapeutik (Rashid et al., 2021).

H-bond acceptors (HBA) dan H-bond donors (HBD) juga merupakan parameter penting yang
digunakan dalam uji drug-likeness. Jumlah H-bond dapat menunjukkan potensi penyerapan suatu
molekul. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa seluruh senyawa aktif temu kunci memiliki
jumlah HBA tidak lebih dari 10 dan HBD tidak lebih dari 5 sehingga memenuhi aturan Lipinski
(Tabel 2). Rendahnya jumlah HBA dan HBD dari seluruh senyawa aktif temu kunci menunjukkan
bahwa seluruh senyawa mudah diserap oleh tubuh. Syahputra ef al. (2014) menyatakan jumlah HBA
dan HBD yang rendah mengindikasikan bahwa molekul dapat diserap oleh tubuh dengan mudah
dan memerlukan energi yang rendah. Jumlah H-bond yang lebih rendah menunjukkan bahwa molekul
memiliki potensi permeasi membran yang lebih tinggi dibandingkan dengan molekul dengan jumlah
H-bond yang lebih banyak (Wang et al., 2016).

Lipofilisitas merupakan karakteristik penting dari molekul obat dan menjadi parameter
penting dalam uji drug-likeness. Lipofilisitas dapat diukur melalui nilai koefisien partisi atau logP.
Koefisien partisi (logP) adalah bentuk rasio konsentrasi bentuk netral molekul antara dua fase
bercampur pada umumnya air dan oktanol (Pike & Storer, 2021). Senyawa nerol, camphor, cineole,
trans-methyl cinnamate, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin
chalcone, furan-3-carboxamide,2-methyl-N-(4-morpholyl)-, hemanthidine memiliki nilai logP
(XLOGP3) yang memenuhi aturan Lipinski yaitu logP<5. Nilai ini menunjukkan bahwa sifat
lipofilisitas dari senyawa-senyawa tersebut tergolong baik karena nilai logP berkisar dari -0,7 sampai
45,0 (Daina et al., 2017). Lipofilisitas menunjukkan sifat polaritas atau kemampuan suatu molekul
untuk larut dalam lemak. Semakin tinggi nilai logP maka semakin tinggi kemampuan molekul untuk
larut dalam lemak (El-Kattan, 2017). Selain mudah larut dalam lemak, senyawa-senyawa tersebut juga
mudah larut dalam air sehingga dapat terdistribusi dengan optimal di dalam tubuh. Hal ini sesuai
dengan (Julianus & Putra, 2013) yang menyatakan bahwa suatu senyawa memiliki sifat larut dalam
lemak dan larut dalam air dengan baik apabila memiliki nilai logP mendekati 1.

Senyawa Z,Z,Z-4,6,9-nonadecatriene, ethanol 2-(9,12- octadecadienyloxy)-(Z,Z), chloromethyl
2-chlorodecanoate, 8- tetradecen-1-ol acetate memiliki nilai logP>5 sehingga tidak memenuhi aturan
Lipinski. Tingginya nilai logP mengindikasikan bahwa senyawa tersebut mudah larut dalam lemak
namun sukar larut dalam air dan berpotensi toksik bagi tubuh. Molekul yang memiliki nilai logP
terlalu besar (logP>5) akan sulit larut dalam air karena sifatnya sangat hidrofobik atau non-polar
(Curie et al., 2022). Molekul yang sukar larut dalam air memiliki tendensi bersifat toksik karena
tertahan lama di dalam membran dan tidak mampu menembus keluar sehingga tidak terdistribusi
secara optimal di dalam tubuh (Syahputra et al., 2014). Menurut Shargel & Yu (2016) senyawa obat
dengan nilai logP yang lebih tinggi cenderung menyebabkan efek toksik dikarenakan senyawa
tersebut disimpan dalam lemak yang membutuhkan waktu lebih lama untuk dikeluarkan dari tubuh.

Senyawa-senyawa yang tidak memenuhi syarat nilai logP bukan berarti tidak memiliki
potensi sebagai kandidat antibakteri. Namun, perlu dilakukan beberapa upaya untuk mengatasinya.
Beberapa upaya dapat dilakukan untuk meningkatkan kelarutan molekul yang sulit larut dalam
medium air diantaranya modifikasi struktur molekul, pengurangan ukuran partikel, teknologi soft-gel,
teknologi dispersi padat, rekayasa kristal, teknologi nanomorph, teknologi pergantian solid-state
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nanokristal, teknik kompleksasi molekul aktif, pembentukan emulsi, misel, mikroemulsi, dan
kosovalen (Bhalani et al., 2022).

Suatu molekul dikatakan memiliki tingkat solubilititas yang rendah apabila memiliki berat
molekul >500, jumlah H-bond donors > 5, jumlah H-bond acceptors > 10, nilai logP >5 (Pike & Storer,
2021). Berdasarkan hasil keseluruhan uji drug-likeness maka diperoleh beberapa senyawa terpilih yang
memenuhi seluruh parameter sesuai aturan Lipinski. Senyawa terpilih tersebut diantaranya nerol,
camphor, cineole, trans-methyl cinnamate, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, octanal (2,4-dinitrophenyl)
hydrazine, pinostrobin chalcone, furan 3-carboxamide 2-methyl-N-(4-morpholyl)-, dan hemanthidine.

Molecular docking merupakan metode in silico yang dapat memperkirakan interaksi antara
protein target dan molekul ligan senyawa yakni antara protein target M. tuberculosis dengan senyawa
aktif temu kunci (B. rotunda) menggunakan fungsi skor. Skor atau nilai yang diperoleh dari molecular
docking dapat digunakan untuk memprediksi kemampuan senyawa aktif temu kunci sebagai
antibakteri M. tuberculosis ditinjau secara in silico. Metode ini berperan penting dalam proses desain
obat rasional (Raval & Ganatra, 2022). Berdasarkan hasil uji drug-likeness terdapat 9 senyawa aktif
temu kunci yang terpilih untuk dilanjutkan pada tahap uji molecular docking. Senyawa-senyawa aktif
yang terpilih tersebut adalah senyawa yang memenuhi seluruh parameter sesuai dengan aturan
Lipinski.

Hasil dari uji molecular docking diperoleh skor berupa nilai RMSD dan binding affinity antara
senyawa aktif temu kunci terpilih dengan protein target Arabinosyltransferase C Enzyme (Tabel 3) dan
protein target InhA (Tabel 4). Rollando (2017) menyatakan bahwa protein target (reseptor) adalah
polipeptida yang menempel pada membran sel atau protein integral. Protein Arabinosyltransferase C
Enzyme dan protein target InhA merupakan protein target M. tuberculosis yang berlokasi pada
membran sel bakteri (Das et al., 2020; Baptista et al., 2021).

Berdasarkan hasil molecular docking antara senyawa aktif temu kunci terpilih dengan protein
target Arabinosyltransferase C Enzyme (kode PDB: 3PTY) dapat diketahui bahwa senyawa octanal (2,4-
dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone, hemanthidine, dan furan 3-carboxamide 2-methyl-N-
(4-morpholyl)- memiliki nilai binding affinity berturut-turut (-6,6 kcal/mol), (-6,2 kcal/mol), (-5,9
kcal/mol), dan (-5,8 kcal/mol), serta nilai RMSD berturut-turut 1,370 A, 1,950 A, 1,729 A, dan 1,909 A.
Nilai binding affinity dan RMSD keempat senyawa tersebut lebih baik dibandingkan dengan isoniazid
(-4,8 kcal/mol dan 1,937 A) serta native ligand AFO (-5,5 kcal/mol dan 1,692 A) ketika berikatan
dengan protein target Arabinosyltransferas C Enzyme.

Uji molecular docking juga dilakukan antara senyawa aktif temu kunci dengan protein target
InhA (kode PDB: 1ENY). Hasil menunjukkan bahwa terdapat 7 senyawa aktif temu kunci memiliki
nilai binding affinity yang lebih negatif dibandingkan dengan isoniazid, namun nilai tersebut tidak
lebih negatif jika dibandingkan dengan native ligand NAD. Senyawa-senyawa tersebut juga memiliki
nilai RMSD sesuai ketentuan yakni < 2A (Ruswanto et al., 2015). Ketujuh senyawa aktif temu kunci
tersebut adalah pinostrobin chalcone, hemanthidine, trans-methyl cinnamate, octanal (24-
dinitrophenyl) hydrazine, nerol, cis-p-metha-2,8-dien-1-ol, dan furan-3-carboxamide2-methyl-N-(5-
morpholyl)- dengan nilai binding affinity dan RMSD tersaji pada Tabel 4. Berdasarkan skor tersebut
dapat diketahui bahwa ketujuh senyawa memiliki binding affinity yang lebih negatif daripada
isoniazid (-54 kcal/mol). Namun skor dari ketujuh senyawa tersebut tidak lebih negatif
dibandingkan native ligand NAD dengan binding affinity (-10,5 kcal/mol). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa ketujuh senyawa tersebut memiliki ikatan yang lebih kuat daripada obat isoniazid, namun
lebih lemah daripada native ligand NAD.

Berdasarkan skor molecular docking berupa nilai binding affinity dan RMSD maka dapat
diketahui kekuatan ikatan antara senyawa aktif temu kunci dan protein target yang menggambarkan
aktivitas antibakteri dari masing-masing senyawa terhadap M. tuberculosis. Semakin negatif nilai
binding affinity menandakan bahwa semakin rendah energi yang dibutuhkan untuk terjadinya suatu
ikatan sehingga lebih mudah terjadi ikatan dan semakin kuat (Purnomo, 2011). RMSD (Root Mean
Square Deviation) merupakan nilai yang menunjukkan kesamaan antara posisi native ligand dari
protein target (reseptor) dan posisi ligan senyawa yang diinteraksikan (L6pez-Camacho et al., 2016).
Semakin rendah nilai RMSD maka semakin baik hasil docking yang diperoleh. Nilai RMSD di bawah
2A dianggap ideal dengan akurasi docking yang tinggi (Lopez-Camacho et al., 2016).

Berdasarkan nilai binding affinity dan RMSD antara senyawa aktif temu kunci dengan protein
target Arabinosyltransferase C Enzyme terdapat senyawa yang memiliki interaksi kuat hingga interaksi
lemah. Senyawa yang memiliki ikatan paling kuat berturut-turut adalah octanal (2,4-dinitrophenyl)
hydrazine, pinostrobin chalcone, hemanthidine, dan furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-
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karena memiliki binding affinity paling negatif diantara senyawa aktif lainnya jika dibandingkan
dengan isoniazid dan native ligand AFO. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki
aktivitas antibakteri M. tuberculosis yang paling kuat dibandingkan isoniazid secara in silico. Adapun
senyawa lainnya yaitu camphor, trans-methyl cinnamate, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, dan cineole
memiliki aktivitas antibakteri M. tuberculosis yang lebih baik dibandingkan isoniazid dengan ikatan
lebih lemah, sedangkan senyawa nerol memiliki aktivitas antibakteri yang paling lemah
dibandingkan senyawa aktif temu kunci lainnya.

Berdasarkan nilai binding affinity dan RMSD senyawa aktif temu kunci ketika berikatan
dengan protein target InhA terdapat tujuh senyawa yang memiliki ikatan kuat yaitu senyawa
pinostrobin chalcone, hemanthidine, trans-methyl cinnamate, octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine,
nerol, cis-p-metha-2,8-dien-1-ol, furan-3-carboxamide2-methyl-N-(5-morpholyl)- sehingga dapat
dikatakan senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas antibakteri lebih kuat dibandingkan isoniazid
namun ikatan yang terbentuk lebih lemah daripada native ligand NAD. Selain itu terdapat dua
senyawa yang memiliki aktivitas antibakteri lebih lemah daripada isoniazid karena ikatan yang
terbentuk lebih lemah dibandingkan isoniazid dan native ligand NAD.

Studi molecular docking dapat memprediksi kemampuan aktivitas antibakteri dalam penelitian
ini melalui interaksi yang terbentuk antara senyawa aktif temu kunci dengan protein target M.
tuberculosis. Berdasarkan analisis hasil molecular docking didapatkan interaksi dengan kategori lemah
hingga kuat. Kekuatan interaksi ini dapat diamati melalui nilai binding affinity dari ikatan yang
terbentuk dibandingkan dengan obat pembanding dan native ligand. Agwom et al. (2019) menyatakan
bahwa energi ikatan yang negatif menunjukkan interaksi yang kuat dikarenakan senyawa aktif
memiliki akses ke target protein sehingga kemungkinan besar senyawa tersebut dapat melakukan
inaktivasi bakteri dengan mekanisme tertentu. Oleh karena itu, dapat dikatakan semakin negatif nilai
binding affinity maka mengindikasikan semakin besar potensi suatu senyawa sebagai kandidat obat
antibakteri.

Bioaktivitas senyawa aktif temu kunci terhadap protein target M. tuberculosis dapat diketahui
melalui visualisasi hasil molecular docking. Data yang diperoleh pada tahap visualisasi berupa jenis
ikatan dan residu asam amino tempat terjadinya pengikatan antara senyawa aktif temu kunci dengan
protein target Arabinosyltransferase C Enzyme (Tabel 5) dan protein target InhA (Tabel 6).

Berdasarkan skor molecular docking, diperoleh beberapa senyawa aktif temu kunci terpilih
yang paling berpotensi sebagai antibakteri di antara senyawa-senyawa aktif lainnya. Empat senyawa
yang paling berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target Arabinosyltransferase C
Enzyme (3PTY) berturut-turut octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone,
hemanthidine, dan furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-. Hasil visualisasi menunjukkan
bahwa keempat senyawa tersebut berikatan dengan protein target baik secara ikatan hidrofobik
maupun ikatan hidrogen.

Octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine berikatan dengan protein target Arabinosyltransferase C
Enzyme secara hidrofobik melalui residu asam amino Ala1059, Asp1056, Trp1057, Tyr841, Arg927, dan
Gly921. Senyawa ini juga membentuk ikatan hidrogen dengan residu asam amino Ala922, Gly1058,
Ser1047, dan Asn928 (Gambar 2 (a)). Residu asam amino Aspl1056, Arg927, Serl047, dan Asn928
bersifat hidrofilik, sedangkan Ala1059, Ala922, Gly921, dan Gly1058 bersifat hidrofobik, serta Trp1057
dan Tyr841 bersifat amfipatik (Vnucec et al., 2016). Residu asam amino tersebut memiliki banyak
kesamaan dengan native ligand AFO kecuali Ala1059, Trp1057, dan Gly1058 serta memiliki kesamaan
dengan isoniazid kecuali Trp1057, Arg927, dan Ala922.

Residu asam amino tempat terjadinya ikatan antara pinostrobin chalcone dengan
Arabinosyltransferase C Enzyme adalah Glu875, GIn876, Arg879, Pro872, 11936, Leu871, Leu933, dan
11e965 secara hidrofobik (Gambar 2 (b)). Kebanyakan residu asam amino tersebut bersifat hidrofobik
kecuali Glu875, GIn876, dan Arg879 yang bersifat hidrofilik (Vnucec et al., 2016). Ikatan yang
terbentuk tersebut tidak memiliki kesamaan dengan residu asam amino isoniazid dan native ligand
AFO, namun memiliki jenis residu asam amino yang sama yaitu didominasi dengan asam amino
bersifat hidrofobik.

Hemanthidine berikatan dengan Arabinosyltransferase C Enzyme secara hidrofobik melalui
asam amino Ala922, Leul012, GIn1061, Gly921, Arg927, Gly1058, Ser1047, dan Arg930. Senyawa ini
juga membentuk ikatan hidrogen melalui asam amino Aspl014, Aspl056, Trp926, Tyr841, dan
Thr1044 (Gambar 2 (c)). Residu asam amino didominasi oleh asam amino hidrofilik kecuali Ala922
Leul012, Gly921, dan Gly1058 yang termasuk asam amino hidrofobik, sedangkan Trp926 dan Tyr841
termasuk jenis asam amino amfipatik (Vnucec et al., 2016). Ikatan tersebut memiliki banyak kesamaan
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residu asam amino dengan pembanding terutama dengan native ligand AFO, kecuali Leul012,
GIn1061, dan Asp1014. Namun hanya sebagian residu asam amino yang memiliki kesamaan dengan
isoniazid diantaranya Gly921, Gly1058, Ser1047, Arg930, Asp1056, dan Tyr841.

Furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)- berikatan secara hidrofobik dengan protein
Arabinosyltransferase C Enzyme melalui asam amino Thr1044, Trp926, Aspl056, Val920, Gly921,
Ala1059, Gly1058, dan Ser1047, serta berikatan hidrogen melalui Tyr841 dan Arg930 (Gambar 2 (d)).
Residu asam amino Thr1044, Asp1056, Gly921, Ser1047, dan Arg930 bersifat hidrofilik, sedangkan
Val920, Gly1058, Ala1059 dan Gly921 bersifat hidrofobik serta Trp926 dan Tyr841 bersifat amfipatik
(Vnucec et al., 2016). Residu yang terdapat pada sisi penambatan antara furan-3-carboxamide2-
methyl-N-(4-morpholyl)- dengan protein Arabinosyltransferase C Enzyme memiliki banyak kesamaan
dengan native ligand AFO kecuali Alal059 dan Gly1058 serta memiliki kesamaan dengan isoniazid
kecuali Thr1044, Trp926, dan Val 920.

Berdasarkan skor molecular docking yang telah diperoleh didapatkan tujuh senyawa yang
paling berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target InhA (1ENY) yaitu
pinostrobin chalcone, hemanthidine, trans-methyl cinnamate, octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine,
nerol, cis-p-metha-2,8-dien-1-ol, dan furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-. Hasil visualisasi
menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut membentuk ikatan dengan protein InhA baik
melalui ikatan hidrofobik maupun ikatan hidrogen.

Pinostrobin chalcone membentuk ikatan hidrofobik dengan protein InhA melalui asam amino
Thr39, llel5, Gly40, Phe4dl, 11e95, 1le122, Phe97, dan Asp64 serta berikatan hidrogen melalui asam
amino Gly14, Leu63, dan Val65 (Gambar 3 (a)). Seluruh residu asam amino memiliki sifat hidrofobik
kecuali Thr39 dan Asp64 yang bersifat hidrofilik (Vnucec et al., 2016). Residu asam amino pada ikatan
antara pinostrobin chalcone memiliki banyak kesamaan dengan native ligand NAD kecuali Thr39,
Ile15, 11e122, dan Asp64 serta memiliki kesamaan dengan isoniazid kecuali Ile15, Gly40, Phe97, dan
Gly14.

Hemanthidine berikatan secara hidrofobik dengan protein InhA melalui asam amino Phe97,
1le122, Phe4l, llel6, 11e95, Gly14, Serl3, Thr39, Leu63, dan Val65 serta berikatan hidrogen melalui
asam amino Gly96 (Gambar 3 (b)). Jenis residu asam amino didominasi oleh asam amino hidrofobik
kecuali Ser13 dan Thr39 yang termasuk asam amino hidrofilik (Vnucec et al., 2016). Hemanthidine
lebih banyak memiliki kesamaan asam amino dengan native ligand NAD kecuali Ser13 dan memiliki
kesamaan dengan isoniazid kecuali Phe97, Ile16, dan Gly14.

Trans-methyl cinnamate membentuk ikatan hidrofobik dengan protein InhA melalui asam
amino Asp64, 1le122, Val65, 11e95, Met130, Ser13, Leu63, dan Phe41 serta membentuk ikatan hidrogen
melalui asam amino Gly14 dan Thr39 (Gambar 3 (c)). Jenis residu asam amino yang paling banyak
adalah asam amino hidrofobik kecuali Asp64, Ser13, dan Thr39 yang bersifat hidrofilik serta Met130
yang bersifat amfipatik (Vnucec et al., 2016). Seluruh residu asam amino pada ikatan antara Trans-
methyl cinnamate memiliki kesamaan dengan isoniazid kecuali Ser 13 dan terdapat beberapa
perbedaan dengan native ligand yaitu Asp64, 11e122, Met130, Ser13, Gly14, dan Thr39.

Octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine berikatan dengan protein InhA secara hidrofobik
melalui asam amino Phe97, [le122, Phedl, Asp64, Serl3, Leu63, Gly40, Thr39, dan 11e95 serta ikatan
hidrogen melalui Gly14, Gly96, dan Val65 (Gambar 3 (d)). Seluruh asam amino tersebut memiliki sifat
hidrofobik kecuali Asp64, Ser13, dan Thr39 yang bersifat hidrofilik (Vnucec et al., 2016). Ikatan ini
memiliki kesamaan dengan native ligand NAD kecuali Ile122, Asp64, dan Serl3 serta memiliki
kesamaan dengan isoniazid kecuali Phe97, Ser13, Gly40, Gly14, Gly9%6.

Nerol berikatan hidrofobik dengan protein InhA melalui Leu63, Gly40, 11e95, Phe4l, Asp64,
1le122, dan Ile47 serta berikatan hidrogen melalui Gly14, Ile15, dan Thr39 (Gambar 3 (e)). Seluruh
residu asam amino bersifat hidrofobik kecuali Asp64 dan Thr39 bersifat hidrofilik (Vnucec et al., 2016).
Hampir seluruh asam amino memiliki kesamaan dengan native ligand NAD dan isoniazid, namun
terdapat beberapa perbedaan yaitu Asp64, 1le122, Ile47, dan Ile 15 ketika berikatan dengan native
ligand NAD dan Gly 40, Ile47, Gly14 dan Ile15 ketika berikatan dengan isoniazid.

Cis-p-metha-2,8-dien-1-ol membentuk ikatan hidrofobik ketika berikatan dengan protein
InhA melalui asam amino [le122, Asp64, Val65, Gly14, 11e95, Thr39, Gly40, Ser13, dan Phe4l1 serta
ikatan hidrogen dengan asam amino Leu63 (Gambar 3 (f)). Residu asam amino tersebut memiliki
kesamaan dengan native ligand NAD kecuali 11e122, Asp64, dan Serl3. Selain itu residu asam amino
tersebut juga memiliki kesamaan dengan isoniazid kecuali Gly14, Gly40, dan Ser 13. Residu asam
amino pada ikatan ini lebih dominan bersifat hidrofobik kecuali Asp64, Thr39, dan Ser13 yang bersifat
hidrofilik (Vnucec et al., 2016).
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Furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-, membentuk ikatan hidrofobik dengan
protein InhA melalui Ile16, Ser94, 11e95, Leu63, Asp64, 1le122, Phe41, dan Gly14, serta ikatan hidrogen
melalui Gly96, dan Val65 (Gambar 3 (g)). Residu asam amino tersebut bersifat hidrofobik kecuali
Ser94 dan Asp64 yang bersifat hidrofilik (Vnucec ef al., 2016). Senyawa ini memiliki kesamaan residu
asam amino dengan native ligand NAD kecuali Leu63, Asp64, dan Ile122 serta memiliki kesamaan
dengan isoniazid ketika berikatan dengan protein InhA kecuali asam amino Ile16, Ser94, Gly14, dan
Gly96.

Data pada Tabel 5 dan Tabel 6 menunjukkan bahwa seluruh senyawa aktif temu kunci
membentuk ikatan hidrofobik dan ikatan hidrogen ketika berikatan dengan masing-masing protein
target. Adanya kedua ikatan tersebut menjadikan interaksi yang terbentuk stabil. Ikatan hidrofobik
dan ikatan hidrogen dapat mempengaruhi stabilitas ikatan yang terbentuk antara senyawa aktif
dengan protein target. De Azevedo Jr (2019) menyatakan bahwa semakin banyak ikatan hidrogen
yang terbentuk maka semakin stabil struktur kompleks yang terbentuk. Adanya ikatan hidrofobik
semakin memperkuat interaksi yang terbentuk. lkatan hidrogen yang disertai dengan ikatan
hidrofobik dapat membentuk interaksi yang cukup kuat antara ligand senyawa dan target (Patil et al.,
2010).

Berdasarkan residu asam amino tempat pengikatan dari masing-masing senyawa aktif
dengan protein target diketahui bahwa kebanyakan residu asam amino bersifat hidrofobik. Asam
amino hidrofobik tidak memiliki rantai samping (non-polar) sehingga cenderung sukar larut dalam
air, sebaliknya asam amino yang bersifat hidrofilik memiliki rantai samping terionisasi (polar)
sehingga akan cenderung mudah larut dalam air (Idrees et al., 2020). Berdasarkan hal tersebut dapat
dikatakan bahwa seluruh senyawa aktif temu kunci terpilih memiliki kemampuan mudah larut dalam
lemak karena residu asam amino cenderung lebih banyak bersifat hidrofobik. Kemampuan tersebut
didukung oleh hasil uji drug-likeness dimana seluruh senyawa kandidat antibiotik dari temu kunci
memiliki nilai logP<5 sehingga memiliki kemampuan larut dalam lemak (El-Kattan, 2017) namun juga
dapat larut dalam air karena nilai logP> mendekati 1 (Julianus & Putra, 2013).

Banyaknya kesamaan residu asam amino antara setiap molekul senyawa aktif dengan
pembanding (native ligand dan isoniazid) menandakan adanya kemiripan jenis interaksi dan ikatan
pada protein target. Hasil ini didukung oleh Pratama et al. (2018) yang menyatakan bahwa semakin
tinggi kemiripan residu asam amino menunjukkan probabilitas yang tinggi dimana ligand senyawa
aktif akan memiliki jenis interaksi yang serupa dengan ligand pembanding.

Berdasarkan hasil riset dapat diketahui bahwa seluruh senyawa aktif temu kunci memiliki
aktivitas antibakteri dari kuat hingga lemah ditinjau secara in silico. Senyawa aktif temu kunci
dominan tergolong dalam kelompok minyak esensial. Beberapa riset terdahulu membuktikan bahwa
minyak esensial memiliki aktivitas antibakteri. Nerol (C10H1s0) atau cis-2,6-dimethyl-2,6-octadien-8-ol
termasuk ke dalam kelompok monoterpen. Penelitian terbaru dilakukan oleh Wang et al. (2019)
melaporkan bahwa nerol menujukkan bioaktivitas sebagai antibakteri terhadap E. coli, Salmonella
entericica, dan S. aureus. Nerol mampu menghambat proses penyerapan oksigen dan fosforilasi
oksidatif mikroba yang menjadi bagian penting dalam keberlangsungan hidup mikroba (Zengin &
Baysal, 2014). Penyerapan oksigen yang terhambat menyebabkan rendahnya konsentrasi oksigen
sehingga mikroba akan mengalami keterbatasan laju respirasi. Interaksi antara senyawa golongan
terpen akan menyebabkan perubahan dalam respirasi seluler sehingga akan menyebabkan pelepasan
fosforilasi oksidatif pada mikroba. Chen et al. (2016) melaporkan bahwa terpen juga mempengaruhi
aktivitas membran lipid sehingga akan mempengaruhi jalur intermembran lipodial dan
transmembran polar.

Trans-methyl cinnamate (CioH1002) termasuk golongan minyak esensial. Banyak riset yang
melaporkan kemampuan frans-methyl cinnamate dalam menghambat pertumbuhan bakteri baik
Gram positif maupun Gram negatif. Riset in vitro melaporkan bahwa trans-methyl cinnamate berhasil
menghambat pertumbuhan mikroba S. aureus, E. coli, B. subtilis (Huang et al., 2009). Riset terbaru
dilakukan oleh Padalia et al. (2017) memperoleh hasil bahwa pertumbuhan bakteri S. epidermidis, S.
mutan, dan E. coli mampu dihambat oleh senyawa trans-methyl cinnamate. Mekanisme hambat
senyawa ini yaitu dengan menghalangi proses proliferasi bakteri Gram positif maupun Gram negatif
(Huang et al., 2009).

Pinostrobin chalcone (C1sH14O4) adalah salah satu kandungan senyawa aktif rimpang temu
kunci yang tergolong flavonoid derivat dari chalcone. Flavonoid terkenal dengan kemampuannya
dalam menghambat pertumbuhan bakteri atau sebagai agen antibakteri. Laporan terbaru oleh
Marliyana et al. (2019) dalam risetnya menyatakan pinostrobin dapat menghambat pertumbuhan E.
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coli, K. pneumoniae, B. subtilis, P. mirabilis, dan S. aureus. Pinostrobin dilaporkan memiliki aktivitas yang
setara dengan obat tukak lambung melalui percobaan secara in vitro terhadap H. pylori penyebab
infeksi lambung (Bhamarapravati et al., 2006). Secara umum mekanisme penghambatan terhadap
pertumbuhan bakteri oleh senyawa golongan flavonoid yakni dengan mengganggu proses biologis
yang berkaitan dengan proses respirasi sel, sintesis asam nukleat dan sintesis selubung sel serta
menyebabkan kerusakan membran sel (Gérniak et al., 2019).

Cis-p-metha-2,8-dien-1-ol (C10H160), furan-3-carboxamide,2-methyl-N-(4-morpholyl)-
(C10H14N20Os3), octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine (CsHsN4Os), dan hemanthidine (Ci7H19Os) adalah
senyawa golongan minyak esensial. Senyawa cis-p-metha-2,8-dien-1-ol (Ci10H160) menunjukkan
aktivitas antibakteri selektif antara bakteri patogen dengan memainkan peran penting dalam aktivitas
biologis (Ambrosio et al., 2021). Mekanisme hambat spesifik dari masing-masing senyawa tersebut
belum banyak dilaporkan secara terperinci. Secara umum mekanisme hambat yang ditunjukkan oleh
senyawa golongan minyak esensial yaitu dengan mengganggu permeabilitas dan toleransi garam
pada sel bakteri. Chahyadi et al. (2014) membuktikan bahwa sel E. coli mengalami kerusakan sehingga
terjadi kebocoran komponen organik dan anorganik sel. Serupa dengan Chen ef al. (2020) yang
melaporkan bahwa minyak esensial memiliki aktivitas antibakteri terhadap MRSA dengan memicu
peningkatan apoptosis dan merusak struktur sel sehingga terjadi kebocoran komponen penting
seperti protein, DNA, dan RNA.

Riset yang telah dilakukan melalui analisis in silico membuktikan bahwa senyawa aktif
rimpang temu kunci (B. rotunda) berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis. Senyawa aktif yang
memiliki potensi paling kuat sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme yakni octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone,
furan-3-carboxamide2-methyl-N-(4-morpholyl)-, dan hemanthidine. Keempat senyawa tersebut juga
memiliki potensi sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target InhA namun potensinya
lebih lemah. Berdasarkan keseluruhan hasil riset diperoleh bahwa senyawa aktif temu kunci
berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis yang efektif dengan protein target Arabinosyltransferase C
Enzyme. Senyawa-senyawa yang menunjukkan potensi paling kuat kebanyakan adalah senyawa
dengan persentase komposisi yang kecil dalam rimpang temu kunci berdasarkan Baharudin et al.
(2015). Oleh karena itu diperlukan metode isolasi yang baik dan benar agar memperoleh senyawa-
senyawa spesifik minyak esensial tersebut secara optimal sehingga dapat dikembangkan menjadi obat
baru penyakit tuberkulosis yang efektif.

SIMPULAN

Karakteristik drug-likeness senyawa temu kunci kandidat antibakteri memenuhi aturan
Lipinski meliputi berat molekul (150-500 g/mol), H-bond acceptors < 10, H-bond donors < 5, dan logP <5
kecuali senyawa fenchene, cychlohexene 1-methyl 1-5-(1-methylethenyl)-,(R), dan limonene yang
tidak memenuhi syarat berat molekul serta senyawa Z,Z,Z -4,6,9-Nonadecatriene, ethanol, 2-(9,12-
octadecadienyloxy)- (Z,Z), chloromethyl 2-chlorodecanoate, dan 8- tetradecen-1-ol acetate yang tidak
memenuhi syarat nilai logP.

Interaksi terbaik senyawa aktif temu kunci dengan protein target Arabinosyltransferase C
Enzyme didapatkan pada octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine dengan nilai binding affinity dan
RMSD secara berturut-turut -6,6 kcal/mol dan 1,370 A, pinostrobin chalcone (-6,2 kcal/mol dan 1,950
A), hemanthidine (-5,9 kcal/mol dan 1,729 A), dan furan 3-carboxamide 2-methyl-N-(4-morpholyl- (-
5,8 kcal/mol dan 1,909 A). Interaksi terbaik senyawa aktif temu kunci dengan protein target InhA
ditunjukkan oleh pinostrobin chalcone dengan nilai binding affinity -8,1 kcal/mol dan RMSD 1,398 A,
hemanthidine (-7,9 kcal/mol dan 2,105 A), trans-methyl cinnamate (-7,3 kcal/mol dan 1,437 A),
octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine (-6,6 kcal/mol dan 2,553 A), nerol (-6,4 kcal/mol dan 1,591 A),
cis-p-metha-2,8-dien-1-ol (-6,2 kcal/mol dan 2,308 A), dan furan-3-carboxamide2-methyl-N-(5-
morpholyl)- (-6,2 kcal/mol dan 2,128 A).

Senyawa yang paling berpotensi sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target
Arabinosyltransferase C Enzyme adalah octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, pinostrobin chalcone,
hemanthidine, dan furan 3-carboxamide 2-methyl-N-(4-morpholyl)-. Senyawa yang paling berpotensi
sebagai antibakteri M. tuberculosis dengan protein target InhA adalah pinostrobin chalcone,
hemanthidine, trans-methyl cinnamate, octanal (2,4-dinitrophenyl) hydrazine, nerol, cis-p-metha-2,8-
dien-1-ol, furan-3-carboxamide2-methyl-N-(5-morpholyl)-.
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Senyawa aktif terpilih dari temu kunci memiliki potensi antibakteri yang lebih kuat dengan
protein target Arabinosyltransferase C Enzyme dibandingkan protein InhA, yang ditunjukkan dengan
nilai binding affinity yang lebih negatif daripada native ligand dan isoniazid.
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