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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas antibakteri ekstrak n-heksan dari serbuk kayu secang (Caesalpinia
sappan L.) terhadap bakteri Salmonella enterica ATCC 14028 secara in vitro dan in silico. Proses ekstraksi
menggunakan cara maserasi dengan pelarut n-heksana. Aktivitas antibakteri secara in vitro diuji dengan metode difusi
cakram kertas dan metode mikrodilusi untuk menentukan konsentrasi hambat minimum (KHM) dan konsentrasi bunuh
minimum (KBM). Analisis senyawa yang terkandung dalam ekstrak n-heksan menggunakan instrumen GC-MS.
Aktivitas antibakteri secara in silico menggunakan molecular docking dengan perangkat lunak PyRx Autodock Vina
pada reseptor DNA gyrase B (PDB ID : 6J90). Temuan penelitian menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan memiliki
aktivitas antibakteri dengan diameter zona hambat 10,7 mm serta nilai KHM sebesar 156,25 pg/mL dan KBM sebesar
312,5 pg/mL. Hasil analisis GC-MS pada sampel yang dilakukan menunjukkan 13 puncak (peak) terdeteksi yang
mewakili 10 komponen senyawa utama. Berdasarkan analisis 10 komponen senyawa utama, didapatkan satu senyawa
yang memiliki nilai persen area yang paling signifikan dan satu satunya senyawa yang memenuhi Lipinski Rules of
Five, yaitu senyawa Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-. Hasil analisis in silico, senyawa Phenol, 5-
(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- menunjukkan nilai afinitas ikatan sebesar -7,4 kkal/mol. Prediksi fisikokimia
menunjukkan bahwa Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- mempunyai karakteristik fisikokimia yang
baik. Senyawa aktif Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- berpotensi menghambat fungsi protein DNA
gyrase B ID 6J90.

Kata kunci: antibakteri, Caesalpinia sappan L., ekstrak n-heksan, in silico, in vitro, Salmonella enterica.
ABSTRACT

This study aims to evaluate the antibacterial activity of n-hexane extracts from secang wood powder (Caesalpinia
sappan L.) against Salmonella enterica ATCC 14028 in vitro and in silico. The extraction process used maceration with
n-hexane as the solvent. In vitro antibacterial activity was tested using the paper-disc diffusion method and the
microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal
concentration (MBC). The compounds present in the n-hexane extract were analyzed using GC-MS. In silico
antibacterial activity was assessed using molecular docking with PyRx Autodock Vina software on the DNA gyrase B
receptor (PDB ID: 6J90). The research findings indicate that the n-hexane extract exhibits antibacterial activity with an
inhibition zone diameter of 10.3 mm, an MIC value of 156.25 pg/mL, and an MBC value of 312.5 pug/mL. The results
of the GC-MS analysis of the samples showed 13 detectable peaks representing 10 major compounds. Based on the
analysis of the 10 major chemical components, one compound was found to have the most significant percentage of
peak area and was the only compound that met Lipinski’s Rules of Five: Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-,
(R)-. The results of the in silico analysis show that the compound Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-
exhibits a binding affinity of -7.4 kcal/mol. Physicochemical predictions indicate that Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methyl-, (R)- possesses favorable physicochemical characteristics. The active compound Phenol, 5-(1,5-
dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- has the potential to inhibit the function of the DNA gyrase B protein ID 6J90.

Keywords: antibacterial, Caesalpinia sappan L., n-hexane extract, in vitro, in silico, Salmonella enterica.

PENDAHULUAN berkembang. Bakteri patogen seperti Salmonella

enterica dapat menyebabkan berbagai jenis infeksi,

Infeksi merupakan salah satu penyebab utama  mulai dari infeksi ringan hingga infeksi yang
kematian di dunia, terutama di negara-negara  mengancam jiwa. Namun, kemampuan bakteri
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untuk  mengembangkan  resistensi  terhadap
antibiotik telah menjadi masalah serius dalam
pengobatan infeksi.

Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan
berlebihan telah mempercepat proses resistensi
bakteri, sehingga banyak bakteri patogen menjadi
resisten terhadap antibiotik yang ada saat ini.
Menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO)
resistensi antibiotik telah menjadi ancaman global
yang serius, dengan perkiraan 700.000 kematian per
tahun di seluruh dunia. Angka ini menunjukkan
peningkatan kasus bakteri multiresisten yang perlu

segera ditangani yaitu dengan menerapkan
antibiotik yang bijak (Kemenkes RI, 2021).
Keadaan ini memerlukan pengembangan

antibiotik baru yang efektif untuk mengatasi infeksi
yang disebabkan oleh bakteri resisten. Salah satu
pendekatan yang sedang dikembangkan adalah
penemuan antibiotik baru dari sumber alami.
Antibiotik alami memiliki potensi besar untuk
mengatasi resistensi bakteri dan dapat menjadi
alternatif bagi antibiotik sintetik yang ada saat ini
(Cowan, 1999). Kayu secang (Caesalpinia sappan
L.) adalah salah satu contoh tanaman yang telah
digunakan secara tradisional sebagai obat herbal dan
memiliki potensi sebagai sumber antibiotik alami.

Kayu secang telah digunakan dalam
pengobatan tradisional untuk mengobati berbagai
penyakit, termasuk infeksi, dan telah dilaporkan
memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa
jenis bakteri patogen (Badami et al., 2003). Studi in
silico telah menunjukkan bahwa beberapa senyawa
bioaktif dalam kayu secang, seperti brazilin dan
sappanchalcone, memiliki potensi sebagai inhibitor
enzim yang terlibat dalam proses resistensi bakteri
(Srinivasan et al., 2015).

Bacterial DNA gyrase B merupakan target
penting untuk pengembangan antibakteri baru
karena kemampuannya untuk memperkenalkan
superkoil negatif ke substrat DNA. Enzim ini adalah
target utama kuinolon yang biasanya digunakan
sebagai obat pertama untuk berbagai infeksi.
Pemilihan DNA gyrase B dianggap sangat berkaitan
dengan penggunaan pelarut n-heksan dalam
penelitian ini karena kantung yang mengikat ATP
pada DNA gyrase B memiliki lingkungan
hidrofobik yang sesuai untuk berinteraksi dengan
senyawa nonpolar lipofilik (Biswas et al., 2023).

Kajian tentang aktivitas antibakteri kayu
secang (Caesalpinia sappan L.) telah banyak
dilakukan, tetapi penelitian saat ini hanya fokus
pada pelarut polar dan semi-polar untuk membunuh
bakteri patogen seperti Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Hingga saat ini, sangat
sedikit penelitian yang berfokus pada isolasi dan
pengujian fraksi nonpolar ekstrak n-heksan terhadap
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Salmonella enterica. Kesenjangan ini sangat penting
karena senyawa nonpolar dan lipofilik dari kayu
secang dianggap memiliki kemampuan untuk
melewati membran yang belum dipetakan,
sementara Salmonella enterica memiliki profil
resistensi yang selalu berubah. Selain itu, metode
yang digunakan untuk menguji bioaktivitas nyata
secara in vitro yang menggunakan analisis
penambatan molekuler adalah bagian penting dari
penelitian ini. Metode ini tidak hanya menunjukkan

sensitivitas  bakteri, tetapi juga menunjukkan
bagaimana senyawa nonpolar kayu secang
berinteraksi dengan protein target Salmonella

enterica yang belum pernah dijelaskan sebelumnya.

Penelitian ini memilih n-heksan sebagai pelarut
nonpolar  karena strateginya adalah  untuk
mengekstraksi senyawa lipofilik tertentu (seperti
terpenoid atau steroid) yang sering luput dari
ekstraksi pelarut polar. Karena bakteri gram-negatif
ini memiliki membran luar yang penuh dengan
lipid, penggunaan fraksi nonpolar ini sangat penting
untuk melawan Salmonella enterica. Senyawa
lipofilik dari ekstrak n-heksan diduga memiliki
afinitas dan kemampuan penetrasi yang lebih tinggi
daripada senyawa polar untuk merusak integritas
membran lipid bakteri.

Oleh karena itu, penelitian tentang potensi kayu
secang sebagai sumber antibiotik alami, baik secara
in vitro maupun in silico, sangat penting untuk
mengatasi masalah infeksi dan resistensi antibiotik.

MATERI DAN METODE

Bahan

Serbuk kayu secang (C. sappan L.), pelarut n-
heksan teknis, akuades, Mueller-Hinton Agar
(MHA) (Oxoid CM 0337), Mueller-Hinton Broth
(MHB) (Himedia), Dimetil Sulfoksida (merck,
Jerman), natrium hidroksida/NaCl fisiologis 0,9%,
standar MFarland 0,5, cakram antibiotik
kloramfenikol 30 pg (oxoid, ®CT0013B), cakram
kosong (oxoid, Inggris ), kertas saring Whatman
(merck, Sigma-Aldrich), dan kertas aluminium.

Peralatan

Rotary evaporator (Cat. No. R100, Buchi,
Flawil, Switzerland), tabung reaksi (iwaki), labu
ukur 100 mL (iwaki), erlemeyer 200 mL (iwaki),
pipet ukur 10 mL (iwaki), gelas beaker 200 mL
(iwaki), mikropipet, saringan 60 mesh, corong
buchner, autoclave (TOMY ES-315), cawan petri
(OneLab), inkubator (Memmert), Laminar flow (B-
ONE), pinset, sprider, microplate (Cat. No. 702001,
Nest), cotton bud, alat ukur diameter jangka sorong,
microtube, microtip, vortex (SBS), tabung vial,
laptop dengan prosessor Intel core i5 dan sistem
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operasi windows 10. Tampilan hasil penambatan
molekul menggunakan software PyRx 2009 versi
0.8 (Python) The Scripps Research Institute yang
mengandung AutoDock Vina, visualisasi Biovia
Discovery Studio 2016 (Dassault Systemes),
ChemDraw, Hyperchem 8.0, dan RCSB PDB
(Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics PDB).

Cara Kerja
Preparasi dan Ekstraksi Sampel

Proses ekstraksi dilakukan dengan menimbang
1.000 g kayu secang yang sudah dihaluskan.
Serbuk secang dimasukkan ke dalam wadah untuk
maserasi dan ditambahkan pelarut n-heksan dengan
perbandingan 1:3. Tutup wadah maserasi dan
biarkan selama 24 jam pada suhu kamar, sambil
diaduk secara periodik.. Setelah itu, filtrat disaring
dengan corong buncher. Ulangi proses maserasi,
sampai semua metabolit sekunder terekstrak, lalu
gabungkan ekstrak dengan ekstrak sebelumnya.
Ekstrak diuapkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu 40-50°C untuk menghilangkan pelarut.
Hasil akhir adalah ekstrak kental kayu secang yang
dapat digunakan untuk perlakuan lebih lanjut
(Juwitaningsih et al., 2022).
Uji Aktivitas Antibakteri
Pembuatan Media

Serbuk MHA ditimbang sebanyak 38 g lalu
ditambahkan aquades 1 L. Media MHB dibuat
dengan menimbang 21 g, lalu dilarutkan dalam
akuades 1 L. Lalu diautoklaf selama 15 menit pada
suhu 121°C. Selanjutnya, media MHA dimasukkan
ke dalam cawan petri diletakkan di dalam laminar
air flow dan disimpan di kulkas. Media MHB
ditutup lalu diletakkan di kulkas.
Penyiapan Sampel

Ekstrak dibuat dengan menimbang 100 mg
ekstrak n-heksan, lalu dilarutkan dalam 1000 g/mL
DMSO untuk menghasilkan larutan 1% dalam 10%
DMSO (Asparinda & Juwitaningsih, 2020).
Pembuatan Suspensi Bakteri

Inokulum dibuat dengan cara mengambil tiga
koloni bakteri yang memiliki bentuk serupa
menggunakan kapas cotton bud steril dan
dimasukkan ke dalam sebuah tabung yang berisi 4
mL larutan sodium klorida 0,9%. Setelah itu,
kekeruhannya distandarkan dengan larutan 0,5
McFarland (Juwitaningsih et al., 2020).
Uji Metode Difusi Cakram Kertas

Uji difusi cakram kertas dimulai dengan
menambahkan 100 pL inokulum ke media agar, lalu
meratakannya  dengan  spreader.  Kemudian,
inokulum dibiarkan kering di media agar, dan
cakram diletakkan di permukaan plat. Selanjutnya,

masing-masing cakram kertas diberi 20 pL larutan
uji. Pelarut DMSO digunakan sebagai kontrol
negatif. Kloramfenikol 30 pg digunakan sebagai
kontrol positif. Selanjutnya diinkubasi selama 18-
24 jam (suhu 37 °C). Area yang menghambat
pertumbuhan bakteri diukur dengan jangka sorong
(Asparinda & Juwitaningsih, 2020).
Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum dengan
Metode Mikrodilusi

Penentuan KHM dilakukan dengan cara
mengambil satu ose bakteri dan dicampur dengan
1.000 pL natrium klorida 0,9 %. 100 uL suspensi
bakteri diambil dan dicampur dengan 9.900 pL
media MHB. Kolom pertama mikroplate diisi
dengan 100 mL MHB sebagai kontrol negatif. Pada
kolom kedua media cair yang telah terlarut bakteri
sebagai kontrol positif. Kolom ketiga sampai kedua
belas, diisi 100 pL media cair yang telah terlarut
bakteri dan sampel wuji. Larutan uji dengan
konsentrasi 1000 g/mL dimasukkan ke kolom dua
belas. 100 pL larutan dipindahkan dari lubang dua
belas ke lubang sebelas, kemudian 100 pL lagi dari
lubang sebelas ke lubang sepuluh, dan proses ini
berlanjut hingga lubang tiga.  Setiap lubang
mengandung 100 pL larutan. Setelah itu,
mikroplate diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37 °C. Dalam kajian ini, kloramfenikol digunakan
sebagai kontrol positif. Pertumbuhan bakteri di
setiap plat menentukan KHM dan KBM
(Juwitaningsih et al., 2020).
Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Penentuan KBM dilakukan dengan cara
mengambil 10 pl dari setiap sumur pada plat
microplate kemudian di teteskan di atas media agar
lalu di inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam
(Juwitaningsih et al., 2020)
Uji Molecular Docking
Preparasi Reseptor DNA gyrase B

Reseptor DNA gyrase B dan ligan alami
diperoleh dari Protein Data Bank (PDB). File 6J90.
pdb dibuka menggunakan Discovery Studio
Visualizer, yang memisahkan reseptor dan ligan
alami serta mengeluarkan molekul air. Selanjutnya,
file Reseptor. pdb dibuka  menggunakan
AutoDockTools. Pada Reseptor. pdb, ditambahkan
Kollman charge dan menekan tombol Compute
Gasteiger untuk menghitung nilai charge Gasteiger,
reseptor disimpan dalam format reseptor. dbqt.
Redocking Reseptor dengan Ligan Alami

Autodock Vina digunakan untuk
mengembalikan reseptor.pdb dan liganalami.pdb
yang sudah dipisahkan. Parameter kotak grid diatur
hingga nilai RMSD < 2 A, yang artinya parameter
docking yang diterapkan sudah valid sehingga
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metode docking dapat dapat diandalkan untuk
pengujian senyawa uji (Sari, et al., 2020).
Preparasi dan Screening Ligan

Struktur molekul Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methyl-, (R)- ditemukan dalam versi
2D-nya di PubChem, dan kemudian disimpan dalam
bentuk SDF (.sdf). Selanjutnya, SMILES ligan
standar tersebut disalin dan dimasukkan ke dalam

situs  web  SwissADME untuk  melakukan
pemindaian farmakokinetika sesuai dengan aturan 5
Lipinski.

Penambatan Molekul Ligan Fraksi C. sappan L.
dengan Reseptor

File reseptor.pdb dibuka menggunakan aplikasi
Autodock Tools. Reseptor.pdb dioptimalkan dan
disimpan dalam format reseptor.pdbqt. File ligan.
pdb juga dibuka dengan Autodock Tools. Ligan.pdb
dioptimalkan dan disimpan dalam format .pdbqt.
Reseptor dan ligan (.pdbqt) diakses melalui
perangkat lunak PyRx untuk proses docking.
Visualisasi Hasil Penambatan Molekul

Hubungan dan interaksi antara ligan dan
reseptor dapat dilihat melalui Biovia Discovery
Studio Visualizer menampilkan hasil ligan uji yang
telah diuji selama proses docking.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini akan membahas tentang
efektivitas ekstrak n-heksan kayu secang dalam
menghambat pertumbuhan bakteri S. enterica, serta
mekanisme Kkerja yang terlibat dalam proses
antibakteri tersebut secara in vitro dan in silico.

Aktivitas Antibakteri

Dalam penelitian ini, ekstrak n-heksan dari
serbuk secang dibuat dengan metode maserasi.
Metode ini dipilih karena efektif dalam mengekstrak
senyawa bioaktif mudah dilakukan, biaya rendah
karena tidak memerlukan peralatan yang mabhal,
dapat digunakan untuk bahan tanaman yang sensitif
terhadap panas atau tekanan (Zhang et al., 2018).

DMSO yang berfungsi sebagai pelarut sampel
digunakan sebagai kontrol negatif. DMSO sebagai
pelarut tidak memiliki sifat antibakteri (Priamsari et
al., 2022). Ekstrak n-heksan menunjukkan zona
bening dengan diameter 10,7 mm di sekitar cakram.
Hal ini menunjukkan adanya aktivitas antibakteri
yang disebabkan oleh kandungan metabolit
sekunder. yang dapat mencegah pertumbuhan
bakteri (Wulandari et al., 2023).

Penentuan konsentrasi hambat minimum dapat
dilihat dari kejernihan lubang yang menandakan
bakteri tidak tumbuh ditunjukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Hasil uji KHM ekstrak n-heksan C.
sappan L.terhadap bakteri S. enterica

Berdasarkan Gambar 1. Nilai konsentrasi KHM
terangkum pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil KHM ekstrak n-Heksan C. sappan L
terhadap bakteri S. enterica

No Sampel KHM (ug/mL)
1 Kloramfenikol 0,48
2 Ekstrak n-heksan 156,25

Dari Tabel 1, nilai KHM ekstrak n-heksan C.
sappan L. sebesar 156,25 pg/mL menunjukkan
adanya aktivitas penghambatan terhadap bakteri S.
enterica. Nilai KHM di bawah 100 pg/mL masuk
kriteria sangat kuat, nilai 100 pg/mL hingga 625
pg/mL masuk kriteria sedang, dan nilai KHM di
atas 625 pg/mL masuk kriteria lemah (Dzoyem et

al., 2012). Berdasarkan kriteria tersebut, aktivitas
penghambatan terhadap bakteri S. enterica
“sedang”.

Hasil Uji KBM untuk menentukan konsentrasi
bunuh minimum ditunjukkan pada Gambar 2.

Gambar 2. Hasil Uji KBM bakteri S. enterica

terhadap (a) ekstrak n-heksan (b)
kloramfenikol
Berdasarkan Gambar 2 tersebut, nilai

konsentrasi bunuh minimum ditunjukkan seperti
pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil KBM Ekstrak N-Heksan C. sappan
L terhadap Bakteri S. enterica

No Sampel KBM (pg/mL)
1 Kloramfenikol 31,25
2 Ekstrak n-heksan 3125
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Dari Tabel 2, konsentrasi KBM ekstrak n-
heksan dari C. sappan L terhadap bakteri S. enterica
adalah 312,5 pg/mL, yang menunjukkan bahwa
konsentrasi yang lebih tinggi diperlukan untuk
membunuh bakteri tersebut, yang artinya memiliki
sifat bakterisidal (Sari et al., 2020). Karakteristik
bakteriostatik dan bakterisidal berhubungan dengan
interaksi antara metabolit sekunder dan bakteri.
Senyawa metabolit sekunder dalam C. sappan L.
menyebabkan aktivitas antibakterinya.

Senyawa aktif ekstrak n-heksan dianalisis
dengan menggunakan GC-MS. Analisis GC-MS
dilakukan menggunakan 6890N Network GC System
(Agilent Technologies) yang diintegrasikan dengan
kolom kapiler DB5 (30 m, 0.25 mm, dan tebal
lapisan film 0.25 pm), serta detektor mass
spectrometer tipe 5973. Parameter kromatografi
diatur dengan menggunakan gas helium sebagai
pembawa pada laju alir konstan 0.7 mL/menit. Suhu
awal oven kolom 180°C selama 5 menit, lalu
dinaikkan secara bertahap: pertama dari 180°C ke
260°C dengan kecepatan 3°C/menit, 260°C ke
280°C dengan laju 15°C/menit, dan dipertahankan
pada suhu akhir 280°C selama 5 menit. Sementara
itu, suhu injektor dan detektor masing-masing
dikondisikan pada 280°C dan 290°C (Nusaibah et
al., 2016).

Identifikasi senyawa dari ekstrak n-heksan C.
sappan L. memperlihatkan spektrum pemisahan
senyawa yang ditunjukan seperti Gambar 3.
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Gambar 3. Spektrum Pemisahan Pada Analisis GC-
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Berdasarkan hasil analisis GC-MS menujukan
bahwa terdapat 10 senyawa utama yang terkandung
didalam ekstrak n-heksan C. sappan L. Berdasarkan
analisis menggunakan GC-MS data ke-10 senyawa
aktif tersebut disajikan pada Tabel 3.

Dari Tabel 3 senyawa utama dari ekstrak n-
heksan adalah Phenol,5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-

methyl-,(R)- memiliki similarity  paling tinggi
sebesar 94,17% dengan struktur seperti Gambar 3.

Tabel 3. Data Hasil GC-MS

Pesk Retention

Time @T) % Ara Name DE Fornmla  Simalarity
1 — - Benzene, 141, 5-dimethyl-4-
77 336 hexenyt)-4 methyl- CuH= 04 88
2 (R)-3.5,8a Trimethyl 78 829 -
83821 1398  tetrshidronaphthof2 3-b]feen-  CiHeO: 8734
4(6H)-one
3 9247 21,33 aR-Tammerons CuHaO 89,89
4 L s Phenol, 5-(1,5dimethyl4- -
5 a0 16,69 Ethy] p-methoxyeimnamate CiHu0: 9379
6 10,978 1272 Hexadecanociczcid methylester  CiHuO: 324
7 11278 2803 Palmitic Acid CH:0; a7
3 12,155 2989 8 Octadecencic acid (Z) CisHu0: 90,97
12,305 1545 Palmitic Acid CiH=0: 3946
10 12535 15,80 8Octadecencic acid (£} CisHu0: g4
H3C
CHs
HO X
CHs CHj

Gambar 3. Struktur Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methyl-, (R)-

Senyawa Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-
2-methyl-, (R)- merupakan senyawa golongan
terpenoid yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri (Yasacaxena et al., 2023). Senyawa
terpenoid memiliki cara untuk melawan bakteri

dengan menghancurkan membran sel mikroba
(Amalia et al., 2017). Dalam fungsinya sebagai
agen antibakteri, Terpenoid dapat merusak

membran oleh senyawa lipofilik. Terpenoid dapat
berinteraksi dengan porin (protein yang melintasi
membran) di membran luar dinding sel bakteri.
Setelah itu mereka membentuk ikatan polimer yang
sangat kuat, yang merusak porin tersebut dan
membuat dinding sel bakteri lebih tidak mudah
terbuka atau menjadi kurang permeabel (Evans &
Cowan, 2016).

Uji In Silico

Struktur senyawa uji  Phenol, 5-(1,5-dimethyl-
4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- diambil dari database
Pubchem, dan disimpan dalam format "sdf".

Preparasi Protein Target

Target protein yang dipilih adalah protein DNA
gyrase B (PDB ID: 6J90). Ligan uji dari senyawa C.
sappan L. terdiri dari Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methy!I-, (R)- serta antibiotik
kloramfenikol yang berfungsi sebagai kontrol.
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Protein target perlu dicari rantai yang berikatan
dengan ligan alami sehingga dapat disimpan sebagai
protein yang siap untuk dilakukan docking, lalu
disimpan dalam format .pdb. Struktur 3D dari
setiap protein diambil dari database RCSB Protein
Data Bank. Data diunduh dalam format.pdb.
Sebelum melaksanakan docking, tahap awal yang
dilakukan adalah persiapan protein target, termasuk
penghilangan molekul air dengan menggunakan
perangkat lunak Discovery Studio 2016.

Prediksi Fisiokimia
Phenol,5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-

(R)- sebagai ligan uji juga digunakan untuk
menganalisis parameter fisikokimia. Ini dilakukan
dengan bantuan Server web SwissADME. Prediksi
fisikokimia ini berdasarkan pada lima aturan
Lipinski (Daoui, 2021). Berat molekul tidak
melebihi 500, Koefisien (LogP) tidak melebihi 5,
jumlah donor ikatan hidrogen (HBD) tidak melebihi
5, dan jumlah akseptor ikatan hidrogen (HBA) tidak
melebihi 10. Fisikokimia prediksi senyawa yang
diuji ditunjukkan dalam Tabel 4.

Tabel 4. Prediksi Fisikokimia dari Phenol, 5-(1,5-
dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-

Berat
Senyawa Aktif  Molekul HBA HBD LogP
(g/mol)
Phenol, 5-(1,5-
dimethyl-4-
hexenyl)-2- 218 1 1 455
methyl-, (R)-

Kloramfenikol
(antibiotik 323 5 3 0.58
pembanding)

Moleculer Docking

Setelah mengidentifikasi ligan dan protein
target dari senyawa yang diuji, perangkat lunak
pyRx digunakan untuk melakukan prediksi dan
docking molekuler. Perangkat lunak ini mengolah
makromolekul, termasuk protein target serta
Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-
dan ligan alami. Selanjutnya, docking khusus
dilakukan pada posisi di mana ikatan antara ligan
yang diuji dan alami terjadi. Pusat protein 6J90
mengandung koordinat X:13,256; Y:49,649; dan
Z:27,429. Lokasi grid box (42,723 52,383 44,556)
koordinat kartesian, ukuran grid box 20 x 20 x 20
dengan spacing 1 A dengan 22 torsi aktif. Parameter
exhaustiveness diatur 16 dan jumlah pose hasil
penambatan sembilan. Kemudian output berkas
pdbgt dikonversi menjadi berkas pdb menggunakan
Open Babel dan divisualisasikan interaksinya
menggunakan Biovia Discovery Studio. Kemudian
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dilakukan docking untuk mendapatkan binding
affinity dan RMSD.

Ikatan antara protein target, ligan alami, ligan
yang diuji, dan antibiotik kloramfenikol dilihat
dalam uji in silico. Tabel 4 menunjukkan hasil
ikatan antara senyawa obat yang di uji, Phenol, 5-
(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- C. sappan
L., dengan protein target S. enterica, yaitu DNA
gyrase B.

Tabel 5. Nilai Afinitas ikatan dan RMSD Interaksi
Protein-Ligan

Ligan Afinitas Ikatan RMSD
(kkal/mol) A
Phenol, 5-(1,5-
dimethyl-4-hexenyl)- -7,4 1,32
2-methyl-, (R)-
Kloramfenikol -6,8 1,90
Ligan Alami -6,6 1,24
Nilai afinitas ikatan digunakan untuk

menentukan kemampuan protein untuk mengikat
ligan pada titik tertentu. Jika dibandingkan dengan
antibiotik kloramfenikol, afinitas ikatan Phenol, 5-
(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)- terhadap
protein DNA gyrase B lebih rendah, dengan -7,4
Kkal/mol. Nilai ikatan terbaik dicapai ketika energi
ikatan berada di titik terendah atau paling negatif
(Sattari, 2021). Keadaan energi terendah biasanya
menunjukkan area interaksi antara ligan dan protein
yang dituju. Ini menunjukkan bahwa molekul
berada dalam kondisi stabil, yang berarti bahwa
interaksi antara ligan dan protein yang dituju lebih
kuat karena nilai afinitas ikatan yang lebih rendah
(Mukesh dan Rakesh 2011).

Jika nilai Root Mean Standard Deviation
(RMSD) tidak melebihi 2 A, maka metode
penempatan molekul dianggap valid (Muttagin,
2019). Nilai RMSD yang umumnya < 2 A
mengindikasikan pose ikatan yang stabil dan valid.
Ketepatan posisi ligan yang didapat dari
penempatan molekul ulang dibandingkan dengan
posisi ligan yang ditentukan melalui kristalografi
akan lebih akurat bila nilai RMSD lebih kecil. Cross
et al. (2009) mengemukakan bahwa selama nilai
RMSD tetap di bawah 2,0 A, ini menandakan
bahwa proses docking telah berhasil. Dalam validasi
metode docking untuk reseptor ID 6J90, nilai
RMSD untuk ligan alami tercatat sebesar 1,24 A,
yang berada di bawah 2 A. Jika RMSD hasil re-
docking rendah, maka akan semakin
mirip posisi ligan yang dihasilkan dengan posisi
ligan yang asli. Temuan ini menunjukkan bahwa
ukuran dan koordinat kotak grid dapat mendukung
proses docking senyawa yang diuji.
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Interaksi Ligan dan Reseptor

Ligan dan protein membentuk suatu ikatan
interaksi yang ditunjukkan dalam Tabel 6. Residu
asam amino Lys103, 1le78, dan 1le94, yang
memiliki jenis ikatan hidrofobik, menunjukkan sisi
aktif penting kompleks. Residu asam amino Asn46
dan 11e78 menunjukkan sisi aktif yang mirip dengan
kontrol, kloramfenikol, sehingga asam amino ini
menjadi acuan lokasi aktif kandidat untuk obat yang
mirip dengan kloramfenikol. Banyak ligan dan
asam amino berinteraksi melalui ikatan hidrofobik,
menunjukkan bahwa mereka memiliki kemampuan
untuk berfungsi sebagai penghambat (Sattari, 2021).

Tabel 6. Nilai Afinitas ikatan dan RMSD Interaksi
Protein-Ligan

Ligan Interaksi asam amino Jumlah
Hidrogen  Hidrofobik
Phenol, 5-(1,5- Asn46 Lys103, 4
dimethyl-4- 11e78, 11e94
hexenyl)-2-
methyl-, (R)-
Kloramfenikol ~ Asn46 11e78, 3
Alad7
Ligan Alami Val120, Asp45, 17
Gly119, Glyl114,
Asn46, Glu42,
Val118, Asp49,
Gly117, Gly102,
Asp73, Glu50,
Lys103, Gly77,
Leull5, 11e78
Lys337

Gambar 4 menunjukkan struktur 2D interaksi
antara ligan dan asam amino dalam protein target.
Program Discovery Studio dapat digunakan untuk
menentukan tipe ikatan.

Analisis pengikatan molekul bertujuan untuk
mengetahui tempat terjadinya ikatan hidrogen dan
interaksi hidrofobik antara senyawa yang dikaji dan
protein yang dituju, serta untuk mengetahui
seberapa kuat hubungan kompleks tersebut. Dengan
kontrol acuan, senyawa yang aktif seharusnya
berinteraksi dengan protein yang dituju dengan kuat.
(Hartati, 2021).

Salah satu enzim dari kategori topoisomerase
tipe 11 adalah subunit B DNA gyrase. Protein yang
ada di dalamnya berfungsi sebagai reseptor yang
menghentikan biosintesis DNA, yang mengakhiri
hidup sel bakteri (Yuan, 2023). Akibatnya, ketika
empat asam amino Asn46, Lys103, 1le78, dan 11e94
berinteraksi dengan DNA gyrase B, sintesis DNA
pada bakteri akan mengalami penghambatan, yang
menyebabkan sel bakteri menjadi tidak aktif.
Protein DNA gyrase B dapat terikat dengan ligan
Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-

dan dapat membentuk ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik. Hubungan yang kuat antara ligan dan
reseptor dapat dihasilkan oleh interaksi ini, yang
terdiri dari ikatan hidrogen dan hidrofobik (Patil et
al., 2010).
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Gambar 4. Visualisasi  Interaksi Residu Asam

Amino Ligan dan Protein 6J90 (a)
Phenol,  5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-
methyl-, (R)- (b) Ligan alami (c)
Kloramfenikol

SIMPULAN

Ekstrak n-heksan C. sappan L. menunjukkan
aktivitas pada bakteri S. enterica dengan kategori
sedang. Senyawa utama ekstrak n-heksan yaitu
Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, (R)-.
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Hasil in silico senyawa Phenol, 5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methyl-, (R)- sudah sesuai standar
karena memenuhi 5 kriteria yang ditentukan oleh
Lipinski sehingga dapat dijadikan kandidat obat.
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