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ABSTRAK

Semakin tinggi penggunaan antibiotik akan meningkatkan risiko terjadinya resistensi bakteri. S. aureus merupakan
bakteri penyebab mastitis tertinggi yaitu mencapai 67% diantara bakteri patogen penyebab mastitis lainnya. Akibat
tingginya penggunaan antibiotik, terbentuklah strain S. aureus yang resisten yaitu MRSA. Bahan alami seperti jintan
hitam bisa menjadi alternatif pengobatan penyakit menular bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk menguji sifat an-
tibakteri ekstrak jintan hitam terhadap bakteri MRSA (ID:3VSL) secara in silico dan mengetahui zat aktif mana yang
mempunyai potensi antibakeeri terbaik. Berdasarkan hasil LC-MS dari 89 zat aktif yang teridentifikasi, 9 diantaranya
mempunyai potensi antibakteri yang cukup baik dibandingkan sefotaksim setelah dilakukan prediksi bioavailabilitas
dan toksisitas Lipinski. Hasil analisis penelitian menunjukkan 3 zat aktif yang terdiri dari prolylleucine, (2-(1,3-ben-
zodioxol-5-yl)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole, dan Bis(4-ethylbenzylidene)) Sorbitol merupakan ligan produk
alami dengan aktivitas antibakteri terbaik serta menjadi kandidat bahan aktif alternatif pengganti antibiotik.

Kata kunci: antibakteri, jintan hitam, iz silico, MRSA

ABSTRACT

The higher use of antibiotics will increase the risk of bacterial resistance. S. aureus is the highest mastitis-causing bacte-
ria, up to 67%, among other mastitis-causing pathogenic bacteria. Due to the high use of antibiotics, a resistant strain
of S. aureus was formed, namely MRSA. Natural ingredients such as black cumin can be an alternative treatment of
bacterial infectious diseases. This study aims to test the antibacterial properties of black cumin extract against MRSA
bacteria (ID: 3VSL) in silico and find out which active substances have the best antibacterial potential. Based on the
results of LC-MS from 89 active substances identified, 9 of them has a fairly good antibacterial potential compared to
cefotaxime after prediction of Lipinski bioavailability and toxicity. The results of this research analysis showed that 3
active substances consisting of prolylleucine, (2-(1,3-benzodioxol-5-y)4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole, and Bis(4-ethylben-
zylidene)) sorbitol are natural product ligands with the best antibacterial activity as well as being a candidate for active
substances for an alternative to antibiotics.
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1. Pendahuluan

Penggunaan antibiotik terus meningkat
semenjak ditemukannya penisilin pertama kali.
Penggunaannya juga turut meningkat dalam
penangangan infeksi hewan dan pencegahan
penyakit serta seringkali ditambahkan dalam pakan
tambahan untuk ternak pedaging sebagai growzh
promoter. Konsumsi secara ekstensif ini akhirnya
mengakibatkan semakin tingginya kasus resistensi
antibiotik pada hewan . Bakteri Staphylococcus
aureus (S. aureus) merupakan salah satu bakeeri
patogen oportunistik yang berkaitan dengan
infeksi nosokomial bersumber dari manusia serta
penyebab dari penyakit hewan yang berpangaruh
pada perekonomian yaitu mastitis pada sapi *'. Saat
ini resistensi bakteri tersebut sudah berkembang
menjadi  Methicillin—Resistant S. aureus (MRSA)
semenjak ditemukannya metisilin dalam upaya
penanggulangan resistensi S. aureus akibat penisilin
di tahun 1960. Strain ini memiliki kemampuan
untuk memproduksi reseptor Penicillin—-Binding
Protein (PBP) dengan afinitas yang berkurang
Pl. Penyakit ini dapat timbul akibat kurangnya
sanitasi, baik pada pemerah maupun kandang, yang
menyebabkan bakteri-bakteri patogen mastitis
berkembang biak secara masif ¥, S. aureus menjadi
bakteri penyebab tertinggi mastitis, mencapai angka
67%, dibandingkan bakteri-bakteri patogen lainnya
Bl Meskipun insidensi mastitis pada sapi perah
akibat MRSA masih tebilang rendah, hal tersebut
tidak boleh dipandang sebelah mata mengingat
sulitnya untuk menangani strain ini ', Penggunaan
bahan alami sebagai alternatif antibiotik saat ini
masih dikembangkan, salah satunya yaitu jintan
hitam. Kandungan utama yang terkandung pada
jintan hitam diketahui dan diuji memiliki akeivitas
antibakteri yang sangat baik terhadap bakteri gram
positif .

Penelitian ini bertujuan untuk menguji sifat
antibakteri ekstrak jintan hitam terhadap bakteri
MRSA secara in silico serta mengetahui zat aktif
yang memiliki potensi antibakteri terbaik. Manfaat
penelitian ini dalam upaya penemuan bahan aktif
terbaru yang bersifat antibakteri dalam Upaya
mengganti penggunaan antibiotik dari penyakit
akibat bakteri MRSA pada hewan schingga dapat

mengurangi resiko resistensi.

2. Materi dan Metode
2.1. Alat dan Bahan
Alat yang digunakan adalah laptop dengan

©2023 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University

spesifikasi RAM 2GB dengan sistem operasi
Windows 10 Professional 64-Bit, dan perangkat
lunak (soffware) berupa Yasara Structure, Discovery
Studio, dan PyMol. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah struktur protein target MRSA
(PDB ID: 3VSL) yang diperoleh melalui laman
Protein Data Bank (PDB) (https://rcsb.org) dan
senyawa aktif jintan hitam.

2.2. Prosedur Penelitian

Sebanyak 5 mg sampel dalam 1 mL metanol
diinjeksikan sebanyak 2.5 pL ke sistem Liguid
Chromatography—Mass ~ Spectrometry  (LC-MS).
Pengaturan MS dijalankan dan dioperasikan dengan
mode ionisasi positif dan negatif. Sebanyak 300
data senyawa aktif jintan hitam disortir kembali dan
didapatkan total 89 senyawa ligan uji yang tercatat
dalam database. Sturktur protein dalam bentuk
3D diunduh dari laman PDB (https://rcsb.org).
Protein ini memiliki ligan alami berupa ceforaxime
yang dapat diketahui melalui jurnal yang tercantum
dalam laman protein.

Validasi dilakukan pada lokasi penambatan
ligan alami yang telah dipreparasi dari reseptor.
Ligan alami divalidasi dengan berbagai ukuran
gridbox yang berbeda dari rentang 0,25-7 A dengan
interval 0,25 A. Hasil validasi berupa file “Validasi(n).
log’, akan otomatis muncul di folder yang berisi
informasi mengenai binding energy, dissoc. constant,
dan contacting receptor residue, serta file “Validasi(n).
yob’. Berbagai variasi ukuran gridbox dapat dicoba
untuk mendapatkan nilai binding energy paling
positif. Ukuran gridbox dapat digunakan ketika nilai
Root Mean Square Deviation (RMSD) diperoleh
kurang dari 2 A. File ‘Validasi(n). yob’ terbaik
kemudian dilakukan superpose untuk mengetahui

nilai RMSD.

Seluruh file ligan uji digabungkan menjadi
satu objek agar seluruh ligan dapat di-docking
secara bersamaan. Pada halaman baru pada Yasara
Structure dibuka file reseptor lalu besar gridbox
diatur kemudian ligan alami. Selanjutnya ligan uji
di docking dan ligan uji terbaik dipilih berdasarkan
nilai binding energy dan dissoc. constant terbaik
dibandingkan ligan alami.

Sejumlah ligan uji dengan binding energy
dan konstanta inhibisi terbaik diseleksi kembali
berdasarkan aturan Lipinksi melalui laman htep://
www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/
lipinski.jsp. Kemudian dilakukan wuji toksisitas
senyawa aktif melalui laman https://tox-new.
charite.de/protox_I1/).
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2.3. Analisis Data

Analisis dilakukan dengan menganalisa ikatan
kimia ligan uji dan reseptor melalui visualisasi 2D
dan 3D menggunakan perangkat lunak Discovery
Studio dan Pymol. Ligan uji yang dianalisis
merupakan ligan uji yang memiliki nilai binding
energy dan konstanta disosiasi paling negatif serta
lolos analisis Lipinski dan prediksi toksisitas.

3. Hasil

3.1. Identifikasi Senyawa Aktif V. sativa dengan
LC-MS

Berdasarkan hasil LC-MS disortir kembali

nama-nama senyawa yang tercatat pada situs

Tabel 1. Hasil validasi ligan alami

database molekul kimia dan tersisa 89 senyawa yang
dapat digunakan. Senyawa tersebut dicari notasi
Simplified  Molecular—Input ~ Line—Entry ~ System—
nya melalui situs PubChem dan mzCloud yang
selanjutnya digunakan sebagai ligan uji V. sativa.

3.2. Validasi Gridbox

Berdasarkan validasi menggunakan aplikasi
Yasara Structure, gridbox terbaik hasil penambatan
ulang ligan alami dengan reseptor berada pada
ukuran 4 A dengan nilai binding energy -7,38
kkal/mol dan RMSD 1,44 A (Tabel 1). Pose yang
didapat dari penambatan ulang dapat dinilai baik
ketika kemiripannya mendekati pose awal ligan
alami (Gambar 1).

Gridbox (A) Binding Energy (kkal/mol) RMSD (&) Gridbox (A) B“(‘l‘:l‘(';i‘;/fl‘:j)rgy RMSD (&)
05 7,039 2,64 4 7,38 1,44
075 7,009 2,64 425 7,003 2,62
1 7,35 1,46 45 7,035 2,63
1,25 -7,026 2,62 4,75 -7,364 1,48
1,5 -7,028 2,62 5 -6,979 2,61
1,75 7,36 15 5,25 6,997 2,61
2 7,029 2,63 5,5 7,323 1.5
225 7,036 2,64 5,75 7,012 2,63
25 7,363 1,511 6 7,37 1,77
2,75 -7,032 2,63 6,25 -7,261 1,49
3 16,998 2,63 65 7,037 2,58
325 7,352 1,52 675 7,38 2,62
35 7,006 2,62 7 7,357 1,47

Gambar 1.Superimposisi validasi gridbox 4 ceforaxime (magenta) dengan hasil redocking (biru)

©2023 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University
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3.3. Virtual Screening Ligan Uji

Berdasarkan  hasil dari screening
didapatkan 25 ligan uji yang memiliki nilai yang
lebih baik dibandingkan ligan alami. NI-(3-
chlorophenyl)-2-[2-(trifluoromethyl)-4-quinolyl]
hydrazine-1-carboxamide merupakan ligan uji
yang memiliki binding energy paling negatif serta
konstanta disosiasi terkecil yaitu -8,855 dan
322.997,34 pM. Sedangkan G-hydroxyflavone
memiliki binding energy serta konstanta disosiasi
yang paling mendekati cefozaxime yaitu -7,403 dan
3.745.666 pM (Tabel 2).

virtual

3.4. Prediksi Bioavailibilitas dan Toksisitas Ligan
Uji
Lima parameter Lipinski ini diantaranya bobot

molekul < 500 Da, nilai logP 0-5, donor hidrogen
< 5, akseptor hidrogen < 10, dan nilai refraktivitas

molar 40-130 **!. Beberapa penelitian dengan target
hewan juga masih menggunakan uji ini mengingat
belum banyaknya perkembangan penelitian i silico

pada hewan anjing, kuda, dan sapi poi,

Ligan uji kemudian diuji toksisitasnya dengan
parameter yang digunakan yaitu hepatotoksisitas,
karsinogenitas, toksisitas oral, dan imunotoksisitas

(Tabel 4).

3.5. Analisis Penambatan Molekular Ligan Uji—
Reseptor

Seluruh ligan uji divisualisasi secara 2D dan
3D untuk diamati kembali interaksi antara ligan uji
dan reseptor target. Parameter yang diamati adalah
ikatan asam amino yang meliputi ikatan hidrogen
dan ikatan hidrofilik yang akan menunjukkan nilai
persentase binding site similarity (BSS) mengacu

pada ligan alami (Tabel 5).

Tabel 2. Hasil penambatan molekular ligan pembanding dan ligan uji terhadap ligan alami

Binding Ener: Konstanta
Nama (kkaig/ mol)gy Disosiasi [pM]
Cefotaxime (Ligan Alami) -7,38 3.893.931,25
E\Ta:l;ii::r}rlllicc)iiophenyl)-l- [2-(trifluoromethyl)-4-quinolyl] hydrazine-1- -8.855 322.997.34
D-Raffinose -8,564 527.843
-[{(2R,4S,5R)-5-[1-Methyl-3-(2-thienyl)-1H-pyrazol-5-yl]-1-

iZZESi(CydO [52.52.2)] 2c[t—2—yl?m);th3yl() ar;ineo]}—,S)—oxopi)r/l;t?oii :cgd -8,494 594.039,69
Curcumin -8,49 598.063,75
i —e E(ZO— [E ;,ri—]lz)::izeodioxolﬁ—yl) -7-methoxy-1-benzofuran-5-yl]-3-hydroxypropyl 8,487 601.099,69
Triamterene -8,481 607.217,94
2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole -8,311 809.014,37
Adenosine -8,232 924.408,62
1-[4-(dimethylamino) phenyl]-4-phenyldihydro-2,6(1H,3H)-pyridinedione -8,003 1.360.577,25
a,a-Trehalose -7,927 1.546.792,12
D-(+)-Maltose -7,927 1.546.792,12
Ethyl 4-[(6-methyl-3-pyridazinyl)oxy]benzoate -7,87 1.702.995,5
Prolylleucine -7,87 1.702.995,5
Kaempferol -7,855 1.746.661,12
6-Amino-3-methyl-4-phenyl-1,4-dihydropyrano(2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile  -7,759 2.053.891,87
5-((2-methylallyl)oxy)-2-phenylbenzofuran-3-carboxylate -7,742 2.113.677,75
a-Lactose -7,718 2.201.055,5
17a-Hydroxyprogesterone -7,659 2.431.524
Bis(4-ethylbenzylidene)sorbitol -7,654 2.452.130,75
Citrinin -7,613 2.627.828,5
Nobiletin -7,534 3.002.650,5
6-Hydroxyflavone -7,403 3.745.666
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Tabel 3. Hasil analisis Lipinski ligan uji dan ligan alami

No. Nama a b c d e
1. Cefotaxime (Ligan Alami) 410 -2,443 1 10 82,717
2. N1-(3-chlorophenyl)-2-[2-(trifluoromethyl)-4-quinolyl]hydrazine-1-carboxamide 380 4,28 3 5 91,04
D-Raffinose 504 -7,416 11 16 94,7787
4 ;:}[ﬁ grzlstfysl ,)2 2)1—115()—][_15—%\;1)?;};)611;{3; Igi—izhisingl)— 1H-pyrazol-5-yl]-1-azabicyclo[2.2.2]oct- 415 -013 2 6 101,947
5. Curcumin 368 0 2 6 0
6. i;ii—é;zihii?;:dioxol&-yl)-7-methoxy— 1-benzofuran-5-yl]-3-hydroxypropyl 504 1,025 5 11 11522
7.  Triamterene 253 0 0o 7 0
8. 2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4,5,6,7-tetramethyl- 1 H-benzimidazole 294 3,19 1 3 78,095
9.  Adenosine 296 2497 4 9 58,483
10.  1-[4-(dimethylamino)phenyl]-4-phenyldihydro-2,6(1H,3H)-pyridinedione 308 3,081 0 3 83,985
11.  a,a-Trehalose 342 5319 8 11 65,371
12.  D-(+)-Maltose 342 -5,319 8 11 65,371
13.  ethyl 4-[(6-methyl-3-pyridazinyl)oxy]benzoate 258 2,148 0 5 63,631
14.  Prolylleucine 228 2,105 1 5 49,777
15.  Kaempferol 286 23053 4 6 72,3857
16.  6-Amino-3-methyl-4-phenyl-1,4-dihydropyrano[2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile 252 2,329 1 4 65,046
17.  5-((2-methylallyl)oxy)-2-phenylbenzofuran-3-carboxylate 307 2,441 0 4 78919
18. a-Lactose 342 5319 8 11 65371
19.  17a-Hydroxyprogesterone 332 -0,077 1 3 82,507
20.  Bis(4-ethylbenzylidene)sorbitol 414 1,939 2 6 99425
21.  Citrinin 251 0 1 5 0
22.  Nobiletin 402 6,297 0 8 88,433
23.  6-Hydroxyflavone 238 3,008 1 3 67,484

Keterangan : (a): Massa molekul (Da); (b): logP; (c): Ikatan donor hydrogen; (d): Ikatan akseptor donor; (e): Refraktivitas molar;
: Tidak memenuhi syarat Lipinski

Tabel 4. Analisis prediksi toksisitas

Toksisitas Oral
Nama H K LD
Kelas (mg /i((:g,)
Cefotaxime (Ligan Alami) - - 6 20000
N1-(3-chlorophenyl)-2-[2-(trifluoromethyl)-4-quinolyl]hydrazine-1-carboxamide + - 4 1096
5-[({(2R,4S,53)‘5-[I-Methyl-S-Q—th.ienyl)-1H-pyrazol-S—yl]-1-azabicyclo[2.2.2]oct-2— o 4 500
yl}methyl)amino]-5-oxopentanoic acid
Curcumin - - 4 2000
3-[2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-7-methoxy-1-benzofuran-5-yl]-3-hydroxypropyl o 5 5000
hexopyranoside
Triamterene + - 3 285
2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole - - 4 1600
Adenosine - - 2 8
1-[4-(dimethylamino) phenyl]-4-phenyldihydro-2,6(1H,3H)-pyridinedione - - 5 3000
Ethyl 4-[(6-methyl-3-pyridazinyl)oxy]benzoate + - 4 600
Prolylleucine - - 5 3000
Kaempferol - - 5 3919
©2023 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University heeps://journal.ipb.ac.id/index.php/jvetbiomed
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Tabel 4. Analisis prediksi toksisitas (lanjutan)

Toksisitas Oral
Nama H K LD,
Kelas (mg/kg)
6-Amino-3-methyl-4-phenyl-1,4-dihydropyrano[2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile + 4 800
5-((2-methylallyl)oxy)-2-phenylbenzofuran-3-carboxylate + 3 138
17a-Hydroxyprogesterone + 4 1860
Bis(4-ethylbenzylidene)sorbitol - 5 4000
Citrinin - 3 105
Nobiletin - 5 5000
6-Hydroxyflavone + 5 4000

Keterangan : H: Hepatotoksisitas; K: Karsinogenitas; I: Imunotoksisitas; (-): inaktif; (+): akeif;
: tidak memenuhi syarat toksisitas

Tabel 5. Hasil penambatan ligan uji

Jarak Ikatan Asam Amino

BSS

Nama ( A)

Hidrogen Hidrofobik (%)

Asn450

His447

Glu623

Gly620

Cefotaxime (ligan alami) Lys618
1,80 Sei392

Ser429

Ser448

Thr621

Pro660

100

5-[({(2R,4S,5R)-5-[1-Methyl-3-(2-thienyl)-1H-pyrazol-5-yl]-1- Thr621
azabicyclo[2.2.2]oct-2-yl}methyl)amino]-5-oxopentanoic acid Leu663

Pro660,
Pro661

20

223 Seis98

Ser448
Curcumin Thr603
Thr621
Tyr636

30

3-[2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-7-methoxy- 1-benzofuran-5-yl]-3- 2,83 %
hydroxypropyl hexopyranoside "I:t:lrr 619

Thr603
Pro660

30

1.66 5eE98

2,49
2-(1,3-Benzodioxol-5-y1)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole Ser448
Lys618
Gly620

Ser429

40

1-[4-(dimethylamino)phenyl]-4-phenyldihydro-2,6(1H,3H)- %146402

pyridinedione Thr621

Pro660

30

Asn450
His447
2,24 Sei892
Ser448
Thr619
Thr621

Prolylleucine

50

Thr603
Kaempferol Thr621
Tyr636

10

©2023 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University
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Tabel 5. Hasil penambatan ligan uji (lanjutan)

Jarak Ikatan Asam Amino BSS
Nama
A) Hidrogen Hidrofobik (%)
Gly620
Bis(4-ethylbenzylidene)sorbitol 2,22 Sei892 Pro660 40
Thr621
Gly620
Nobiletin Ser634 - 20
Thr621
Keterangan :  : ikatan sesuai ligan alami; [ : sisi akif reseptor

Visualisasi antara ligan alami ceforaxime dan
ligan uji Prolylleucine dengan dengan sisi aktif
reseptor ditunjukkan pada gambar 2 dan 3. Ligan
uji Prolylleucine menunjukkan persen BSS tertinggi

yaitu 50% dibandingkan ligan uji lainnya, dari total
6 ikatan yang terjadi, 5 diantaranya tertambat pada
ikatan hidrogen yang sama dengan ceforaxime yaitu
Asn450, His447, Ser392, Ser448, dan Thr621.

A:660 LYs
A618
1
[
THR v f5ER
pHm e A:621 . AB92
A . »
\ ~ |
Lol N N *
o AR/
GLU. o o / \/\ *
A623 ) " p; o
), ; ) -
AN S U <A %
- T N
s [T Wy ] -
w oIl 2ore g SER
410 B P A:448
o
e T
A ‘SER
A:450 A:d29 iy
Interactions
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Gambar 2 Visualisasi ikatan ceforaxime dan reseptor; (A) 2D; (B) 3D
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Gambar 3 Visualisasi ikatan prolylleucine dan reseptor; (A) 2D; (B) 3D
Keterangan: [l = sisi katalitik; ]}l ll = Zigan uji Bl = asam amino

©2023 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University https://journal.ipb.ac.id/index.php/jvetbiomed

98


https://skhb.ipb.ac.id/
https://ipb.ac.id/
https://journal.ipb.ac.id/index.php/jvetbiomed
https://doi.org/10.29244/jvetbiomed.1.2.92-102.

Anidya er al., © 10.29244/jvetbiomed.1.2.92-102

4. Pembahasan

Ukuran gridbox terbaik yang akan digunakan
pada ligan uji dan ligan pembanding mengacu pada
nilai binding energy paling negatif dan RMSD < 2 A
1%, Ukuran gridbox ini nantinya akan menjadi area
bagi ligan uji serta ligan pembanding dalam proses
penambatan molekular ', Penambatan ulang ligan
alami cefotaxime dilakukan pada reseptor target
strukeur kristal Penicillin-Binding Protein 3 (PBP3)
pada bakteri MRSA dengan parameter nilai RMSD
terbaik. Nilai RMSD menggambarkan besarnya
penyimpangan pose akibat perubahan interaksi
antara ligan alami dengan reseptor setelah dilakukan
penambatan ulang, semakin kecil nilai RMSD
yang dihasilkan maka semakin minim perubahan
pose yang terjadi "'?. Hal ini menunjukkan bahwa
penambatan ulang pada ukuran gridbox memiliki
pose yang paling mendekati ligan alami serta
memiliki nilai binding energy terbaik, schingga
ukuran tersebut akan digunakan dalam proses
penambatan ligan uji dan ligan pembanding.

Penapisan virtual atau virtual  screening
merupakan metode komputasional yang berfungsi
mengidentifikasi senyawa aktif dalam bahan alami
dengan potensi ikatan terbaik terhadap protein
target yang umum dilakukan dalam pengembangan
obat—obatan mengingat suatu bahan alami yang
memiliki puluhan hingga ratusan senyawa akeif %
Ligan uji yang digunakan yakni diatas -7,38 kkal/
mol dan 389.391,25 untuk dianalisa kekuatan
ikatan yang (Tabel 2). Semakin negatif nilai yang
dihasilkan, semakin kuat ikatan yang terjadi s,
Konstanta disosiasi menggambarkan interaksi ligan
terhadap suatu makromolekul dengan nilai yang
semakin kecil maka ligan uji akan semakin mudah

. . 1
untuk berinteraksi dengan reseptor "%,

Berdasarkan uji Lipinski yang telah dilakukan
terdapat 4 senyawa yang melanggar lebih dari 2
aturan Lipinski sehingga senyawa tersebut tidak
direckomendasikan untuk digunakan (Tabel 3).
Ligan uji dengan bobot lebih dari 500 g/mol akan
sulit untuk berdifusi menembus membran sel.
Ketika nilai logP terlalu negatif, maka senyawa
akan sulit untuk melewati membran lipid bilayer
sedangkan nilai yang melebihi 5 akan cenderung
meningkatkan toksisitas senyawa. lkatan hidrogen
akseptor > 5 serta donor > 10 akan menyebabkan
semakin tingginya energi yang diperlukan dalam
proses absorbsi sehingga ketiga ligan uji tersebut
tidak ideal untuk digunakan lebih lanjuc 7.
Nilai refraktivitas molar merupakan nilai total
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polarisabilitas yang mempengaruhi
aktivitas metabolisme senyawa agar dapat
diekskresikan dari tubuh. Ketika nilai refraktivitas
berada di bawah 40-130, maka terdapat
kemungkinan tingginya toksisitas senyawa karena
dapat menembus masuk ke dalam sel dan menyerang
basa DNA "*. Senyawa ligan uji D-Raffinose, a,
a-Trehalose, D-(+)-Maltose, dan a-Lactose melanggar
3 hingga 4 aturan Lipinski schingga ke-empat
senyawa tersebut tidak dapat diabsorpsi dengan
baik di dalam tubuh.

senyawa

Hepatotoksisitas merupakan parameter uji
toksisitas pada organ hati yang sering digunakan
untuk mengobservasi efek xenobiotik seperti
pada penelitian dan pengembangan obat—obatan
"9, Terdapat 4 ligan uji yang tercatat memiliki
aktifitas  hepatotoksik pada tubuh berdasarkan
prediksi toksisitas. Sebanyak 5 ligan uji diprediksi
memiliki aktifitas karsinogenitas terhadap tubuh.
Karsinogen merupakan zat yang dapat menginduksi
atau meningkatkan insidensi terbentuknya kanker
maupun tumor baik jinak maupun ganas .
Toksisitas akut merupakan uji toksisitas sistemik
yang mengevaluasi efek samping yang terjadi pada
organisme dalam waktu 24 jam melalui rute oral,
dermal, ataupun inhalasi. Uji ini dilakukan untuk
mengetahui efek buruk yang mungkin terjadi
sehingga hasil uji ini digunakan untuk mengetahui
dosis yang tepat digunakan jangka panjang. LDs,
dapat diklasifikasikan menjadi kelas 1 (amat sangat
toksik), kelas 2 (sangat toksik), kelas 3 (toksik),
kelas 4 (sedikit toksik), kelas 5 (non—toksik), dan
kelas 6 aman) . Cefotaxime yang merupakan ligan
alami sekaligus antibiotik golongan beta—laktam
memiliki LDsy yang baik yaitu 20.000 mg/kg.
Senyawa aktif yang dapat lolos menjadi kandidat
obat harus berada pada kelas 4 dan 5 yang memiliki
sifat sedikit toksik serta non—toksik. 4 ligan uji yang
tidak lolos uji toksisitas akut yaitu adenosin yang
berada di kelas 2 serta triamterene, 5-((2-methylallyl)
oxy)-2-phenylbenzofuran-3-carboxylate, dan citrinin
yang berada pada kelas 3. Sehingga total hanya 9

ligan uji yang memenubhi syarat keamanan senyawa

aktif (Tabel 4) *2.

Analisa BSS dilakukan untuk mengamati
ketepatan interaksi ligan uji dengan ligan alami.
Persentase BSS dapat menjadi gambaran efisiensi
ligan uji sebagai inhibitor dengan mengacu pada
daerah penambatan pada ceforaxime (2310241251
Prolylleucine merupakan ligan uji dengan BSS

tertinggi yang berinteraksi pada total 6 asam amino

yang yakni Asn450, His447, Ser392, Ser448,
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Thr619, dan Thr621 dengan 5 interaksi asam amino
yang sama dengan cefotaxime. 2-(1,3-Benzodioxol-5-
yb)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole dan Bis(4-
ethylbenzgylidene) sorbitol merupakan 2 ligan uji
dengan persen BSS tertinggi ke—2 yaitu 40%. Ligan
uji 2-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4, 5,6, 7-tetramethyl-1 H-
benzimidazole memiliki total 5 interaksi asam amino
pada Ser392, Ser448, Lys618, Gly620, dan Ser429
dengan 4 interaksi asam amino yang sama dengan
cefotaxime. Bis(4-ethylbenzylidene) sorbitol memiliki
total 4 interaksi asam amino yakni Gly620, Ser392,
Thr621, dan Pro660 dengan seluruh interaksi yang
terjadi memiliki kesamaan dengan ceforaxime.

Cefotaxime sebagai ligan alami tertambat pada
total 10 ikatan asam amino meliputi Asn450, His447,
Glu623, Gly620, Lys618, Ser392, Ser429, Ser448,
dan Thr621 yang merupakan ikatan hidrogen serta
Pro660 yang merupakan ikatan hidrofobik. Pada
Glu623 dan Lys618 terjadi pembentukan jembatan
garam yang juga termasuk kedalam ikatan hidrogen
yang berfungsi dalam menjaga kestabilan interaksi
asam amino dan protein ““*”. PBP3 memiliki
situs katalitik berupa Ser392 yang merupakan
sisi penting dalam proses perusakan dinding sel
bakreri ", Ketiga ligan uji yang berikatan ada
sisi katalitik reseptor memiliki jarak < 2,5 A yang
menandakan terjadinya interaksi kuat terhadap
reseptor °*, Ligan uji Bis(4-ethylbenzylidene) sorbitol
menunjukkan adanya ikatan hidrofobik yang sama
dengan ligan alami yaitu Pro660. Ikatan hidrofobik
berfungsi untuk mempertahankan konformasi
pada ikatan ligan dan reseptor, dengan adanya
kedua ikatan tersebut maka interaksi yang terjadi
dapat dikatakan cukup kuat P, Hasil visualisasi
menunjukkan adanya ikatan wnfavorable donor
pada cefotaxime dan ligan uji 2-(1,3-Benzodioxol-5-
yl)-4,5,6,7-tetramethyl-1H-benzimidazole terhadap
Ser392 sebanyak masing-masing 2 dan 1 kali
yang menandakan interaksi serta penambatan
kurang baik antara reseptor dan ligan. Tetapi jika
interaksi tersebut hanya terjadi sebanyak 1 atau 2
kali maka interaksi masih dikatakan baik ®*. Ligan
uji prolylleucine dan Bis(4-ethylbenzylidene) sorbitol
tidak menunjukkan adanya ikatan wunfavorable
donor terhadap reseptor.

Jintan hitam sejak lama dikenal memiliki
aktivitas antibakteri yang baik. Penelitain terdahulu
juga melaporkan hasil pengujian in vizro dan in
vivo sifat antibakteri ekstrak metanol jintan hitam
terhadap mastitis sapi pada tahun 2010 hingga
2011. Sapi diinjeksi pada bagian ambingnya,
serta untuk uji iz vitro sampel bakteri dikoleksi
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dari ambing terinfeksi. Hasilnya menunjukkan
aktivitas antibakteri yang baik terhadap bakteri .
Penelitian lain yang menggunakan minyak jintan
hitam dengan hasil yang menunjukkan tingginya
sensitivitas bakteri MRSA terhadap minyak jintan
hitam P%.  Penelitian terdahulu juga melaporkan
pengujian in vitro ekstrak jintan hitam yang
disuplementasikan pada kelinci yang diinduksi oleh
bakteri MRSA menunjukkan aktivitas bakterisidal

terhadap bakeeri 7.

5. Kesimpulan

Sebanyak 10 senyawa aktif dari total 89
senyawa hasil skrining dengan menggunakan
instrumen LC-MS  menunjukkan  aktivitas
antibakteri terhadap MRSA yang jauh lebih baik
dibandingkan ceforaxime secara in silico serta lolos
dalam aturan Lipinski dan prediksi toksisitas.
Berdasarkan interaksi asam amino dan reseptornya,
3 ligan uji  (2-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4,5,6,7-
tetramethyl-1H-benzimidazole,  prolylleucine, dan
Bis(4-ethylbenzylidene) sorbitol menjadi kandidat

senyawa aktif antibakteri terbaik.
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