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ABSTRAK. Alzheimer adalah salah satu penyakit neurodegeneratif kronis dan menjadi penyakit yang 

sering dialami oleh orang lanjut usia. Perubahan yang terjadi dari penyakit Alzheimer, yakni penurunan 

fungsi kognitif, memori, dan perubahan perilaku secara permanen. Senyawa aktif pada daun sirih merah 

memiliki kesamaan kandungan dengan daun sirih hijau untuk menghambat butirilkolinesterase (BChE). 

Butirilkolinesterase adalah salah satu enzim yang berperan dalam penanganan penyakit Alzheimer 

dikaitkan dengan terbentuknya Alzheimer, yakni hipotesis kolinergik. Penelitian dilakukan menguji 

daya inhibisi senyawa aktif yang terkandung dalam daun sirih merah terhadap aktivitas 
butirilkolinesterase melalui pendekatan simulasi penambatan molekuler. Penelitian menggunakan dua 

metode, yakni penggabungan penapisan virtual dan penambatan molekuler sebagai tahapan awal 

pengembangan daun sirih merah terhadap aktivitas penghambatan butirilkolinesterase. Hasil dalam 

penelitian diperoleh, daya inhibisi terbaik ditemukan pada 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane sebesar 

0,4888 µM dan energi bebas pengikatan sebesar -8,6 kkal∙mol-1. Residu yang berperan dalam 

menghambat butirilkolinesterase, yakni pada pengikatan substrat oleh ligan uji, yakni Tyr-332 dan Trp-

82. Hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai sumber referensi dalam menemukan alternatif 

pengobatan penyakit Alzheimer.  
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ABSTRACT. Molecular Docking of the Active Compound of Red Betel (Piper crocatum) on 

Butyrylcholinesterase as an Antialzheimer's Candidate. Alzheimer's is a chronic neurodegenerative 

disease often experienced by the elderly. Changes that occur from Alzheimer's disease such as permanent 

decline in cognitive function, memory, and behavioral changes. The active compounds in red betel 

leaves have similar contents with green betel leaves to inhibit butyrylcholinesterase (BChE). 

Butyrylcholinesterase is an enzyme that may play an important role in the treatment of Alzheimer's 

disease associated with the formation of Alzheimer's, the cholinergic hypothesis. The study tested the 
inhibition power of the active compounds contained in red betel leaves against the activity of 

butyrylcholinesterase through a molecular docking simulation approach. The method in the study used 

the merger of virtual screening and molecular docking as the initial stage for the development of red 

betel leaves against the inhibitory activity of butyrylcholinesterase. The result in the study found the best 

inhibitiron power was found at 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane of 0.4888 µM and binding free energy 

of -8.6 kkal∙mol-1. The residues that play a role in the inhibition of butyrylcholinesterase on substrate 

binding by test ligands were Tyr-332 and Trp-82. The research result can be used as a reference in 

finding alternative treatments for Alzheimer's disease.  

  

PENDAHULUAN  

Penyakit Alzheimer (Alzheimer’s disease/AD) adalah penyakit yang diakibatkan adanya neurodegeneratif 

kronis. Alzheimer ditandai dengan gejala paling umum dari demensia. Penderita Alzheimer secara klinis ditandai 

dengan adanya penurunan memori dan gangguan fungsi kognitif lainnya secara progresif sehingga menyebabkan 

kemampuan dalam melakukan kegiatan sehari-hari hilang secara permanen (Macdonald et al., 2017; Halova et al., 

2018; Jasiecki and Wasag, 2019). Menurut WHO (2020), di seluruh dunia terdapat sebanyak 50 juta orang hidup 

dengan demensia. Penyakit Alzheimer, yang merupakan bentuk paling umum dari demensia berkontribusi 

sebanyak 60 ‒ 70% kasus. Jumlah penyakit ini diprediksi akan meningkat pada tahun 2030 sebanyak 82 juta orang 

dan pada tahun 2050 menjadi 152 juta orang. Menurut Kemenkes (2016), jumlah penderita Alzheimer di Indonesia 

pada tahun 2013 diperkirakan sebanyak 1 juta. Jumlah tersebut diestimasikan meningkat pada tahun 2030 

sebanyak dua kali lipat dari pada jumlah sebelumnya, bahkan pada tahun 2050 diperkirakan sebanyak 4 juta. Hal 
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tersebut menjadikan penyakit Alzheimer sebagai masalah yang serius bagi masyarakat dan pusat perhatian peneliti 

(Dalai et al., 2013).  

Salah satu mekanisme molekuler terjadinya penyakit Alzheimer adalah melalui keberadaan enzim 

butirilkolinesterase (BChE) yang berhubungan dengan sistem kolinergik. Sistem kolinergik merupakan sistem 

yang mengatur jalannya regulasi asetilkolin (ACh). Penghambatan enzim BChE pada sistem kolinergik dapat 

mencegah dan memperbaiki kondisi penyakit Alzheimer (Kumar et al., 2018). BChE adalah enzim yang berperan 

menghidrolisis asetilkolin (ACh) menjadi kolin dan asam asetat, selain itu enzim BChE juga berperan mengakhiri 

penerusan sinyal syaraf dari neurotransmiter ACh. ACh adalah neurotransmiter yang berperan penting 

menghantarkan sinyal-sinyal memori di otak. Adanya berbagai hambatan pada sistem kolinergik serta rendahnya 

kadar asetilkolin menjadi penyebab penurunan fungsi daya ingat dan kognitif pada penderita Alzheimer (Colovic 

et al., 2013; Kumar et al., 2018). 

Terapi yang telah dikembangkan untuk menangani penyakit Alzheimer saat ini adalah melalui penghambatan 

enzim kolinesterase, salah satunya menggunakan enzim asetilkolinesterase (AChE). Namun, pada saat kondisi 

penyakit Alzheimer terjadi, aktivitas kadar enzim AChE menurun. Sementara itu, enzim selain AChE, yaitu BChE, 

memiliki aktivitas kadar yang meningkat atau bahkan tetap, sehingga hal tersebut mengakibatkan enzim BChE 

dapat menggantikan peran dari enzim AChE. Selain enzim AChE, Enzim BChE merupakan bagian dari enzim 

kolinesterase yang berperan sebagai pendukung setelah peran AChE (Masson et al., 2009; Tsuno, 2009; Kumar et 

al., 2018). Enzim BChE berdampak secara signifikan dalam perantaraan kolinergik pada penderita Alzheimer. 

Obat sintetik yang sudah disepakati oleh lembaga Food and Drug Administration (FDA) dan sangat selektif 

terhadap penghambatan enzim BChE adalah Tacrine (Tsuno, 2009; Agatonovic-Kustrin et al., 2018). Meskipun 

obat sintetik memiliki kemanjuran yang tinggi dalam pengobatan penyakit Alzheimer, dosis yang tidak spesifik 

dapat menyebabkan efek samping yang berbahaya bagi tubuh hingga berpotensi sebagai hepatotoksik (Khoury et 

al., 2015; Yang et al., 2019).  

Oleh karena itu, pemanfaatan senyawa dari bahan alam menjadi pilihan untuk terapi penyakit Alzheimer 

dengan efek samping yang rendah. Berdasarkan penelitian secara in vitro Dalai et al. (2013) menunjukkan senyawa 

aktif yang terkandung dalam daun sirih hijau, yaitu Hydroxychavicol (HCH) mampu menghambat enzim AChE 

dan enzim BChE sebagai agen terapi penyakit Alzheimer, dengan standar yang digunakan berupa Galanthamine. 

Serta menurut penelitian secara in vivo Darvesh (2016) menunjukkan bahwa BChE diketahui terlibat dalam 

akumulasi plak -amiloid yang merupakan salah satu patologis utama penyakit Alzheimer.  

Adanya kesamaan kandungan yang terdapat di dalam daun sirih hijau dengan daun sirih merah, yaitu 

Hydroxychavicol (HCH) yang merupakan salah satu komponen aktif khas yang dijumpai pada kedua tanaman 

tersebut dan termasuk ke dalam golongan minyak atsiri (Fadlilah, 2015; Almasyhuri and Sundari, 2019; 

Fatmawaty et al., 2019). Adanya keterkaitan kesamaan kandungan yang terdapat di dalam daun sirih merah yang 

juga mampu menghambat BChE sebagai agen terapi penyakit Alzheimer. Namun, belum ada penelitian yang 

menunjukkan senyawa aktif yang terkandung dalam daun sirih merah mampu menghambat enzim BChE melalui 

simulasi penambatan molekuler. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan memprediksi potensi senyawa aktif yang 

terkandung di dalam daun sirih merah sebagai kandidat antialzheimer melalui mekanisme penghambatan BChE 

dengan menggunakan penggabungan dua metode, yaitu penapisan virtual dan penambatan molekuler secara in 

silico.  

 

METODE PENELITIAN 

Alat- alat yang dibutuhkan pada penelitian yakni Notebook dengan spesifikasi prosesor Intel Celeron CPU 

N2840 2,16GHz, Windows 8, dan RAM 4GB yang dilengkapi dengan software seperti MarvinView, Discovery 

Studio 2016, AutoDockTools, PyRx-Virtual Screening Tool, LigPlot+ v.2.2.4, dan PyMOL v.1.7.4.5. Bahan- bahan 

yang dibutuhkan pada penelitian yakni struktur tiga dimensi reseptor, yaitu enzim BChE kode PDB 6ESY (ekstensi 

*.PDB), struktur tiga dimensi ligan pembanding, yaitu Tacrine (ekstensi *.SDF), dan struktur tiga dimensi ligan 

uji yang berasal dari senyawa aktif yang terkandung dalam daun sirih merah sesuai Tabel 1 yang diperoleh dari 

literatur berupa skripsi dan jurnal tahun 2010 hingga 2022 menggunakan kata kunci seperti active compound red 

betle, Piper crocatum atau dengan nama senyawa aktif sirih merah. Prosedur percobaan yang digunakan pada 

penelitian ini dimulai dari preparasi struktur ligan, preparasi struktur reseptor, validasi area penambatan (gridbox), 

penapisan virtual, prediksi farmakokinetik dan toksisitas, penambatan molekuler, dan diakhiri dengan visualisasi 

dua dimensi penambatan molekuler ligan terhadap BChE (analisis hasil). Berikut adalah uraian dari masing-

masing prosedur percobaan. 



Putri et al., ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, Vol. 19(1) 2023, 68-85  

 

70 
Copyright © 2023, ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, ISSN 1412-4092, e ISSN 2443-4183  

Tabel 1. Daftar senyawa-senyawa aktif pada daun sirih merah (Piper crocatum).  

Nama Molekul Sumber Compound CID 

Methyleugenol  

 

 

 

Ramadani (2018) 

7127 

Protocatechuic acid 72 

Arginine hydrochloride 6322 

4-methoxyindole 138363 

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-ethoxy-7-methoxy-1-

naphthol 

1511955 

1-(1,4-dithian-2-ylmethyl)-3-(3-

methoxypropyl)thiourea 

1165102 

Leucylleucinamide hydrochloride 4162211 

1h-pyrazole-1-carboxamidine hydrochloride 2734673 

Hydroxychavicol  

 

 

 

Fadlilah (2015) 

70775 

Chavicol 68148 

Chavibetol 596375 

Allylpyrocatechol 292101 

Carvacrol 10364 

Eugenol 3314 

P-cymene 7463 

Cineole 2758 

Caryophyllene 5281515 

Beta-phellandrene  

 

 

 

Parfati and Windono 

(2016) 

11142 

Gamma-terpinene 7461 

Terpinolene 11463 

Copaene 19725 

Alpha-caryophyllene 5281520 

Alpha-terpinene 7462 

Beta terpineol 8748 

Quercetin 5280343 

Flemiphilippinin a  

 

Septiani (2017) 

1007422 

Isocaviunin 7-o-gentiobioside 4425737 

(2e, 5e)-2,5-bis(2,4,5-trimethoxybenzylidene) 

cyclopentanone 

6372604 

2-ethoxyethyl {[3-(4-tert-butylphenoxy)-4-oxo-4h-

chromen-7-yl]oxy}acetate 

1562226 

Anthocyanidins  

 

 

 

Lister et al. (2014) 

145858 

Gamma-curcumene 1230427 

Estragole 8815 

2,4-dihydroxy-allylbenzene 7020923 

Ar-curcumene 92139 

Sesquisabinene hydrorate 2005553 

Aurone 6537099 

Catechin 9064 

Chalcone 637760 

Alpha-thujene  

 

 

Suri et al. (2021) 

17868 

Alpha-pinene 6654 

Sabinene 18818 

Germacrene d 5317570 

Alpha-selinene 1085661 

Safrole 5144 
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Tabel 1. Daftar senyawa-senyawa aktif …. (lanjutan) 

Nama Molekul Sumber Compound CID 

Sofalcone  

 

 

 

 

 

 

Safithri et al. (2016) 

5282219 

Methyl 3-(4-hydroxy-2-oxo-2h-chromen-3-yl)-3-(4-

((octyloxy)phenyl)propanoate 

9163686 

Oprea1_127864 3754322 

1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane 6850126 

5-amino-2-[[6-(3-carbamoyl-4-cyanopheny)-2-[3-

(diaminomethylideneamino)phenoxy]-5-nitropyrimidin-

4-yl]amino]-5-oxopentanoic acid 

22103275 

Isobenzofuran-4,7-dione 1220914 

Guanidine tartrate 875 

N-(decanoyl)piperidine 4130169 

Urapidil 5639 

6-amino-2-(3-aminopropylamino)-9-

(cyclohexylmehtyl)-2,3,4,5,6,7-hexahydro-1h-purin-8-

one 

1529773304 

3-(3,4-dimethoxyphenyl)propionic acid  

Wedaswari (2018) 

75019 

Schisandrin b 108130 

Ethyl l-serinate hydrochloride 2724186 

Naphthalene  

Setiawan et al. (2019) 

931 

Phenol 996 

Trans-sabinene hydrate 12315151 

 

Preparasi Struktur Ligan (Modifikasi) 

 Preparasi struktur ligan dilakukan dengan metode merujuk laporan Pratama, 2015; Hasanah, 2017 dengan 

modifikasi. Sejumlah 60 ligan uji yang berasal dari senyawa aktif sirih merah (Piper crocatum) dan ligan 

pembanding, yaitu Tacrine diunduh melalui basis data PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) yang 

merupakan struktur tiga dimensi. Berikutnya struktur ligan disimpan (ekstensi *.PDB) menggunakan program 

MarvinView. Struktur ligan kembali dibuka menggunakan program Discovery Studio 2016 untuk dilakukan 

preparasi dengan cara ditambah ion hidrogen. Berikutnya dilakukan optimasi pada ligan melalui program 

AutoDockTools, kemudian diatur jumlah ikatan torsi. 

 

Preparasi Struktur Reseptor (Modifikasi) 

Preparasi Struktur Reseptor dilakukan dengan metode merujuk laporan Fikrika et al., 2016 dengan 

modifikasi. Reseptor yang digunakan pada penelitian ini merupakan enzim BChE yang memiliki kode PDB 6ESY 

diunduh yang merupakan struktur tiga dimensi. Struktur reseptor diperoleh dari basis data RCSB PDB 

(https://www.rcsb.org/) (Berman et al., 2000). Proses yang dilakukan pada preparasi reseptor, yaitu pertama, 

membuka program Discovery Studio 2016 untuk dilakukan preparasi dengan cara dihilangkan air, molekul-

molekul, ligan yang tertambat pada reseptor, dan ion yang berada pada reseptor. Reseptor pada penelitian ini 

memiliki sejumlah dua rantai yang bersifat homodimer, yaitu rantai A dan rantai B. Rantai yang digunakan pada 

penelitian adalah rantai B. Berikutnya rantai A dihapus, dan kemudian ligan alami yang tertambat pada reseptor 

merupakan Thioflavin T  yang juga berada pada masing-masing rantai baik di rantai A dan di rantai B. Ligan alami 

yang digunakan pada penelitian adalah ligan alami Thioflavin T (TFX612) yang berada pada rantai B, maka 

berikutnya ligan alami yang lain dihapus. Kedua struktur diletakkan di lembar kerja secara terpisah, untuk reseptor 

dan ligan alami dilakukan preparasi struktur ligan yang sama seperti pada tahap sebelumnya. Berikutnya dilakukan 

optimasi pada kedua struktur melalui program AutoDockTools, pertama untuk reseptor dilakukan penambahan ion 

hidrogen, ion nonhidrogen, dan perhitungan muatan Gasteiger. 

 

Validasi Area Penambatan (gridbox) (Modifikasi).  

Validasi Area Penambatan (gridbox) dilakukan dengan metode merujuk laporan Anitha et al., 2013; Perdana, 

2018; Sari et al., 2020 dengan modifikasi. Pada tahap validasi area penambatan (gridbox), proses pencarian 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/
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validasi tersebut menggunakan teknik secara oriented docking melalui program AutoDockTools. Zona gridbox 

yang diperoleh yakni size x 8, size y 12, dan size z 6, dan center x 14,806, center y -15,134, center z -72,234 serta 

spacing sebesar 1,000 Å. File-file yang dibutuhkan dalam simulasi penambatan molekuler, yaitu file vina, file conf, 

file reseptor, dan file ligan alami. Diarahkan simulasi penambatan molekuler melalui program Command Prompt 

(CMD) dengan perintah sebagai berikut “C:\vina>vina.exe –config conf.txt –log log.txt”. Diperoleh file log dan  

file output. 

 Berikutnya dilakukan split pada program CMD, dengan cara diteruskan kembali dengan perintah sebagai 

berikut “C:\vina>vina_split.exe –input output.pdbqt”. Proses ini ditujukan untuk memperoleh secara cepat pose 

ligan alami hasil validasi secara terpisah dalam bentuk output. Sementara selain output yang dihasilkan juga 

terdapat file log yang merupakan file yang berisi sejumlah energi bebas pengikatan ligan alami hasil validasi dan 

RMSD. File ligan dibuka menggunakan program Discovery Studio 2016 untuk dilihat hasil RMSD ligan yang 

memiliki kemipiran dengan pose ligan alami aslinya. Hasil validasi yang diperoleh. Hasil RMSD dapat diterima 

apabila memiliki RMSD sebesar ≤2,0 Å.  

 

Penapisan Virtual (Modifikasi) 

Penapisan Virtual dilakukan dengan metode merujuk laporan Dallakyan and Olson, 2015; Sahoo et al., 2016 

dengan modifikasi. Sejumlah 60 ligan uji, satu ligan pembanding, dan satu ligan alami yang telah dipreparasi 

sebelumnya menggunakan program AutoDockTools dimasukkan pada program PyRx-Virtual Screening Tools. 

Kemudian, koordinat yang sudah sesuai dengan pencarian validasi area penambatan (gridbox) diatur pada: center 

x 14,806; center y -15,134; serta center z -72,234; dan spacing telah terotomatis 1,000 Å. Diperoleh file yang berisi 

energi bebas pengikatan dan RMSD dari masing-masing ligan. Ligan uji dinyatakan lolos pada tahap penapisan 

virtual apabila memiliki nilai energi bebas pengikatan ≥-6,9 kkal∙mol-1. 

 

Prediksi Farmakokinetik dan Toksisitas (Modifikasi) 

Prediksi Farmakokinetik dan Toksisitas dilakukan dengan metode merujuk laporan Ochieng et al., 2017; 

Yusriani, 2019; Farhan, 2019 dengan modifikasi. Sejumlah ligan yang telah dinyatakan lolos pada tahap penapisan 

virtual, satu ligan pembanding, dan satu ligan alami, berikutnya dilakukan dengan pencarian struktur canonical 

SMILES ligan dengan cara membuka basis data Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Berikutnya, 

struktur canonical SMILES ligan disalin dan kemudian ditempel melalui basis data SWISSADME 

(http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017) untuk menjalankan analisis prediksi farmakokinetik. Parameter 

dalam analisis tersebut adalah bobot molekul, hidrogen akseptor, hidorgen donor, MLogP, dan refraktivitas molar. 

Berikutnya, struktur canonical SMILES diakses pada basis data ADMETSAR 

(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1) (Cheng et al., 2012) untuk menjalankan analisis prediksi toksisitas. 

Parameter dalam analisis tersebut adalah inhibisi Human ether-a-go-go-Related Gen (hERG), karsinogenitas, dan 

toksisitas oral akut. 

 

Penambatan Molekuler (Modifikasi) 

Penambatan Molekuler dilakukan dengan metode merujuk laporan Rachmania et al., 2016; Jeniossa, 2018 

dengan modifikasi. Ligan uji, ligan pembanding, dan ligan alami yang telah dipreparasi sebelumnya menggunakan 

program AutoDockTools kemudian dilanjutkan dengan proses penambatan molekuler. File-file yang dibutuhkan 

untuk melakukan penambatan molekuler, yaitu file conf, file reseptor, file ligan uji yang telah dinyatakan lolos 

pada tahap penapisan virtual, dan file vina. Tahap selanjutnya adalah simulasi penambatan molekuler pada 

program CMD menggunakan perintah yang sama seperti pada tahap validasi area penambatan (gridbox). File yang 

diperoleh pada penambatan molekuler ini, yaitu file log dan file output. Kemudian, masing-masing ligan uji yang 

digunakan ialah pose ligan uji yang memiliki nilai energi bebas pengikatan terendah. Ligan dan reseptor di buka 

melalui program Discovery Studio 2016 pada lembar kerja yang terpisah. Pada lembar kerja yang berisi ligan lalu 

disalin, kemudian ditempel pada lembar kerja yang berisi reseptor. Berikutnya ligan ditarik menuju bagian reseptor 

sehingga ligan tersebut telah menyatu dengan reseptor. 

 

Analisis Hasil (Modifikasi)  

Analisis Hasil dilakukan dengan metode merujuk laporan Ibrohim et al., 2015 dengan modifikasi. Hasil 

penambatan molekuler menggunakan program AutoDockTools dianalisis visualisasi ligan terhadap reseptor 

(enzim BChE) secara dua dimensi menggunakan program LigPlot+ v.2.2.4. Analisis yang diperoleh dari interaksi 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.swissadme.ch/
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1
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molekul, yaitu ikatan hidrogen hidrogen yang diilustrasikan dengan garis putus-putus dan interaksi hidrofobik 

yang diilustrasikan dengan arc. Berikutnya, ligan dan reseptor dilakukan analisis dengan visualisasi secara tiga 

dimensi menggunakan program PyMOL v.1.7.4.5. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Preparasi Struktur Ligan dan Reseptor 

Sejumlah 60 ligan uji dan satu ligan pembanding yang digunakan merupakan struktur tiga dimensi yang 

diperoleh dari basis data PubChem. Preparasi dan optimasi struktur seluruh ligan menggunakan program Discovery 

Studio 2016 dan AutoDockTools. Seluruh ligan dipreparasi menggunakan program Discovery Studio 2016 dengan 

cara menambah ion hidrogen dan dioptimasi menggunakan program AutoDockTools dengan cara menghitung 

jumlah ikatan torsi. Berikutnya, seluruh ligan yang telah dipreparasi dan dioptimasi dapat disimpan (ekstensi 

*.PDBQT (Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)). Preparasi pada seluruh ligan bertujuan 

untuk menghitung energi interaksi antara ligan dengan reseptor sehingga dapat menghasilkan fleksibilitas suatu 

ligan dengan menambah jumlah ikatan yang dapat diputar oleh suatu ligan (Meng et al., 2011). 

Reseptor pada penelitian merupakan enzim butirilkolinesterase (BChE) dengan kode PDB (Protein Data 

Bank) 6ESY. Kode PDB 6ESY diperoleh dari basis data Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 

Protein Data Bank (RCSB PDB) yang diunduh (ekstensi *.PDB) dan merupakan struktur tiga dimensi. Kode 

tersebut memiliki nama lengkap, yaitu human butyrylcholinesterase in complex with Thioflavin T. Molekul yang 

ikut tertambat pada reseptor, yaitu Thioflavin T, sebagai ligan alami pada reseptor yang akan digunakan dalam 

proses validasi area penambatan (gridbox) untuk penapisan virtual dan penambatan molekuler. Adapun resolusi 

yang dimiliki oleh reseptor pada penelitian ialah sebesar 2,8 Å. Reseptor dan ligan alami yang digunakan pada 

penelitian yaitu rantai B dan ligan alami Thioflavin T 612 yang berada pada rantai B. Preparasi dan optimasi 

struktur reseptor menggunakan program Discovery Studio 2016 dan AutoDockTools. Proses preparasi pada 

reseptor dengan cara menghilangkan molekul air, ion-ion, serta molekul-molekul yang tertambat pada reseptor 

yang tidak diperlukan dalam proses penambatan molekuler. Optimasi pada struktur reseptor dilakukan dengan cara 

menambah ion polar, ion nonpolar, dan menghitung jumlah muatan Gasteiger. Penyesuaian jumlah muatan 

Gasteiger bertujuan untuk memperoleh dan memperkirakan hasil dari perhitungan di antara interaksi ligan dengan 

reseptor secara tepat (Novriadi et al., 2020). Sementara itu, untuk ligan alami dilakukan preparasi dan dioptimasi 

dengan cara sama seperti pada preparasi struktur ligan. Reseptor dan seluruh ligan yang sudah siap dipreparasi dan 

dioptimasi disimpan (ekstensi *.PDBQT) agar dapat digunakan untuk proses berikutnya (Gambar 1).      

Ligan pembanding yang digunakan pada penelitian merupakan salah satu obat komersil yang sudah 

disepakati oleh lembaga Food and Drug Administration (FDA), yakni Tacrine. Tacrine merupakan obat tertua 

yang sudah disepakati oleh lembaga FDA pada tahun 1993. Tacrine memiliki selektivitas dalam menghambat 

enzim kolinesterase yaitu, AChE dan BChE, akan tetapi selektivitas Tacrine dinilai sangat selektif terhadap enzim 

BChE. Meskipun saat ini, Tacrine telah ditarik karena kekurangan klinis, yaitu dapat menyebabkan hepatotoksik, 

Namun, Tacrine tetap dapat digunakan sebagai perancah baik dalam menemukan kandidat anti Alzheimer 

(Agatonovic-Kustrin et al., 2018; Zhang et al., 2020). Jalur mekanisme penghambatan enzim BChE dengan 

Tacrine melibatkan penghambatan secara revesible, yaitu melalui residu asam amino Trp-82, Tyr-332, dan His-

438. Ketiga asam amino ini berperan secara signifikan terhadap pengikatan substrat (Zhang et al., 2020). Ligan 

alami Thioflavin T yang tertambat pada reseptor kode PDB 6ESY memiliki dua ligan alami yang tertambat secara 

bersamaan pada sisi aktif enzim BChE, yaitu CAS dan PAS. Perbedaan ligan alami yang tertambat pada sisi aktif 

enzim BChE tidak memiliki pengaruh yang signifikan karena CAS dan PAS merupakan situs aktif enzim BChE 

(Rosenberry et al., 2017; Agatnovic-Kustrin et al., 2018; Zhang et al., 2020). Penelitian ini difokuskan pada ligan 

alami yang tertambat pada reseptor dengan jarak yang tidak jauh menuju sisi aktif reseptor, yaitu pada PAS. Ligan 

alami Thioflavin T 612 pada rantai B adalah ligan alami yang digunakan pada penelitian ini.  

Di samping itu, mode pengikatan Tacrine memiliki kesaaman situs sisi aktif dengan Thioflavin T 612 rantai 

B pada enzim BChE. Jalur mekanisme penghambatan enzim BChE oleh Thioflavin T 612, yaitu dimulai dari 

orientasi pengikatan substrat pada PAS, residu yang berperan yakni Tyr-332 dan Asp-70. Pada saat substrat terikat 

pada PAS, maka akan membentuk interaksi π-kation. Interaksi tersebut menyebabkan substrat akan diarahkan 

meluncur ke bawah menuju asam amino Trp-82. Pada tahap ini, ketika substrat berada tepat sejajar dengan serin 

katalitik, maka akan terjadi proses hidrolisis secara cepat oleh serin katalitik. Selanjutnya diakhiri dengan residu 

yang berperan sebagai acyl-binding pocket yang akan membentuk ikatan satu sama lain untuk menampung substrat 

berupa asetil (Rosenberry et al., 2017).  
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Validasi Area Penambatan (gridbox) 

Validasi area penambatan (gridbox) adalah langkah pertama yang digunakan berdasarkan fungsi penilaian 

saat melakukan docking. Validasi area penambatan diperoleh dari kemampuan struktur ligan alami yang telah 

tertambat pada reseptor (ligan alami asli). Di mana hal tersebut dapat menyerupai pose ligan alami aslinya kembali. 

Dalam proses ini parameter yang dijadikan sebagai tolak ukurnya, yaitu RMSD (Root Mean Square Deviation). 

Proses validasi area penambatan (gridbox) yang digunakan pada penelitian menggunakan ligan alami Thioflavin 

T 612 yang berada pada rantai B dan reseptor yang digunakan adalah rantai B. Proses validasi ini didapatkan zona 

gridbox sebesar; size x 8, size y 12, dan size z 6, dan center x 14,806, center y -15,134, center z -72,234 serta 

spacing sebesar 1,000 Å dan proses tersebut dilakukan sebanyak 10 kali ulangan. Proses validasi dapat diterima 

apabila perhitungan RMSD yang diperoleh oleh suatu ligan lebih kecil atau sama dengan 2,0 Å (Sari et al., 2020). 

Hasil validasi yang diperoleh pada penelitian ini adalah memiliki rata-rata RMSD sebesar 0,89972 Å dan rata-rata 

energi bebas pengikatan sebesar -6,51 kkal∙mol-1. RMSD terendah didapat sebesar 0,7141 Å (Gambar 2), maka 

dapat dinyatakan RMSD yang dihasilkan <2,0 Å dan dapat diterima. 

 

 

 

 

Gambar 1.  Preparasi struktur reseptor (enzim BChE) 

(Sumber: Dokumentasi pribadi 

menggunakan program Discovery Studio 

2016). 

Gambar 2. (a) ligan alami hasil validasi (abu-abu) dan 

(b) ligan alami asli (kuning) (Sumber:  

Dokumentasi pribadi menggunakan 

program Discovery Studio 2016). 

 

Penapisan Virtual, Prediksi Farmakokinetik, dan Toksisitas  

Penapisan virtual yang digunakan pada penelitian yaitu menggunakan prinsip Penapisan Virtual Berbasis 

Struktur (PBVS). PBVS memiliki prinsip, yaitu menilai dan memeringkat suatu molekul berdasarkan pengikatan 

sisi aktif reseptor, di mana molekul yang dikategori sebagai energi bebas pengikatan terendah memiliki 

kemampuan paling optimal dalam mengikat sisi aktif dari enzim secara kompetitif (Pasupa 2012; Sahoo et al., 

2016). Sejumlah 60 ligan uji yang berasal dari senyawa aktif terkandung di dalam daun sirih merah atau dikenal 

dengan istilah Piper crocatum, satu ligan pembanding, dan satu ligan alami yang dilakukan proses penapisan 

virtual. Hal tersebut menunjukkan bahwa terdapat 13 ligan uji yang dinyatakan lolos dengan memiliki nilai energi 

bebas pengikatan sebanding atau bahkan di atas pada rentang ligan alami. Energi bebas pengikatan yang terdapat 

pada ligan alami sebesar -6,9 kkal∙mol-1. Hal tersebut menggunakan ligan alami sebagai indikator lolos dalam 

penapisan virtual. Kemudian, sejumlah 13 ligan uji dilakukan analisis farmakokinetik dan toksisitas. 

Prediksi farmakokinetik merupakan serangkaian uji pada senyawa kandidat obat, yaitu dapat melintasi 

membran sel dalam tubuh. Untuk itu, sifat tersebut dianalisis menggunakan aturan Lipinski’s Rule of five. Aturan 

dari Lipinski’s Rule of five dapat menentukan tingkat absorpsi pada lipid bilayer di dalam tubuh manusia. Aturan 

tersebut berupa Bobot Molekul (BM) ≤500 Dalton, Hidrogen Akseptor (HA) ≤10, Hidrogen Donor (HD) ≤5, LogP 

≤5 atau MLogP ≤4,15, serta Refraktivitas Molar (RM) berada pada rentang 40−130 (Lipinski, 2001; Rachmania 

et al.., 2015; Paudel et al., 2019). Hasil analisis ligan uji yang diperoleh yakni sejumlah 12 ligan uji yang 

dinyatakan lolos pada tahap uji Lipinski, di antaranya terdapat tujuh ligan yang tidak memenuhi aturan Lipinski 

sebanyak satu kategori, yaitu quercetin, Caryophyllene, Alpha-Caryophyllene, Alpha-Selinene, Germacrene D, 

Flemiphilippinin A, dan 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane. Satu ligan uji lainnya, yaitu 5-amino-2-[[6-(3-

carbamoyl-4-cyanophenoxy)-2-[3-(diaminomethylideneamino)phenoxy]-5-nitropyrimidin-4-yl]amino]-5-

oxopentanoic acid tidak memenuhi aturan Lipinski sebanyak lima kategori. Suatu senyawa dapat dikatakan 

memenuhi aturan Lipinski apabila tidak lebih kecil atau sama dengan dua aturan Lipinski (Lipinski, 2001; Prayoga, 
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2021), sehingga 5-amino-2-[[6-(3-carbamoyl-4-cyanophenoxy)-2-[3-(diaminomethylideneamino)phenoxy]-5-

nitropyrimidin-4-yl]amino]-5-oxopentanoic acid dinyatakan tidak memenuhi aturan Lipinski karena melanggar 

lebih dari dua aturan Lipinski. Sebanyak 12 ligan uji yang dinyatakan lolos pada aturan Lipinski dapat dilihat pada 

Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil penapisan virtual dan uji Lipinski. 

Ligan Energi 

bebas 

pengikatan 

(kkal∙mol-1) 

Bobot 

molekul 

(Da) 

Hidrogen 

Akseptor 

Hidrogen 

Donor 

MLogP Refraktivitas 

Molar 

Anthocyanidins -7,9 207,25 1 0 3,28 66,06 

Aurone -7,9 222,24 2 0 2,39 65,82 

quercetin -7,8 302,24 7 5 -0,56* 78,03 

Chalcone -7,6 208,26 1 0 3,44 66,25 

1,2,3,4,5,6,7-

heptazacycloicosane 

-7,5 287,45 7 7* 3,06 109,51 

Flemiphilippinin A -7,4 488,57 6 3 3,02 145,13* 

5-amino-2-[[6-(3-

carbamoyl-4-

cyanophenoxy)-2-[3-

(diaminomethylideneamino)

phenoxy]-5-nitropyrimidin-

4-yl]amino]-5-oxopentanoic 

acid 

-7,3 578,49* 12* 6* -3,76* 144,53* 

Caryophyllene -7,3 204,35 0 0 4,63* 66,78 

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-

ethoxy-7-methoxy-1-

naphthol 

-7,2 354,40 5 1 2,67 102,18 

Catechin -7,2 290,27 6 5 0,24 74,33 

Alpha-Caryophyllene -7,1 204,35 0 0 4,53* 70,42 

Alpha-Selinene -7,0 204,35 0 0 4,63* 68,78 

Germacrene D -6,9 204,35 0 0 4,53* 70,68 

Tacrine (ligan pembanding) -6,9 198,26 1 1 2,33 63,58 

Thioflavin T 612 (ligan 

alami) 

-6,9 318,86 0 0 3,92 95,88 

Keterangan: *tidak memenuhi aturan Lipinski 

 

Ligan dengan BM >500 Dalton akan sulit menembus membran, baik di kulit maupun di dalam pencernaan 

(Kelutur et al., 2020). Seluruh ligan memiliki nilai BM <500 Dalton. MLogP merupakan perhitungan yang 

ditemukan oleh Moriguchi untuk memperkirakan nilai LogP secara sederhana, seperti molekul organik, kecuali 

metaloorganik dan polimer. Perhitungan MLogP relatif digunakan untuk mencari kandidat obat (Moriguchi et al., 

1994; Yusriani, 2019). MLogP berbanding lurus dengan BM, saat nilai MLogP semakin besar maka BM juga akan 

semakin besar. Akibatnya, semakin sulit suatu ligan untuk dicerna dalam tubuh, maka akan mengganggu 

metabolisme. Hasil penelitian menunjukkan terdapat tujuh ligan yang memiliki nilai MLogP >4,15. Nilai LogP 

tidak disarankan bernilai negatif, karena suatu ligan yang memiliki nilai LogP bernilai negatif akan bersifat 

hidrofilik, sehingga menyebabkan suatu ligan tidak dapat melewati lipid bilayer (Lipinski, 2001; Adriani, 2018). 

Hasil penelitian menunjukkan terdapat satu ligan yang memiliki nilai MLogP bernilai negatif, yaitu quercetin. 

Jumlah HD dan HA menandakan bahwa semakin besar jumlah ikatan hidrogen, dengan demikian energi yang 

dibutuhkan untuk mengabsorpsi suatu ligan akan semakin besar (Syahputra et al., 2014). Seluruh ligan memiliki 

HA <10, sementara sejumlah 11 ligan memiliki HD ≤5. RM sangat diperlukan untuk mempelajari interaksi suatu 

ligan dengan reseptor. RM berhubungan dengan gaya dispersif London yang bekerja dalam interaksi ligan dan 

reseptor (Khan et al., 2018). Sejumlah 11 ligan memiliki kriteria yang sesuai terhadap RM. 

Uji toksisitas merupakan uji kuantitatif yang dapat menentukan derajat suatu senyawa akan hancur di dalam 

sebuah material biologis atau nonbiologis dan juga dapat mempertimbangkan dosis yang digunakan (Sasmito et 

al., 2015). Prediksi toksisitas menjadi salah satu parameter yang digunakan dalam penemuan, pengembangan obat 

yang akan disetujui untuk dipasarkan, yang mana dapat diketahui melalui penilaian keamanan toksisitas dari suatu 
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obat tersebut. Parameter yang digunakan pada penelitian, yakni inhibisi Human Ether-a-go-go-Related Gen 

(hERG), karsinogenitas, dan toksisitas oral akut (Zhang et al., 2017; Yang et al., 2018; Lee et al., 2019). Inhibisi 

Human Ether-a-go-go-Related Gen (hERG) merupakan saluran gen yang berkaitan pada ether-a-go-go manusia, 

di mana memainkan peran penting pada repolarisasi jantung. Penyumbatan atau pengurangan arus saluran hERG 

dapat menyebabkan sindrom long (QT LQTS) yang merupakan efek samping jantung, yaitu dapat berakibat fatal 

bahkan mengancam jiwa seseorang (Lamothe et al., 2016; Lee et al., 2019). Seluruh ligan tidak menimbulkan efek 

samping terhadap inhibisi hERG. Karsinogenitas adalah reaksi obat yang merugikan yang terjadi di dalam tubuh 

dan menimbulkan efek serius pada kesehatan manusia, seperti kanker akibat obat (Zhang et al., 2017; Yang et al., 

2018). Seluruh ligan tidak menyebabkan karsinogenitas. 

Toksisitas oral adalah titik akhir dan yang pertama digunakan sebagai penentuan kandidat obat. Apabila suatu 

kandidat obat terdeteksi toksisitas akut, maka dapat dipastikan obat tersebut tidak dapat dilanjutkan sebagai 

pertimbangan kandidat obat, karena dapat menganggu kesehatan manusia (Yang et al., 2018). Selain itu, dilakukan 

uji toksisitas oral akut bertujuan mengetahui dampak yang ditimbulkan pada pemberian obat tunggal dalam kurun 

waktu 24 jam (Astri et al., 2012). Berdasarkan tingkat toksisitas dari suatu bahan kimia yang dinyatakan dalam 

median lethal dosis (LD50) dan ditinjau berdasarkan kriteria oleh US Environmental Protection Agency (EPA), 

terdapat empat kategori: a) kategori I memiliki nilai ≤50 mg/kg tergolong sebagai sangat racun dan dapat berakibat 

fatal jika tertelan; b) kategori II memiliki nilai 50<x≤500 mg/kg tergolong sebagai cukup beracun; c) kategori III 

memiliki nilai 500<x≤5000 mg/kg tergolong sebagai sedikit beracun; dan d) kategori  IV memiliki nilai >5000 

mg/kg tergolong sebagai tidak beracun (Li et al., 2014). Informasi yang menghadirkan probabilitas pada masing-

masing kategori berupa inhibisi hERG, karsinogenitas, dan toksisitas oral akut merupakan sebuah keluaran yang 

memberikan informasi secara spesifik yang dihasilkan dari basis data admet SAR (Cheng et al., 2011). Tabel 3 

menunjukkan prediksi tingkat toksisitas ligan. 

Tabel 3. Hasil prediksi toksisitas 

Ligan Inhibisi hERG Karsinogenitas Toksisitas Oral Akut 

Probabilitas Kategori 

Inhibitor 

Probabilitas Kate

gori* 

Probabilitas Kategori 

Anthocyanidins 0,8627 lemah 0,8308 NK 0,6219 IIII 

Aurone 0,8778 lemah 0,9363 NK 0,5361 III 

Quercetin 0,9781 lemah 0,9450 NK 0,7348 II 

Chalcone 0,9045 lemah 0,6105 NK 0,4763 IV 

1,2,3,4,5,6,7-

heptazacycloicosane 

0,5933 lemah 0,7454 NK 0,6898 III 

Flemiphilippinin a 0,9833 lemah 0,9085 NK 0,6924 III 

5-amino-2-[[6-(3-

carbamoyl-4-

cyanophenoxy)-2-[3-

(diaminomethylideneami

no)phenoxy]-5-

nitropyrimidin-4-

yl]amino]-5-

oxopentanoic acid 

0,8244 lemah 0,8829 NK 0,6064 III 

Caryophyllene 0,9225 lemah 0,6863 NK 0,8200 III 

2-(3,4-

dimethoxyphenyl)-6-

ethoxy-7-methoxy-1-

naphthol 

0,9680 lemah 0,8148 NK 0,6442 III 

Catechin 0,9666 lemah 0,9539 NK 0,6433 IV 

Alpha-caryophyllene 0,9169 lemah 0,6532 NK 0,6889 III 

Alpha-selinene 0,8625 lemah 0,7808 NK 0,8468 III 

Germacrene D 0,8372 lemah 0,6288 NK 0,8141 III 

Tacrine (ligan 

pembanding) 

0,9351 lemah 0,9404 NK 0,7305 II 

Thioflavin T 612 (ligan 

alami) 

0,9842 lemah 0,7718 NK 0,6652 III 

*NK = non karsinogen  
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa toksisitas oral akut yang dimiliki ligan uji lebih banyak berada pada 

kategori III, yang berarti bahwa seluruh ligan uji memiliki tingkat toksisitas oral akut tergolong sedikit beracun 

dan beberapa di antaranya kategori II berarti bahwa ligan uji tersebut tergolong cukup beracun dan IV memiliki 

makna bahwa ligan uji memiliki tingkat toksisitas oral akut tergolong tidak beracun (Tabel 3). Hal ini menunjukkan 

pula bahwa kategori II dinilai sangat beracun dibandingkan kategori III dan IV. Adapun ligan uji yang berada di 

kategori II, yaitu quercetin dan Tacrine. Sehingga, berdasarkan hasil yang telah diperoleh pada penelitian terdapat 

sejumlah 12 ligan uji yang dinyatakan lolos dalam prediksi toksisitas.    

Penambatan Molekuler 

Penambatan Molekuler dapat diartikan sebagai orientasi paling cocok dari suatu ligan yang mengikat sebuah 

reseptor tertentu dan dimanfaatkan untuk memprediksi struktur kompleks antarmolekul atau molekul sejenisnya. 

Berdasarkan fungsi penilaian dalam docking, proses docking menempatkan dua langkah dasar, yaitu: 1) prediksi 

berdasarkan konformasi ligan serta posisi dan orientasi pengikatan ligan atau disebut dengan pose; 2) berdasarkan 

penilaian energi bebas pengikatan (Meng et al., 2011; Vijesh et al., 2013). Pada tahap pertama dapat disebut 

redocking atau yang dikenal dengan proses pencarian validasi area penambatan (gridbox). Pada tahap kedua dapat 

disebut tahap scoring, yaitu prediksi pengikatan ligan dengan reseptor (protein) dengan mempertimbangkan energi 

bebas pengikatan tertinggi atau yang menunjukkan nilai yang paling negatif (Boittier et al., 2020; Sari et al., 2020; 

Tallei et al., 2020). Penambatan molekuler bertujuan untuk menyaring sejumlah senyawa yang dilakukan 

penapisan virtual berdasarkan energi bebas pengikatan dan memprediksi molekul kecil yang dapat menghambat 

asam-asam amino penting pada protein target. 

Penambatan molekuler yang digunakan pada penelitian, yaitu melalui program AutoDockTools. Ligan alami 

yang digunakan adalah Thioflavin T 612, ligan uji yang digunakan sejumlah 11, yaitu Anthocyanidins, Aurone, 

quercetin, Chalcone, 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane, Caryophyllene, 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-ethoxy-7-

methoxy-1-naphthol, Catechin, Alpha-Caryophyllene, Alpha-Selinene, dan Germacrene D. Penambatan molekuler 

dapat divisualisasikan menggunakan program LigPlot+ v.2.2.4 secara dua dimensi dan program PyMOL v.1.7.4.5 

secara tiga dimensi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ligan uji yang memiliki energi bebas pengikatan 

terendah yaitu 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane bernilai -8,6 kkal∙mol-1, sementara ligan uji yang memiliki energi 

bebas pengikatan tertinggi terdapat tiga ligan, yaitu Alpha-Caryophyllene, Caryophyllene, dan Germacrene D 

sebesar -6,9 kkal∙mol-1. Thioflavin T 612 menunjukkan interaksi hidrofobik secara dominan, di mana asam-asam 

amino yang berikatan secara hidrofobik yaitu Asp-70, Ser-72, Trp-82, Ala-328, Tyr-332, dan His-438. 

1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane menunjukkan adanya interaksi secara bersamaan, yaitu interaksi hidrofobik dan 

ikatan hidrogen. Asam-asam amino yang berikatan secara hidrofobik yaitu Trp-82, Gly-116, Ala-328, Phe-329, 

Tyr-332, dan His-438. Ikatan hidrogen pada ligan tersebut dijumpai oleh asam amino Thr-120 dengan jarak 

berkisar 3,06. Sementara Alpha-Caryophyllene, Caryophyllene, dan Germacrene D menunjukkan interaksi 

hidrofobik secara dominan (Tabel 4). 

Tabel 4. Hasil penambatan molekuler ligan dengan reseptor BChE. 

Ligan Energi bebas 

pengikatan 

(kkal∙mol-1) 

Ikatan 

hidrogen 

Jarak ikatan 

hidrogen (Å) 

Interaksi hidrofobik PAS dan 

choline-

binding pocket 

1,2,3,4,5,6,7-

heptazacycloicosane 

-8,6 Thr-120 3,06 Trp-82*, Gly-116, 

Ala-328, Phe-329, 

Tyr-332*, His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Anthocyanidins -7,8   Trp-82*, Pro-285, 

Ala-328,  

Phe-329, Tyr-332*, 

His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Aurone -7,7   Asp-70*, Trp-82*, 

Pro-285, Phe-329, 

Tyr-332*, His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

 

Chalcone -7,6   Trp-82*, Pro-285, 

Phe-329, Tyr-332* 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Quercetin -7,4 Trp-82* 3,20 Pro-285, Phe-329, 

Tyr-332*, Trp-430, 

Met-437, His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 
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Tabel 4. Hasil penambatan molekuler ligan …. (lanjutan) 

Ligan Energi bebas 

pengikatan 

(kkal∙mol-1) 

Ikatan 

hidrogen 

Jarak ikatan 

hidrogen (Å) 

Interaksi hidrofobik PAS dan 

choline-

binding pocket 

Alpha-selinene -7,3   Trp-82*, Ala-328, 

Phe-329, His-438** 

 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

2-(3,4-

dimethoxyphenyl)-6-

ethoxy-7-methoxy-1-

naphthol 

-7,2   Asp-70*, Trp-82*, 

Pro-285,  

Ala-328, Phe-329, 

Tyr-332*,  

Trp-430, Met-437, 

His-438** 

 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Catechin 

 

 

-7,2 Ala-328,   

Pro-285,  

His-438** 

2,82, 2,93,  

3,12 

Trp-82*, Phe-329, 

Tyr-332* 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Thioflavin T 612 

(ligan alami) 

-7,0   Asp-70*, Ser-72, Trp-

82*, Ala-328, Tyr-

332*, His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Alpha-

caryophyllene 

-6,9   Trp-82*, Ala-328, 

Phe-329, Tyr-332*, 

His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Caryophyllene -6,9   Asp-70*, Trp-82*, 

Ala-328, Phe-329, 

Tyr-332*, Trp-430 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Germacrene D -6,9   Asp-70*, Trp-82*, 

Ala-328,  

Tyr-332*, Trp-430, 

Met-437, His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Tacrine (ligan 

pembanding) 

-6,8 Asp-70* 3,01 Trp-82*, Pro-285, 

Ala-328, Phe-329, 

Tyr-332* 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

5-amino-2-[[6-(3-

carbamoyl-4-

cyanophenoxy)-2-

[3-

(diaminomethyliden

eamino)phenoxy]-5-

nitropyrimidin-4-

yl]amino]-5-

oxopentanoic acid 

-5,7 Pro-285,    

Ser-287 

3,20, 2,94 Asn-68, Asp-70*, 

Trp-82*, Gln-119, 

Thr-120, Ala-328, 

Phe-329, Tyr-332*, 

Trp-430,  

His-438** 

Tyr-332*, Asp-

70*, Trp-82* 

Keterangan  : * asam amino berperan penting pada situs pengikatan 

  ** asam amino berperan penting pada situs katalitik 

 

Mekanisme penghambatan enzim BChE dapat dilakukan dengan cara tiga cara, yaitu melalui penghambatan 

CAS secara kompetitif, PAS secara nonkompetitif, dan tipe campuran (CAS dan PAS). Terdapat asam amino yang 

berdekatan dengan wilayah CAS yaitu Trp-82. Asam amino ini disebut dengan choline-binding pocket. Asam 

amino Trp-82 akan menghalangi ligan untuk berikatan dengan CAS (Kumar et al., 2018; Agatanovic-Kustrin et 

al., 2018; Zhang et al., 2020). Thioflavin T 612 yang digunakan adalah bagian asam amino penting berperan pada 

PAS. Mekanisme pengikatan substrat pada enzim BChE yaitu pada asam amino Tyr-332, Asp-70, dan Trp-82 

(Rosenberry et al., 2017). Sejumlah 11 ligan uji menunjukkan memenuhi asam-asam amino yang terlibat dalam 

situs pengikatan substrat terhadap enzim BChE dengan Thioflavin T 612. Akan tetapi, sejumlah 4 ligan uji 

memenuhi semua situs asam amino yang berperan sebagai pengikatan substrat terhadap BChE, yakni Tyr-332, 

Asp-70, dan Trp-82, dan keempat ligan uji menunjukkan interaksi hidrofobik dominan. Seluruh ligan uji 

menempati residu yang berperan pada pengikatan substrat. Adapun pelabelan yang diberi tanda asteris (**) 

menandakan bahwa ligan tersebut juga mengikat pada asam amino yang berperan sebagai situs katalitik, yaitu His-
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438. Namun, asam amino His-438 merupakan bagian yang berfungsi untuk menghasilkan ikatan hidrogen pada 

suatu ligan serta membantu dan mempercepat proses hidrolisis yang dilakukan asam amino Ser-198 yang 

merupakan pemeran utama dalam triad katalitik. Oleh karena itu, asam amino His-438 tidak dijadikan sebagai 

acuan untuk menghambat enzim BChE (Masson et al., 2009; Zhang et al., 2020).  

Energi Bebas Pengikatan dan Konstanta inhibisi 

Parameter analisis hasil docking dapat diketahui melalui program AutoDockTools. AutoDockTools adalah 

salah satu program yang dapat memprediksi energi bebas pengikatan ligan dengan reseptor berdasarkan fungsi 

penilaian pada docking. Fungsi penilaian yang digunakan yaitu secara tahap scoring. Tahap scoring adalah tahap 

yang memadukan antara hasil prediksi energi bebas pengikatan dengan energi bebas pengikatan yang dihasilkan 

berdasarkan eksperimental (berdasarkan peringkat). Untuk mengevaluasi energi bebas pengikatan dapat diperoleh 

melalui persamaan rumus energi bebas (ΔG) di dalam hukum termodinamika melalui pencarian nilai konstanta 

inhibisi. Rumus tersebut dapat diuraikan sebagai berikut (Shityakov and Forster 2014; Du et al., 2016; Salsabila, 

2019; Boittier et al., 2020): 

 

ΔG ikatan   = -R T ln K 

ΔG penghambatan  = R T ln K             (1) 

            

Keterangan : R = 1,986 kal∙mol-1∙K-1 dan T = 298K.  

 

Energi bebas pengikatan akan mencapai setimbang apabila bernilai negatif. Energi bebas pengikatan 

berbanding lurus dengan Konstanta inhibisi. Semakin besar nilai negatif pada ΔG ikatan suatu senyawa, maka 

kemampuan untuk berinteraksi dengan reseptor target akan semakin spontan. Sehingga, semakin rendah konstanta 

inhibisi suatu senyawa akan memperkecil konsentrasi yang dibutuhkan suatu senyawa untuk menginhibisi kerja 

enzim, begitu pula sebaliknya (Du et al., 2016). Menurut Zheng and Polli (2010) Konstanta inhibisi dapat 

dinyatakan kuat apabila memiliki memiliki nilai ≤100 µM, dan sebaliknya, konstanta inhibisi dapat dinyatakan 

lemah apabila memiliki nilai ≥100 µM.  

Dapat dihasilkan bahwa ligan uji yang memiliki energi bebas pengikatan terendah dan Konstanta inhibisi 

terendah yaitu 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane sebesar -8,6 kkal∙mol-1 dan 0,4888 µM. Sementara itu dapat 

diketahui pula seluruh ligan uji yang dianalisis tersebut menyatakan bahwa semua ligan berada pada Konstanta 

inhibisi yang tergolong kuat, yang artinya ligan uji tersebut berpotensi dalam menghambat enzim BChE secara 

kuat. Selain dari kedua faktor tersebut, jumlah ikatan hidrogen dan jumlah interaksi hidrofobik juga menjadi 

parameter analisis docking. Parameter tersebut menjadi acuan dalam menemukan kandidat obat. Semakin banyak 

jumlah ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik pada suatu kompleks ligan-reseptor, maka konformasi kedua 

struktur akan semakin stabil, kuat, serta meningkatkan pengikatan antarmuka kompleks ligan-reseptor dan 

meningkatkan aktivitas biologis dalam merancang kandidat obat (Patil et al. 2010). 

Hasil ini dapat dinyatakan bahwa 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dan Catechin memiliki energi bebas 

pengikatan bernilai negatif, memiliki dua interaksi secara bersamaan yaitu ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik 

(Gambar 3). Adapun jika dibandingkan dengan Thioflavin T 612 (ligan alami) dan Tacrine (ligan pembanding), 

1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dan Catechin lebih memiliki keunggulan dari masing-masing parameter 

tersebut, tetapi interaksi hidrofobik di antara ligan 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dengan Thioflavin T 612 

memiliki jumlah yang sama yaitu enam. Secara keseluruhan, ligan uji dominan memiliki jumlah interaksi 

hidrofobik yang lebih banyak dibandingkan jumlah ikatan hidrogen (Tabel 5).  

Salah satu analisis hasil visualisasi docking dapat digunakan secara dua dimensi adalah menggunakan 

program LigPlot+ v.2.2.4. Adanya program LigPlot+ v.2.2.4 bertujuan mempelajari kesamaan interaksi 

pengikatan enzim target dengan ligan sebagai agen potensial dan penghambat enzim (Mishra and Dey 2019). Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa seluruh ligan berada pada target pengikatan enzim. Adapun jarak ikatan hidrogen 

yang diperoleh pada penelitian berkisar pada 2,82 Å − 3,20 Å. Menurut Patil et al. (2010), jarak ikatan hidrogen 

yang terbentuk lebih dari 1,85 Å, maka dapat dinyatakan sebagai jenis ikatan hidrogen yang terogolong lemah dan 

mengakibatkan jenis ikatan dapat diputus atau ditukar dengan jenis ikatan lain. Dengan demikian, ikatan hidrogen 

yang terbentuk di antara kompleks ligan- reseptor tersebut merupakan jenis ikatan hidrogen bersifat lemah. 

 

 



Putri et al., ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, Vol. 19(1) 2023, 68-85  

 

80 
Copyright © 2023, ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, ISSN 1412-4092, e ISSN 2443-4183  

 

 

  

(a) (b) 

 

 

(c) (d) 

  

(e) (f) 

  

(g) (h) 

Gambar 3. Visualisasi dua dimensi penambatan molekuler ligan dengan reseptor enzim BChE (a) Thioflavin T      

612 (ligan alami) (b) Tacrine (ligan pembanding) (c) 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane (d) Catechin 

dan visualisasi tiga dimensi penambatan molekuler ligan dengan reseptor enzim BChE (e) Thioflavin 

T 612 (ligan alami) (f) Tacrine (ligan pembanding) (g) 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane (h) Catechin. 
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Tabel 5. Hasil analisis energi bebas pengikatan dan konstanta inhibisi. 

Ligan Energi bebas 

pengikatan 

(kkal∙mol-1) 

Konstanta 

inhibisi (µM) 

Jumlah 

ikatan 

hidrogen 

Jumlah 

interaksi 

hidrofobik 

1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane -8,6 0,4888 1 6 

Anthocyanidins -7,8 1,8889 0 6 

Aurone -7,7 2,2366 0 6 

Chalcone -7,6 2,6484 0 4 

Quercetin -7,4 3,7131 1 6 

Alpha-selinene -7,3 4,3967 0 4 

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-ethoxy-7-

methoxy-1-naphthol 

-7,2 5,2060 0 9 

Catechin -7,2 5,2060 3 3 

Thioflavin T 612 (ligan alami) -7,0 7,2991 0 6 

Alpha-caryophyllene -6,9 8,6427 0 5 

Caryophyllene -6,9 8,6427 0 6 

Germacrene D -6,9 8,6427 0 7 

Tacrine (ligan pembanding) -6,8 10,2337 1 5 

5-amino-2-[[6-(3-carbamoyl-4-

cyanophenoxy)-2-[3-

(diaminomethylideneamino)phenoxy]-

5-nitropyrimidin-4-yl]amino]-5-

oxopentanoic acid 

-5,7 65,6498 2 10 

 

KESIMPULAN  

Dua senyawa aktif yang terkandung dalam daun sirih merah, yaitu 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dan 

Cathechin, memiliki potensi inhibisi terhadap aktivitas enzim butirilkolinesterase (BChE) berdasarkan parameter 

penapisan virtual, prediksi farmakokinetik, prediksi toksisitas, dan analisis terkait penambatan molekuler. 

1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dan Catechin masing-masing memiliki energi bebas ikatan sebesar -8,6 

kkal∙mol-1 dan -7,2 kkal∙mol-1, serta daya inhibisi masing-masing ligan sebesar 0,4888 µM dan 5,2060 µM. Jumlah 

ikatan hidrogen dan jumlah interaksi hidrofobik pada 1,2,3,4,5,6,7-heptazacycloicosane dengan BChE masing-

masing sebesar 1 dan 6. Sedangkan jumlah ikatan hidrogen dan jumlah interaksi hidrofobik pada Catechin dengan 

BChE masing-masing sebesar 3 dan 3. Kedua senyawa tersebut menunjukkan interaksi yang stabil dan kuat dengan 

BChE dikarenakan memiliki dua jenis interaksi, yaitu ikatan hidrofobik dan ikatan hidrogen. Serta diketahui pula 

dua senyawa mengikat pada sisi substrat BChE, yaitu Tyr-332 dan Trp-82.  
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