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ABSTRAK

Ekstrak sirih diketahui mampu menurunkan pertumbuhan sejumlah bakteri penyebab mastitis.
Namun, informasi tentang protein target dan aktivitas seluler senyawa aktif daun sirih dalam menekan
bakteri patogen belum diketahui. Penelitian ini bertujuan untuk mengungkap molekul protein target
dari senyawa aktif ekstrak sirih dan potensi aktivitasnya aksi secara seluler. Penelitian ini dilakukan
secara in silico dan data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. Jenis senyawa aktif yang
terdapat diekstrak daun sirih dihimpun dari telusur pustaka. Aktivitas dan protein target senyawa aktif
dianalisis secara in silico dengan menggunakan web server (SwissTarget dan Passonline). Interaksi
antar molekul dilakukan dengan perangkat Pyrx. Perangkat Pymol dan LigPlus untuk visualisasi
interaksi molekul. Penelitian ini mengungkapkan bahwa ada dua senyawa utama dalam ekstrak daun
sirih yaitu hydroxychavicol dan eugenol. Hydroxych [ memiliki aktivitas dalam membrane integrity
agonist (0,897), G-protein-coupled receptor kinase inhibitor (0,875), fatty-acyl-CoA synthase inhibitor
(0,857), membrane permeability inhibitor (0,777), dan sugar-phosphatase inhibitor (0,742). Adapun
eugenolsx:2miliki aktivitas sebagai membrane integrity agonist (0,866), membrane integrity agonist
(0.781), fatty-acyl-CoA synthase inhibitor (0.724). Hydroxychavicol dan eugenol memiliki kesamaan
aksi seluler dalam menekan pertumbuhan mikroba patogen penyebab mastitismelalui mekanisme
pengambatan aktivitas enzim fatty-acyl-CoA synthase bakteri (dengan binding affinity secara
berurutan sejumiah -6,3 dan -5,4 kcal mol ).

Kata kunci: in silico, mastitis, fatty-acyl-CoA synthase, ekstrak sirih

PENDAHULUAN

Mastitis dilaporkan mampu mempengaruhi produksi susu sapi (Kusumanti dan
Widiyanto, 2013; Surjowardojo el al, 2008). Sejumlah bakteri mampu menjadi penyebab
mastitis antara lain Strepfococcus agalactiae, S. galactiae, S. uberis, S. zooepidermicus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas
aeroginosa (Kusumanti dan Widiyanto, 2013). Umumnya, secara klinis bakteri tersebut
mampu menginfeksi jaringan alveoli ambing ternak dan jaringan sekitarnya. Akibatnya,
ambing mengalami bengkak, pengerasan, kemudian diikuti penurunan fungsi ambing. Selain
mampu menurunkan kuantitas produksi susu, bakteri-bakteri tersebut juga mampu merusak
kualitas susu yang dihasilkan. Oleh karena itu, telah banyak dilakukan upaya untuk
menekan pertumbuhan bakteri penyebab mastitits dengan menggunakan sejumlah antibiotik
(Riyanto ef al., 2016; Nurhayati IS & Martindah, 2015; Supar, 1997). Penggunaan antibiotik
sintetik maupun dari herbal memiliki keunggulan dan kelemahan. Namun, penggunaan
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herbal dalam mengatasi mastitis lebih prospektif dan aman dalam jangka waktu panjang.
Contohnya penggunaan sirih.

Sirih (Piper betle Linn) merupakan tanaman obat kelompok Piperaceae yang telah
dikenal luas oleh masyarakat sebagai bahan baku obat herbal(Syahidah et al., 2017; Zahira
dan Thamilmani, 2016). Tanaman ini mudah dibudidayakan hampir di seluruh wilayah tropis,
termasuk Indonesia. Bagian sirih yang lazim digunakan adalah dau otensi tersebut
disebabkan beragamnya senyawa aktif yang terdapat di daun sirih. Ekstrak daun sirih
mengandung kelompok senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, saponin, fitosterol, dan terpenoid
(Zahira &Thamilmani, 2016; Purnama, 2017; Syahidah et al., 2017).

Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa ekstrak daun siri mpu mengatasi
penyakit mastitis yang sering kali menyerang hewan ternak. Ekstrak rebusan daun sirih
memiliki aktivitas yang sama dengan antibiotik penicilin dalam menghambat pertumbuhan
bakteri penyabab mastitis (Lutviandhitarani et al., 2015). Penelitian serupa juga dilaporkan
oleh Putra et al. (2017) bahwa pemberianrebusan daun sirih mampu menekan frekuensi
kejadian mastitis sampai 30%. Fitriana (2018) juga menyampaikan bahwa ekstrak daun sirih
mampu menghambat pertumbuhan salah satu bakteri penyebab mastitis yaitu S. aureus.
Namun,mekanisme aktivitas kerja aksi secara seluler senyawa aktif ekstrak daun sirih dalam
@nekan pertumbuhan bakteri penyebab mastitis belum terungkap. Informasi ilmiah dari

asil penelitian ini diharapkan mampu menambah wawasan dan dasar penelitian berikutnya
tentang pengembangan potensi tanaman lokal dalam pengobatan penyakit mastitis.

METODE @NELITIAN

Penelitian ini termasuk penelitian deskriptif eksploratif yang bertujuan untuk
mengungkap multitargeting senyawa aktif ekstrak daun sirih serta pola aktivitas aksi seluler
senyawa aktif tersebut di dalam sel sehingga mampu menekan penyakit mastitis. Penelitian
ini dilakukan secara in silico. Data tentang jenis-jenis senyawa aktif ekstrak daun sirih
dikoleksi dengan telusur pustaka dari penelitian sebelumnya. Kemudian identitas struktur
dan protein target senyawa aktif tersebut dieksplorasi dari data base yaitu Pubchem dan
PassOnline. Kemudian, dipilih protein target senyawa aktif ekstrak daun sirih dengan nilai
probalility activity (pa)> 0,7. Selanjutnya, dilakukan analisis penambatan molekuler
(molecular docking) antara struktur senyawa aktif daun sirih dengan protein target(file dalam
bentuk .sdf) menggunakan program PyRx. Visualisasi hasil molecular docking dilakukan
dengan program LigPlus'untuk mengetahui asam amino dan jenis ikatan kimia yang
terbentuk antara senyawa aktif dengan protein target. Data tentang jenis-jenis senyawa aktif
ekstrak daun sirih, ragam protein target senyawa aktif, skor potensi aktivitas, energi
pengikatan antara senyawa aktif denga@f@irotein target, serta jenis asam amino yang
berinteraksi dengan molekul protein target dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil telusur pustaka, ada dua senyawa aktif utama yang terdapat di
dalam ekstrak daun sirih yaitu hydroxychavicol dan eugenol. Ekstﬁaun sirih mengandung
hydroxychavicol dan eugenol secara berurutan mencapai + 374,7g g" dan 49,7 mg g™
Pada 50 g sampel kering, terdapat 1,9 g hydroxychavicol dan eugenol mencapai 0,26 g.
Berdasarkan eksplorasi stuktur database PubChem, struktur senyawa hydroxychavicol yang

100




Prosiding SEMNASAL (Seminar Nasional Sumberdaya Lokal) I | Oktober
ISBN: 978-623-90592-0-0 | 2018

digunakan memiliki nomor identitas 70775 dan eugenol bernomor 3314. Sedangkan struktur
protein fatty-acyl-CoA synthase yang diunduh dari laman PDB bernomor ID 4IR7.

Analisis potensi senyawa aktif secara in silico, hydroxychavicol dan eugenol memiliki
spektrum aksi di dalam sel yang cukup beragam (Gambar 1). Hal tersebut menunjukkan
bahwa hydroxychavicol dan eugenol memiliki target lebih dari satu molekul protein target
ketika kedua senyawa tersebut masuk ke dalam sel. Pada skor pa >7, diperoleh sejumlah
potensi kedua senyawa aktif tersebut sebagaimana yang tersaji pada Gambar 1.
Hydroxychavicol memiliki potensi sebagai senyawa aktif yang dapat menurunkan integritas
membran sel (membrane integrily agonist) dengan skor pa sejumlah 0,89. Selain
itu,hydroxychavicol juga memiliki potensi dalam menghambat aktivitas transduksi seluler
melaluimolekul G-protein-coupled receptor kinase (0,87).

Senyawa aktif hydroxychavicol juga dapat berpotensi sebagai molekul penghambat
permeabilitas membran sel (0,777) maupun sebagai molekul inhibitor aktivitas enzim sugar-
phosphatase (0,74).Eugenol diketahui memiliki potensi sebagai molekul yang kerjanya
berkaitan dengan membran sel. Eugenol dapat menjadi molekul yang dapat menurunkan
integritas membrane dengan skor aktivitas sejumlah 0,86. Selain itu, eugenol juga dapat
menurunkan permeabilitas membran sel dengan aktivitas sebesar 0,78. Rekapitulasi energi
pemgikatan (binding energy) antara ligan (hydroxychavicol dan eugenol) dengan protein
(fatty-acyl-CoA synthase) tersaji pada Tabel 1.

Kedua senyawa aktif tersebut memiliki aktivitas aksi seluler yang sama yaitu mampu
bertindak sebagai inhibitor bagi enzim fatty-acyl-CoA synthase bakteri. Skor aktivitas
penghambatan senyawa hydroxychavicol dan eugenol terhadap enzim tersebut secara
berurutan mencapai 0,77 dan 0,78 (pa >0,7). Berdasarkan Gambar 3 falty-acyl-CoA
synthase dapat berinteraksi hydroxychavicol maupun dengan eugenol dengan membentuk
ikatan hidrogen. Hydroxychavicol membentuk ikatan hidrogen dengan asam amino Leusin
(pada sekuenske 266) pada faity-acyl-CoA synthase (Gambar 3A). Interaksi tiga dimensi
antara kedua molekul tersebut tersaji pada Gambar 2. Pola interaksi tersebut juga terjadi
pada senyawa aktif eugenol dengan asam amino Serin (pada sekuens ke 276) fatty-acyl-
CoA synthase (Gambar 3B).

Skor RMSD interaksi penambatan molekuler antara hydroxychavicol maupun
eugenol terhadap fatty-acyl-CoA synthase sejumlah 0,00 dan 0,00 atau kurang dari 2A
(Tabel 2). Hal tersebut menunjukkan bahwa mekanisme penambatan molekuler senyawa
aktif hydroxychavicol dan eugenol dengan fafty-acyl-CoA synthase terjadi secara tepat
dengan mempertimbangan sruktur konformasi senyawa aktif dengan protein target. Skor
RMSD pada Tabel 2 menunjukkan bahwa posisi penambatan molekuler senyawa
hydroxychavicol maupun eugenol (secara tiga dimensi) terhadap permukaan enzim fatty-
acyl-CoA synthase hampir sama dengan posisi penambatan molekuler ligan hasil
kristalografi (hydroxychavicol maupun eugenol). Oleh karena itu, hasil penambatan
molekuler (molecular do ) antara hydroxychavicol dan eugenol dengan fatiy-acyl-CoA
synthase termaasuk valid sehingga dapat digunakan lebih lanjut dalam penelitian ini.

Hasil molecular docking memgungkapkan bahwa senyawa hydroxychavicol maupun
eugenol dapat nekan pertemuhan bakteri penyabab mastitis melalui penghambatan
aktivitas enzim falty-acyl-CoA synthase. Faity-acyl-CoA synthase merupakan enzim yang
terlibat dalam biosintesis asam lemak. Termasuk pada kelompok bakteri (Ying-Jie& Rock,
2006). Asam lemak itu sendiri sangat diperlukan dalam proses metabolisme yang berkaitan
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dengan pembentukan membran sel, transpor molekul, dan regulasi transkripsi pada semua
jenis sel. Termasuk sel mikroba (bakteri) penyebab mastitis.

Fatiy-acyl-CoA synthase sebagai biokatalisator pembentukan fatty-acyl-CoA(Edward
et al. 1965) dengan dua tahap utama hingga sampai terbentuk asam lemak (Ying-Jie &
Rock, 2006). Fatty-acyl-CoA merupakan molekul penting yang terlibat dalam sejumlah
mekanisme seluler (Lennen dan Pfleger, 2012).Contohnya transpor protein, aktivasi enzim,
asilasi protein, penghantaran sinyal, dan terlibat dalam pengontrolan faktor transkripsi pada
bakteri E.coli (Lennen dan Pfleger, 2012; Fujita et al., 2007) serta terlibat dalam biosintesis
fosfolipid. Selain itu, enzimfatfy-acyl-CoA synthase juga terlibat dalam pergerakan molekul
transmembran dan pengaktifan asam lemak rantai panjang (Wiemar et al., 2002).

1 0857 0.266 0.875 0.857
0.724 0.777 0.781 0.742
0.8
0.6
0.4
0.2
0 0
0
membrane integrity  G-protein-coupled fatty-acyl-CoA membrane sugar-phosphatase
agonist receptor kinase synthase inhibitor  permeability inhibitor inhibitor

inhibitor
B Hydroxicavicol M Eugenol

Gambar 1. Profil Multitargeting Hydroxicavicol dan Eugenol dari Ekstrak Daun Sirih

Tabel 1. Rekapitulasi Energi Pengikatan Hasil Molecular Docking antara Fatty-Acyl-CoA
Synthase dengan Eugenol dan Hydroxicavicol

Ligand Binding Affinity (kcalfmol) Mode
Fatty-acyl-CoA_steril_Eugenal_min -5.4 (]
Fatty-scyl-Coh_steril_Eugenal_min -5.3 1
Fatty-acyl-CoA_steril_Eugenal_min -5.0 2
Faitty-acyl-Coh_steril_Eugenal_min -5.0 3
Fatty-acyl-CoA_steril_Eugenal_min -5.0 4
Fatty-acyl-CoA_steril_Eugenol_min 4.9 5
Fatty-acyl-Coh_steril_Eugenal_min 49 5
Fatty-acyl-Cob_steri_Eugenol_min 4.7 i
Fatty-acyl-CoA_sterl_Eugenal_min 4.7 8
Fatty-acyl-Cob_steril_Hydroxycavicol_min 6.3 o
Fatty-acyl-CoA_steril_Hydroxycavicol_min 6.1 1
Fatty-acyl-Cos_steril_Hydroxycavcol_min -5.3 2
Fastty-acyl-Coh_steril_Hydroxycaicol_min -5.3 3
Fatty-acyl-CoA_steril_Hydroxycavicol_min -5.2 4
Fatty-acyl-Coh_steril_Hydreaxyeavieol_min -5.2 5
Fatty-acyl-CoA_steril_Hydroxycanicol_min -5.2 6
Fatty-acyl-CoA_steril_Hydroxycaicol_min 5.1 7
Fatty-acyl-CoA_steril_Hydroxycavicol_min -5.1 8

Hasil penelitian ini menegaskan bahwa ekstrak daun sirh mampu menekan
pertumbuhan bakteri penyebab mastitis seperti yang dilaporkan oleh Putra et al. (2017).
Penelitian ini juga melaporkan bahwa kemampuan ekstrak daun sirih dalam menghambat
pertumbuhan bakteri penyebab mastitis melalui mekanisme penghambatan aktivitas enzim
fatty-acyl-CoA synthase. Akibatnya bakteri penyebab mastitis tidak mampu berkembangbiak
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karena gagal membentuk membran sel, mengalami kekacauan pada tranport molekul dan
regulasi transkripsi.

Tabel 2. Rekapitulasi Nilai RMSD dalam Molecular Docking antara Fatty-Acyl-CoA
Synthase dengan Eugenol dan Hydroxicavicol

Ligand RMSD lower bound RMSD upner baund
Fatty-acyl-CoA_sterd_Fugendl_min 0.0 0.0
Fatty-acyl-Col_sterl_Bugencl_min 2,164 106
Fatty-acyl-Col_sterd_Eugencl_min 2.708 2898
Fatty-acyl-CoA_stend_Eugenal_mn 3.903 5.35%
Fatty-acyl-CoA_sterd_Fugend_min 1176 2612
Eatty-acyl-CoA_sterl_Eugenal_mn 1469 16.066
Fatty-acyl-Con_sterd_Eugenal_min 15,262 17.011
Fatty-acyl-CoA_steri_Eugensl_min |34.68 37075
Fatty-scyl-Lod_sterd_Fugendl_mn 3.468 492
Fatty-oci-CoA_sterl_Hydraxycavicol_mn 0.0 0.0
Faity-acyl-Cod_sterd_Hydraxycavicol_min 1.456 2468
Fatty-acyl-Cod_sterd_Hydraxycavical_mn 1814 261
Fatty-acyl-CoA_stend_Hydroxycavical_mn 4.52 5056
Faty-acyl-Cod_sterd Hydrawycavical_min 10.572 12,141
Fatty-acyl-Coa_sten]_Hydraxycavicol_min 20.089 21,808
Fatty-acyl-Coh_steri_Hydraxycavical_min 19.94 0834
Fatty-acyl-CoA_sterd_Hydraxycavicol_mn 2,653 5185
Fatty-acyl-Col_sterd_Hydroxycavicol_mn 20.333 21805

hydroxicavicol 3§ \
Protein Region

Binding Pocket

Gambar 2. Visualisasi Moceluar Docking antara Fatty-Acyl-CoA Synthase dengan
Hydroxicavicol
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Gambar 3. Visualisasi Interaksi Hydroxycavicol (A) dan Eugenol dengan Fatty-acyl-CoA
syntahse (B)

PENUTUP

Ekstrak daun sirih memiliki potensi dalam pengobatan mastitis karena di dalam
ekstrak terdapat senyawa aktif hydroxychavicol dan eugenol. Kedua senyawa aktif tersebut
memiliki target yang beragam ketika berada di salam sel. Secara in silico, hydroxychavicol
maupun eugenol mampu menghambat pertumbuhan mikroba penyebab penyakit mastitis
melalui mekanisme pengambatan aktivitas enzim faity-acyl-CoA synthase bakteri.
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